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Resume

Les lectines forment une famille de protéines ubiquitaires d’origine non
immunitaire, qui se lient de maniere réversible et spécifiquement aux hydrates de
carbone. Notre étude et basé sur la recherche, I’extraction, et I'étude des différentes
specificités des lectines contenues dans les fleurs d’une plante médicinal : Narcissus
tazetta Par le test d’hé magglutination et leur étude biologique. L’extraction a été faite
par broyage et macération dans une solution tampon suivi par la chromatographie sur

colonne.

Le traitement thermique des lectines de Narcissus tazetta du 40°C jusqu’a 100°C
n’a pas été suffisant pour inactiver totalement. L’activit¢é hémagglutinante de la
plante reste stable toute au long de gamme du pH de 1 a7. Le test d’inhibition avec
différents monosaccharides a montré que les lectines de Narcissus tazetta ont été

specifiquement et seulement inhibés par le glucose et le manitol.

Pour le test d’ABO, les lectines extraites de notre plante ne possedent aucune

specificité vis-a-vis des groupes sanguins humains.

Les résultats de I’activit¢ immunomodulatrice ont montré que notre lectine a un

effet positif sur ’activité phagocytaire des souris testés.

Mots clés : Lectines, Extraction, Hémagglutination, Systeme ABO, Inhibition,

activité immunomodulatrice.



Abstract

Lectins are a family of ubiquitous proteins of non-immune origin, which bind
reversibly and specifically to carbohydrates. Our study is based on the research,
extraction, and study of the different specificities of lectins contained in the flowers of
a medicinal plant: Narcissus tazetta by the hemagglutination test and their biological
study. The extraction was done by grinding and maceration in a buffer solution

followed by column chromatography.

Heat treatment of Narcissus tazetta lectins from 40°C to 100°C was not sufficient
to fully inactivate. The hemagglutinating activity of the plant remained stable
throughout the pH range of 1 to 7. The inhibition test with different monosaccharides
showed that the lectins of Narcissus tazetta were specifically and only inhibited by

glucose and manitol.

For the ABO test, the lectins extracted from our plant have no specificity towards

human blood groups.

The results of the immunomodulatory activity showed that our lectin has a positive

effect on the phagocytic activity of the tested mice.

Key words: Lectins, Extraction, Hemagglutination, ABO system, Inhibition,

immunomodulatory activity.
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Introduction

Au cours des deux derniéres décennies, la recherche sur les lectines végétales est
passée d'une étude analytique vers une étude plus fonctionnelle, visant a déchiffrer
I'importance physiologique des lectines dans la plante. Des progrés significatifs ont
été réalisés dans la compréhension de l'activité biologique de différentes lectines.

Les lectines sont des protéines naturelles bioactives et des glycoprotéines ayant la
capacité de se lier spécifiquement aux sucres (Kennedy et al., 1995 ; Goldstein et
Hayes, 1978 ; Lis et Sharon, 1977 ; Gallagher, 1984 ; Brown et Hunt, 1978). Ces
protéines liant les sucres sont d'origine non immunitaire et peuvent agglutiner les
cellules ou précipiter les glycoconjugués (Goldstein, 1980 ; Nilsson, 2007). Elles
sont presentes dans la nature et sont connues pour jouer un rdle central dans de
nombreux processus vitaux (Kennedy et al., 1995). Jusqu'a présent, de nombreuses
lectines ont eté isolées de diverses sources telles que des plantes, des algues, des
champignons, des liquides organiques d'invertébrés et de vertébrés inférieurs. Les
lectines peuvent étre utilisées comme modeles pour étudier les interactions protéine-
glucide et comme outil subtil pour analyser les glucides sous forme libre ou liée aux
lipides ou aux protéines. En raison de leur spécificité de liaison aux glucides, les
lectines sont également utilisées pour délivrer des médicaments sur leur site d'action.
De nombreux rapports ont montré les caractéristiques particuliéres des lectines
vegétales et animales comme molécules de reconnaissance dans les interactions
cellule-molécule et cellule-cellule dans divers systemes biologiques (Sharon et Lis,
2004). En outre, elles jouent également un rdle important dans I'élucidation des
processus biologiques, du systeme de diagnostic clinique et de la structure des
glucides (Sharon et Lis, 2004 ; Moreira et al., 1991).

L’objectif principal de ce travail est de chercher la présence de lectine dans 1’extrait
de Narcissus tazetta, 1’extraction des lectines a partir de cette plante médicinale et leur

étude biologique. Cet objectif se décompose en plusieurs étapes :

- Mettre en évidence la présence des lectines par test d’hémagglutination sur les

érythrocytes de lapin.
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-Inhibition d’hémagglutination en présence de différents monosaccharides pour

déterminer la spécificité.
- Etude I’effet de la température et le pH sur I’activité de ces lectines.

-Etude la spécificité de ces lectines vers les globules rouges de I’étre humain par le
test ABO.

-Réaliser des tests biologiques d’immunomodulation et déterminer 1’effet

immunomodulateur des lectines de Narcissus tazetta.
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1. Définition des lectines

Les lectines sont définis comme étant des protéines d’origine non immunitaire
capable de se lier spécifiquement de facon réversible et non covalente a des glucides
complexes (Lis et Sharon, 1998). Elles ne montrent aucune activité enzymatique vis-
a-vis de leur ligand (Lis et Sharon, 1998). Elles sont aussi appelés agglutinines car
elles sont capables d’agglutiner les cellules (comme les érythrocytes) et les
glycoconjugués. Le nom de lectine vient du latin légere qui veut dire « sélectionner »
ou « choisir », un nom bien approprié pour cette classe de protéines (Boyd et
Sharpleigh, 1954). Les lectines sont des molécules ubiquitaires, car elles se
retrouvent dans toutes les classes d’organisme, chez les microorganismes chez les
plantes chez les insectes et les animaux. Elles sont habituellement formées de deux
(dimére) ou quatre (tétramere) sous unités identique (Hopkins et Evrard, 2003). Les
interactions sucre-lectine se produisent en général via des liaisons hydrogeéne, des

contacts hydrophobes ou par I’intermédiaire de cations (Kocourek et Horejsi, 1981).
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Figure 01 : représentation schématique d’exemple d’interaction lectines-
glucides (Sharon et Lis, 2004).
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2. Historique des lectines :

Vers la fin du 19eme siecle, les preuves ont commence a s'accumuler sur la présence
dans la nature des protéines possédant la capacité d’agglutiner les érythrocytes. Ces
protéines étaient appelées hémagglutinines ou phytoagglutinines, car elles se
trouvaient a I’origine dans des extraits de plantes. La premiére découverte d'une telle
hémagglutinine a été faite par Stillmark en 1888 qui décrivit dans sa thése de doctorat
que des extraits de graines de ricin (Ricinus communis) agglutinaient des érythrocytes
et a été nommé ricin (Sharon et Lis, 2004). D’autres substances d'origine végétale
possédant la méme activité sont découvertes apres. Par la suite, H. Hellin, a mis en
évidence la présence d'une autre hémagglutinine, I'abrine, dans des extraits de (Abrus
precatorius). C’est d’ailleurs par des recherches menées simultanément avec ses deux
lectines qu'Ehrlich établit certains des concepts fondamentaux de I'immunologie telle
que la spécificité de la réponse immunitaire, le phénoméne de la memoire
immunologique, et le transfert de I'immunité humorale d'une mére a sa progéniture.
En 1919, James B. Sumner de I'Université Cornell (Ithaca, New York), isola a partir
du (Canavalia ensiformis) la premiére hémagglutinine pure qu'il nomma
Concanavaline A (Sumner, 1919). Cependant, pres de deux décennies se sont
écoulées avant que Sumner et Howell ont rapporté que I'némagglutination par la
Concanavaline A était inhibée par le saccharose, démontrant pour la premiere fois la
spécificité glucidique des lectines (Sumner et Howell, 1936). L'étape importante dans
I'histoire des hémagglutinines est la découverte que certaines d’entre elles agglutinent
les globules rouges appartenant uniqguement a un groupe sanguin donné (systéme
A.B.O) sans affecter les cellules sanguines des autres groupes (Boyd et Sharpleigh,
1954). Cette découverte amene Boyd a remplacer le terme d’hémagglutinine par celui

de lectine.
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Figure 02 : historique de lectinology (Tsaneva et Van Damme, 2020)
3. La structure des lectines
Les lectines sont classés en trois grandes classes :
3.1Les lectines simples

Ces lectines sont formées de plusieurs monomeres (pas forcément identique), dont
la masse moléculaire ne dépasse pas 40KDa. Cette classe comprend pratiqguement
toutes les lectines végétales, les lectines bactériennes solubles et les galectines (une

famille de lectines animales spécifique pour le galactose) (Lenka, 2006).
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Figure 03 : Représentation graphique d’un monomére de Concanavaline A en

complexe avec le trimannoside (Lenka, 2006).

La proteine est représentée par un ruban rouge pour les hélices, un ruban jaune pour
les brins 3 et un fil pour les autres zones. Le sucre est représenté sous forme de baton

et les cations en boule (Lenka, 2006).

3.2 Les lectines en mosaiques
cette classe regroupe diverses lectines de différentes sources (animale, virus) il s’agit
de molécule complexe composés de plusieurs types de domaines ou modules, dont un

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

Figure 04 : 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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3.3 Les assemblages macromoléculaires

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

Figure 05 : Représentation schematique de différents fimbriale de la bactérie
d’Escherichia coli.

4. La spécificité et ’affinité des lectines

Les lectines reconnaissent de maniere spéecifique des mono et oligosaccharides.
L’affinité des lectines pour les monosaccharides est généralement assez faible en
comparaison avec leur affinité pour les oligosaccharides (Dam et Brewer, 2002). La
spécificité des lectines se definit par la concentration minimale des sucres nécessaire
pour inhiber I’agglutination ou la précipitation des cellules animales induit par ces
molécules (Robert, 2008). Les protéines spéecifique pour des monosaccharides sont
classifiés en cing groupes, selon le sucre pour lequel la lectine présente la plus forte
affinité : Mannose(Man), Galactose(Gal), N-acétylgalactosamine(GalNAc), le Fucose
(Fuc), I’Acide sialique(acide N-acétylneuraminique) (Lis et Sharon, 1998). Ces
monosaccharides et leurs dérivés sont ceux qui sont le plus souvent présents sur les
épitopes glycanique des surfaces cellulaires. La similarité structurale entre certains
monosaccharides est déterminante pour la spécificité des lectines : par exemple, la

plupart des lectines, qui reconnaissent le (Gal), se lient aussi au (GalNACc).
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Tableau 01 : la spécificité osidique de certaines plantes (Rudiger et Gabius,
2001).

Espéces Spécificité
Canavalia ensiformis Man/Glc
Ricinus communis Gal
Vicia cracca | Man/Glc
Phaseolus lunatus GalNac
Bauhinia purpurea GalNac
Vicia taba Man/Glc
Ulex europaeus | Fuc
Maclura pomifera GalNac
Arachis hypogaea Gal
Griffonia simplicifolia | Gal/GalNac

5. Les sites de liaisons des lectines

Le site de liaison d’une lectine est généralement constitue par un creux sur la
surface de la protéine, dont la forme ne varie pas beaucoup apres la liaison du ligand.
La lectine interagit avec le ligand par un réseau de liaisons hydrogenes et
d’interactions hydrophobes (Goldstein et Poretz, 1986). Les interactions de type salin
ne sont généralement pas impliquées dans les interactions lectine-sucre sauf pour des

glucides charges comme I’acide sialique (Pontet, 1996).
6. Les types de lectine

Comme les lectines sont produites par un large éventail d’organismes vivants, des

microbes aux mammiferes, elles peuvent étre regroupées en fonction de leur espece
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d’origines, comme les lectines algales, les lectines fongiques, les lectines

bactériennes, les lectines animales et les lectines végétales.

6.1Les lectines végétales

Possédent au moins un domaine non catalytique qui se lie de maniére réversible a un
mono ou oligosaccharide spécifiqgue (Damme et al., 1998 ; Van Damme, 2007). Elles
ont été les premiéres protéines a étre étudiées en raison de leur vaste distribution et de
facilite d’isolement Jusqu’a présent 500 lectines végétales différentes ont été isolées
et caractérisées (Van Damme et al., 1998). Ces lectines se trouvent principalement
dans les graines (Horejsi et Kocourek, 1978 ; Peuppkke, 1982 ; Young et al., 1982;
Tollefsen et Kornfeld, 1983), les racines (Gade et al., 1981 ; Kalsi et al., 1992), les
organes de stockage (Allen et Neuberger, 1973 ; Cammue et al ., 1986) ou les
feuilles (Cammue et al., 1985 ; Suzuki et al ., 1979 ; Yanagi et al., 1990). Elles
peuvent aider a reconnaitre les glycoconjugués a la surface des cellules, a séparer et a
analyser la structure des glycoprotéines et des oligosaccharides. En outre, ces lectines
sont d’une grande importance dans I’interaction hote-pathogene, le développement, la
signalisation cellulaire et la communication cellule-cellule (Sharon et Lis, 2004).
Elles protegent en outre les plantes contre les micro-organismes phytopathogenes

nuisibles, les insectes et les animaux prédateurs (Bohlool et Schmidt, 1974).

7. La classification des lectines
7.1Chez les animaux

> Les lectines extracellulaires

> Les lectines intracellulaires
7.2 Chez les vegétaux

7.2.1 Les mérolectines

Les lectines ayant un seul domaine de liaison aux hydrates de carbone sont
caractérisées comme des mérolectines. Par exemple, la petite protéine de liaison a la
chitine du latex de 1’hévéa (Hevea brasiliensis) est une mérolectines. L’hévéine est le

seul domaine de liaison aux glucides de cette protéine (Van Parijs et al, 1991). Les
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merolectines sont incapable de précipiter les glycoconjugués ou d’agglutiner les

cellules car elles sont monovalentes (Peumans et Van Damme, 1995).

7.2.2 Les hololectines

Les hololectines possédent au moins deux domaines de liaison aux glucides
identiques et similaires. Comme les hololectines sont divalentes et multivalentes par
nature, elles provoquent I’agglutination des cellules et la précipitation des

glycoconjugués.

7.2.3 Les superlectines

Les superlectines constituent une classe distincte des hololectines et sont également
considérées un groupe spécial de chimérolectines. Elles possédent deux domaines de
liaison aux hydrates de carbone non identiques qui reconnaissent des sucres
structurellement différents. Par exemple, la lectine du bulbe de tulipe TXLCI, qui
contient deux domaines de liaison aux hydrates de carbone dissemblables, se lie

spécifiqguement aux residus de sucre mannose et GaINAc (Van Damme et al., 1997).

7.2.4 Les chimérolectines

Les chimérolectines ne contiennent pas de domaines glucidique en tant que tels,
mais sont des protéines "chimérique” contenant un domaine de liaison aux glucides
qui marqué par un autre domaine ayant une activité enzymatique. Le domaine
enzymatique fonctionne indépendamment du domaine de liaison des glucides. En
fonction du nombre de site de liaison aux sucres présents, les chimérolectines peuvent
agir comme des mérolectines ou des hololectines. Par exemple, comme les protéines
d’inactivation du ribosome (RIP) de type 2 sont multivalentes, elles agglutinent
facilement les cellules, alors que les chitinases végétales de classe 1, qui sont

monovalentes, n’ont pas cette activité (Barbieri et al., 1993 ; Collinge et al., 1993).
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Figure 06 : Représentation schématique des types de lectines vegeétales.
(Peumans et Van Damme, 1995).

8. Les fonctions des lectines

Comme les lectines possedent la capacité de se lier a des glucides specifique elles
ont été utilisées dans de nombreux domaines biologiques qui font appel a I’interaction
proteine-glucide. Certains des principales contrebutions des lectines sont décrite ci-

dessous.

L’activité anti insectes des lectines
L’activité anticancéreuse des lectines
L’activité antidiabétique des lectines
L’activité antimicrobienne des lectines
L’Activité antifongique des lectines
L’activité antivirale des lectines

L’Activité antiparasitaire des lectines

YV V.V VYV V V VYV VY

L’Activité antibactérienne des lectines végétales
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> L’activité immunomodulatrice des lectines

L'activité immunomodulatrice des lectines végétales dans diverses cellules
immunitaires a été bien documentée dans la littérature qui suggeére clairement que
beaucoup de ces lectines ont la capacité d'ameliorer l'activité phagocytaire des cellules
immunitaires vis-a-vis de leur production de cytokines en réponse a une infection
bactérienne (da Silva et al., 2015). Le Con A est I'une des lectines végétales les plus
étudiées avec des propriétés immunomodulatrices majeures (Agrawal et Goldstein,
1968). Son traitement dans des macrophages murins a montré qu'il augmentait
I'expression de divers récepteurs a péage (TLR) (Da Silva et Correia, 2014 ; Sodhi et
al., 2007) par la voie de signalisation JNK, p38 et NF-kB-dépendante. En outre, ces
macrophages traités ont également sécrété differentes cytokines pro-inflammatoires et
de l'oxyde nitrique (NO) dans la voie mediee par les TLR qui a aboli la survie de
I'agent pathogéne infectieux (Sodhi et al., 2007 ; Kesherwani et Sodhi, 2007). Les
TLR sont un récepteur majeur du systéme immunitaire inné et, en reconnaissant les
PAMPs de différentes bactéries, ils activent la réponse immunitaire contre elles
(Sodhi et al., 2007). Ainsi, l'induction des TLR par la lectine est trés utile pour
éliminer l'infection. Un autre groupe a rapporté I'effet du ConA sur la pneumonie a
Klebsiella chez les souris. Le prétraitement avec une dose unique de ConA a
augmenté la survie des souris de 55% tandis que le traitement avec des doses
consécutives a augmenté la survie de 83%. De plus, il a été observé que l'adversité de
la nécrose du foie était tres faible chez les souris traitées par ConA par rapport aux
souris non traitées. L'administration de ConA a également entrainé une inhibition de
la nécrose hépatique, une diminution de I'alanine aminotransférase et de l'aspartate
aminotransférase dans le sang et le foie des souris infectées respectivement (Kuo et
al., 2007). Cela indique que le ConA doit renforcer I'immunité de I'hdte qui augmente

sa capacité a lutter contre l'agent pathogene.

Tableau 02 : principales application des lectines (Sharon et Lis, 2004).

Identification et séparation des cellules

Détection, isolement et étude structurale des glycoprotéines
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Etudes des glucides sur les cellules et les organites subcellulaires

Cartographie des voies neuronales

Stimulation mitogene des lymphocytes

Purge de la moelle osseuse pour la transplantation

Sélection des mutants résistants a la lectines

Etudes de la biosynthése des glycoprotéines
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Narcissus tazetta L

1. Généralité

Narcissus tazetta est une plante vivace rustique a floraison printaniére. C’est
I’espéce la plus répandue de ce genre. Elle occupe une aire géographique assez vaste,
s’étendant de part et d’autre de la méditerranée, en allant des régions littorales du
Portugal jusqu’a la péninsule ibérique et la Grece, et de I’Afrique du nord jusqu’en
Syrie et en Asie mineure (Fernandes, 1951). Son nom Narcissus donné par Linné en
1953 est dérivé du grec « narkissos » venant de « narkao » qui signifie enivrer,
assoupie, assoupissement en référence a son parfum qui monte a la téte et son nom
spécifique Tazetta un mot d’origine italienne implique petite tasse qui indique leur

petites couronnes jaunes formée comme une tasse placées au centre de la fleur.

Figure 07 : la plante de Narcissus tazetta (Boukhenane, 2013).

2. Noms commun

Egalement nommé «narcisse a bouquet» car chaque plante seule correspond presque
a un bouquet. Narcisse de constantipole, narcisse de chypre, hermione.
Arabe : nargis ; Anglais : bunchflower daffodil, bunchflower narcissi, tazettadaffodil,

polyanthus narcissus ; Portugais : narciso ; Suédois : tazett.

3. Classification scientifique
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Regne Plantae
Sous-regne Viridaeplantae
Infra-regne Streptophyta
Classe Equisetopsida ¢
Sous-classe Tracheophyta
Super ordre Lilianae

ordre Aspargales
famille Amaryllidaceae
Sous famille Amaryllidoideae
tribu Narcisseae
genre Narcissus L
Espece Narcissus tazetta L

4. Description botanique
Narcissus est un genre de la famille des Amaryllidaceae comprend environ 80
especes réparties en 12 sections (Mathew, 2002) qui est bien connu en horticulture
pour ses plantes ornementales et en médecine pour son contenu en métabolites

secondaires biologiquement actifs appelés alcaloide (Bastida et al., 2011).

Selon Maire (1959), N. tazetta est une plante herbacée verte ou plus ou moins
glauque, glabre a bulbe ovoide ou subglobuleux (2,5 a 7 cm de diameétre).
-Hauteur de 20a 80 cm.
-Tige arrondie ou aplatie, sillonnée en long

-Fleurs blanches et jaunes a pédoncules allongés, groupées par 2 a 12 au sommet de
la tige.
-Les feuilles sont au nombre de 3 a 6, vertes, linéaires, plus longues ou plus courtes
que la tige, large de 3 a 18 mm, plates ou en gouttiere en dessus, obtuse a I’extrémité,
lisses, atteignant 80 cm.
-Le périanthe est ordinairement tres odorant, blanc ou jaune, ou bicolore et le tube est

cylindrique, souvent verdatre, pouvant atteindre 2 cm de longueur.

-La fleur compte 6 étamines, inégales, a filets tres courts, filiformes, les 3 inférieures

sont incluses dans le tube et les 3 supérieures insérées sur la gorge de celui-ci.
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Figure 08 : Vue latérale d'une fleur sectionnée de Narcissus tazetta a long style, avec
une explication des mesures utilisées. (A) diametre de la fleur ; (B) longueur des
tépales externes ;(C) profondeur de la couronne ; (D) diametre de la couronne ; (E)
longueur du tube floral (Arroyo et Dafni, 1994).

5. Les propriétés médicinales de narcissus tazetta L
Le Nargis est une célebre plante ayant diverses propriétés médicinale :

v’ traitement des endommages cutané résultant d'affections telles que I'acné
vulgaire, la dermatite atopique, l'alopécie, lI'eczéma, etc. (Akram et al., 2012).

v" Une huile essentielle extraite a partir des fleurs était utilisée en parfumerie
(Hill, 1952).

v’ Elle était prescrite pour I'épilepsie, I'nystérie et d'autres troubles spasmodiques
(Chopra et Nayar, 1986).

v' La racine était utilisée pour soulager les maux de téte (Duke et Ayensu,
1985).

v Tlinfusion des parties aériennes et des fleurs est utilisée comme anticancéreux,
anti-inflammatoire et sédative (Talib et Mahasneh, 2018).

v’ Les bulbes de N.tazzeta ont été employés dans le traitement du cancer du sein
(Tomoda et al., 1980).
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Les groupes sanguins

1. Historique

Le systeme de groupe sanguin ABO a été découvert par le scientifique autrichien, Karl
Landsteiner qui a trouvé trois groupes sanguins différents (A, B et O) en 1900 a partir de
différences sérologiques dans le sang, appelée la loi de Land-Steiner (Landsteiner K, 1900).
En1902, DesCasterllo et Sturli ont découvre un quatrieme groupe (AB) (Von DesCasterllo A,
Sturli A, 1902). Le groupe sanguin ABO se compose de quatre antigénes (A, B, O et AB)
(Lewis M et al., 1990 ; Daniels GL et al., 2004). En 1924, Félix Bernstein a prédit, grace a
des ¢tudes familiales approfondies, que le mécanisme d’hérédité impliquait trois alléles au

niveau du locus ABO (Bernstein F, 1924).

2. Le systeme ABO

Le systeme de groupe sanguin ABO se définit a la fois par la présence d’antigene sur les
hématies et par la présence d’anticorps naturels réguliers dans le plasma. La présence sur les
globules rouges d’un antigéne exclut la présence dans le plasma de I’anticorps qui lui
correspond, exemple : si, dans le sang d’un individu, les hématies sont porteuses de I’antigéne
A, le plasma ne peut pas posséder d’anticorps anti A. sinon la réaction antigéne-anticorps
provoguerait une agglutination (Rame et Naccache, 2001). Les antigénes A et B détectes par
des anticorps spécifiques définissent quatre groupes sanguins principaux : A,B,AB,O
(Ramata, 2010).

% groupe O (antigéne A et antigéne B absents et anticorps anti A et anti B présents):
43% de la population francaise.

% groupe B (antigene B présent et anticorps anti A présent) :11% de la population
francaise.

% groupe A (antigéne A présent et anticorps anti B présent) :42% de la population
francaise.

% groupe AB (antigene A et antigéne B présents et absence d’anticorps): 4% de la

population francaise (Béziat et al., 1996).

3. Le facteur rhésus

Le facteur R est I’'un des plus importants systémes de groupes sanguins apres le systeme

ABO, L’antigeéne Rh est la partie du systéme Hh qui est présente sur la surface des hématies,
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dont les personnes ont le sang avec cet antigene sont dites Rh+, tandis que les autres sont Rh-
(Boucher, 2008).

4. Structure des antigenes de groupes sanguins du systeme ABO

Les antigénes du systéme ABO proviennent d’une famille des glycolipides présents a la
surface des globules rouges. Leur structure de base est constituée de lipide céramide auquel
est attaché un oligosaccharide composé d’un glucose(Glu), d’un galactose(Gal),d’une N-
acétylgalactosamine(GalNac),dun galactose(Gal) et d’une fucose(Fuc). Les sujets du groupe
O ne produisent que ce glycolipide. Les sujets du groupe A ont un enzyme qui ajoute une
molécule de N-acétyl-galactosamine & la chaine oligosaccharidique pour former ’antigéne A,
alors que les sujets du groupe B ont une enzyme qui ajoute une molécule de galactose pour
former I’antigéne B. Les globules rouges des sujets du groupe AB expriment en plus la
structure de base dépourvue des glucides terminaux, ce qui explique pourquoi des

alloanticorps ne sont pas produits contre le groupe O (Parham, 2000).

Antigéne O ‘ [ Antigene A : Antigéne B

GalNAC Gal

| I

{ Fue — Gal ) Fuc —{ Gal Fue — Gal
o = ‘ I | |
GalNAS GalNAc GalkAc ‘

| | |
Gal » Gal Gal |

=j= | |

G ) Gu > Glu

| l l l
I eramoe ,eramdo Ceramuoe
—_C N Ry p== Dy

Figure 09: La structure des antigénes de groupes sanguins du systeme ABO (Parham, 2000)

Dans le sérum on trouve toujours I’anticorps correspondant aux antigénes ou a I’antigéne
Absent des globules rouges. Ainsi les sujet du groupes A ont toujours un anti-B, les sujets du
groupe B ont toujours un anti-A, les sujet de groupe AB n’ont pas d’anticorps et les sujets

de groupe O ont les deux anticorps anti-A et anti-B (Gregory, 2005).
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I. Matériels et méthodes des tests phytochimiques
1. Matériel végétale

Le matériel d’étude est constitué d’une seule plante : Narcissus tazetta ; ’espéce a été

collectée pendant la période de floraison de la fleur au mois de mars a Constantine.

Figure 10 : représente le matériel végétal de Narcissus tazetta (fleurs).

2. Les méthodes
2.1 La préparation de la plante

Les fleurs de la plante ont été séchées pendant 7 jours a température ambiante, ensuite
elles ont été broyées dans un mortier jusqu'a l'obtention d'une poudre qui a été par la suite

conservé dans un emballage fermé.

Figure 11 : poudre de la plante Narcissus tazetta.
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2.2 L’extraction des plantes

Cette opération est réalisée afin de récupérer des substances hydrosolubles a partir de la

poudre de plante a I’aide d’une solution tampon PBS.

s La technique d’extraction

Nous avons mélangé 50 ml du tampon (0,1 M pH 7,3) (Annexe 01) avec 10 g de poudre
des Plantes, I’ensemble est agité, et laiss€¢ pendant 24 h, apres la centrifugation de cette
Suspension a 6000 tr /min pendant 15 min, le surnageant a été récupéré et conservée pour
la réalisation des tests. Ce surnageant formé, représente I’extrait brut.

2.3 Le test d’hémagglutination

Ces tests sont realisés a différents stades du processus de la purification des lectines. La
mesure d’activité hémagglutinante est le test d’interaction le plus largement utilisé pour la
détection des lectines et leur caractérisation (Goldstein 1980 ; Rudiger 1993). Ce test
repose sur lI'observation de I’agglutination (ou agrégation) des érythrocytes par les lectines
visible a I’ceil nu. En cas d’un résultat positif, les hématies forment un tapis qui couvre le
fond du puits de la plague de microtitration. Contrairement a un résultat négatif, les
érythrocytes précipitent au fond du puits, et un point rouge peut étre observé. Le test a été
effectué pour affirmer la présence des lectines dans les extraits des treize plantes

médicinales ensuite une seule plante a été sélectionnée pour la suite de notre travail.

» Latechnique d’hémagglutination
Dans chaque puits d’une microplaque, 50 pl d’extrait brute de notre plantes ont été
déposés en ajoutant 50 pl de suspension d’hématies du lapin fixé a 4 %. Aprés 45 min on
observe I’agglutination a 1I’ceil nu.
2.4 Le test de limite d’hémagglutination
D’abord, 50 pl de tampon PBS sont placés dans chaque puits de la microplaque, suivis
de 50 pl d’extrait brute ajouté au premier puits uniquement et une double dilution en série
est réalisée dans les puits suivants. Ensuite un volume de 50 pl des hématies du lapin sont
ajoutés a chaque puits. La lecture d’activité hémagglutinante est effectuée apres 45 min

d’incubation a une température ambiante (25° C).
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2.5 L’effet de la température sur I’hémagglutination

L'effet de la température sur l'activité hémagglutinante est déterminé en incubant quatre
tubes a essai contenant chacun 200 ul de I’extrait brut a différentes températures (40, 60,
80, et 100° C) dans un bain marie pendant 30 min. Les échantillons sont ensuite refroidis
a la température ambiante pour faire le test.

2.6 L’effet du pH sur I’hémagglutination
Pour tester I’effet du pH, une petite quantité de poudre de notre plante a été mis tout en
12 tubes a essai en ajoutant un petit volume de tampon phosphate a différent valeurs de
pH en allant de 1 a 12 et incubés pendant 24 h a 4 °C, le test d’hémagglutination a été

effectuée sur le surnageant.
2.7 Le test d’inhibition d’hémagglutination par les glucides

Ce test sert a demontré la capacité des lectines a se lier a différents sucres. Dans chaque
puits d’une microplaque 25 ul de I’extrait a été¢ déposé en ajoutant 25 pl de solution de
saccharides ou de glycoprotéine (0,1g/1ml de NaCl 0,9%) (Annexe 02). 12 sucres sont
utilisés pour ce test :(Maltose, arabinose, glucose, galactose, mannose, glucosamine HCL,
fructose, xylitol, saccharose, D-sorbitol, BSA, manitol). Le mélange a été laissé reposer
pendant 30 minutes a température ambiante puis mélangé avec 50 ul d'une suspension

d'érythrocytes du lapin fixé a 4%. Apres 45 min la lecture a été faite a 1’ceil nu.

2.8 Le test d’agglutination sur les hématies humaines ABO

» Préparation de la suspension d’hématies a 4%

Dans chaque tube hépariné 4 ml de sang ABO sont collectés pour chaque adulte. Le sang
collecté est centrifugé a 3000xg pendant 10 min a température ambiante.aprés trois lavage
avec le NaCl 0.9% on ajoute 48 ml de NaCl 9%.

» Test d’activité agglutinante

Dans un puits d’une microplaque, 50 pl des hématies de chaque groupe ont été ajouté a
50 ul d’extrait de plante. Aprés 1 heure d’incubation, la lecture a été faite a ’ceil nu. Les
hématies des groupes sanguins humains sont collectées pour tester la spécificité des

lectines de I’extrait au groupe sanguin ABO.
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2.9 L’extraction des lectines par chromatographie sur colonne de

séphadex G 150

4 g de Séphadex G150 a été mis en suspension dans 100 ml de tampon phosphate (0,1
M, PH : 7,3). Le mélange a ensuite été incubé pendant 48 h a température ambiante. Puis
il a été coulé dans une colonne. Le surnagent d’extrait brut a été récupéré puis versé
lentement dans la colonne Séphadex G150 et équilibrée avec un tampon phosphate (0,1
M, pH 7,3), avec lequel elle a été recueillie par élution dans des tubes secs (5ml/tube).
L’extrait récupéré a été testé sur les hématies du lapin pour s’assurer de la présence de
I’activité hémagglutinante de notre extrait. Les extraits issus de la chromatographie sur
colonne sont placés dans le spectrophotométre a UV afin de mesurer 1’absorbance a
longueur d’onde 280 nm, qui a été utilisee pour estimer la teneur en protéines dans les
¢luat de la colonne et tracer la courbe d’absorbance en fonction des tubes. La fraction
active obtenue apres la chromatographie sur colonne de séphadex G150 est lyophilisé

ensuite conservé pour mettre en évidence son activité immunomodulatrice in vivo.

I Matériels et méthodes des tests biologiques

1. Test d’activité immunomodulatrice des lectines in vivo

L’étude de I’activité immunomodulatrice de nos lectines a été effectuée sur des souris
males ayant un poids entre 27 et 37 g provenant de I’animalerie de I'université de
Constantine 1. Les animaux ont été logés dans des conditions normales de laboratoire a
température ambiante (25 °C), avec un régime alimentaire standard et un libre accés a

I'eau.

1.1 Le traitement des souris

Les souris sont réparties en 2 lots différents et un lot témoin chacun des lots comprenant
3 individus. Dans un premier lieu les 6 souris des deux lots ont été injectées (injection
intraveineuse) par 1’extrait de lectine lyophilisé dissout dans 0,9% NaCl, selon les doses
suivants : 30mg/kg, 100mg/kg. Le troisieme lot : témoin, ne recoit que 0.5ml d’NaCl. Les
différentes doses injectées aux souris sont calculés selon le poids corporel de chaque
souris. Aprés 48h de la premiére injection, les souris recoivent une autre injection
intraveineuse contenant une solution aqueuse d’encre de chine (3ml d’encre de chine, 4ml

d’NaCl a 0.9% et 4ml de gélatine a 3%) a une dose de 0.1ml/10g du poids de la souris.
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1.2 Prelevement sanguin
Deux prélévements sanguins par voie oculaire aprés 5 et 15min de I’injection sont
réalisés a 1’aide des tubes capillaires. Puis le sang prélevé (30 pl) est collecté dans des
tubes secs contenant 4ml de solution du bicarbonate de sodium a 0.1% dans chaque tube.
L’absorbance des différents tubes sera mesurée immédiatement au spectrophotométre a
une longueur d’onde de 675nm.
1.3 Activité phagocytaire
L'activité phagocytaire est exprimée par l'indice phagocytaire K qui mesure toutes les
fonctions de I’ensemble des cellules du systeme réticulo-endothélial en contact avec le
sang en présence d’un corps étranger (Encre de chine), et par I'indice phagocytaire (corrigé o)
qui exprime cette activité par unité de poids des organes actifs: foie et rate. Le taux de
clairance est exprimé par la période de demi-vie des particules de carbone dans le sang

(t1/2, min). Ces paramétres sont calculés d’aprés les formules de (Biozzi et al., 1953).

InOD1-1n0D2 0.693 3 -les poids corporel du I’animal
={ ), t =2 o=k ==L P

(t2—t1) k poids (le foie+larate)

ODL1 et OD2 sont les densités optiques mesurées a partir des fractions sanguines apres 5 et

15min.

1.4 Analyse statistique

Les résultats de I’activité phagocytaire et le taux de clearance du carbone sont représentés

sous forme de moyennes et écart-types.
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9 souris apres
/ L’adaptation \

Lot 01: Lot 02 :

N (30mg/kg)

N (100mg/kg)

Injection par lyophilisat de lectines selon deux
doses : 30 mg/kg et 100 mg/kg

A

Aprés 48 h de traitement J

A 4

Injection d’une solution aqueuse d’encre de Chine
(0.1ml/10mg)

\ 4
4 )

Prélévement sanguin apres 5 et 15 min et Mesure
de 1’absorbance au spectrophotomeétre

A 4

Pesé des organes (le foie et la rate)

N y
Dosage de I’activité L’index phagocytaire
phagocytaire corrigé o

Figure 12 : schéma récapitulatif présentant les différentes étapes de test de I’activité

immunomodulatrice in vivo.
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Résultats et Discussion

1. Le test d’hémagglutination
Les résultats de test d’agglutination sont présentés dans le tableau au-dessous.

Tableau 03 : ’agglutination des hématies du lapin avec I’extrait de Narcissus tazetta.

Plante Test d’agglutination

Narcissus tazetta ++

++ : Forte agglutination.

L’extrait de Narcissus tazetta montre une forte agglutination vis-a-vis les hématies

du lapin ce qui prouve que notre plante contient des lectines.

{

¢, W

Figure 13 : Agglutination des lectines extraites de Narcissus tazetta avec une
suspension des hématies du lapin.

2. Le test de limite d’hémagglutination

L’activité de la limite d’hémagglutination est exprimée en fonction du rapport de
dilution pour lequel on observe une hémagglutination. Les résultats sont été présentés
dans le (tableau04)

Tableau 04 : Activité de la limite d’hémagglutination de Narcissus tazetta.

Dilution
1/2 | 1/4 | 1/8 | 1/16 | 1/32 | 1/64 | 1/128 | 1/256 | 1/512 | 1/1024 | 1/2048
Extrait
Narcissus
tazetta | 44 | 44 | +4 | ++ | + + + - - -
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+++ : Tres forte agglutination  /  ++: Forte agglutination

+ : Faible agglutination [ -:Absence d’agglutination

Figure 14 : Test de limite d’hémagglutination de Narcissus tazetta.

L’activité agglutinante de I’extrait montre une forte agglutination au niveau du
premier puits jusqu’a le quatriéme puits alors qu’elle diminue au niveau des puits

suivants et disparaitre complétement au dernier puits.
3. L’effet de la température sur I’hémagglutination

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 05 : Effet de la température sur I’activité hémagglutinante de ’extrait de
Narcissus tazetta.

Température
40°C 60°C 80°C 100°C
Extrait
Narcissus tazetta + ++ + -
Reésultats

+++ : Tres forte agglutination  /  ++ : Forte agglutination
+ : Faible agglutination / - : Absence d’agglutination

L’extrait brut de Narcissus tazetta a été soumise a différente température (40°, 60°,
80° ,100°C) pendant 30min. On observe que l’activit¢ hémagglutinante de I’extrait
reste maximale entre 40 et 60°C. Au dela de cette température I’activité diminue
considérablement, jusqu’a disparaitre a une température de 100°C. Donc cette lectine

présente une forte résistance a haute température, (thermoreésistante).
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4. L’effet du pH sur I’hémagglutination

Tableau 06 : I’effet du PH sur I’activité hémagglutinante de 1’extrait de Narcissus
tazetta.

PH

1 12 (3 |4 |5 (6 |7 |8 |9 |10 |11 |12
extrait
Narcissus +H+ [+ [+ [+ |+ [+ [+ |- - - - +
tazetta

L’activité agglutinante de 1’extrait de Narcissus tazetta a été remarquablement stable
dans un pH 1 a 2 alors qu’elle est diminuée par la suite dans un intervalle de pH de [3
a 7] et 12 avec une perte d’activit¢é toute au long de [8 a 11]. L’activité
hémagglutinante diminue avec 1’augmentation de pH vers base, en effet notre plante

présente une forte activité dans les milieux acides (Acidophile).

- PH 1
; - |
L ] 3
10 - 4
- 5
11 “r 6
o 7
12 ® 8

Figure 15 : Effet du pH sur I’activité hémagglutinante de Narcissus tazetta.

5. Le test d’inhibition d’hémagglutination par les glucides

Pour déterminer la spécificité de notre extrait vers une structure glucidique
particuliere, on a réalisé un test d’inhibition de I’agglutination par des saccharides

(voir tableau 07).
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Tableau 07 : Inhibition de I’activité hémagglutinante de la lectine extraite de

Narcissus tazetta par les glucides.

Sucre 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Maltose | Arabinose | glucose | galactose | mannose | Glu | fructose | xylitol | saccharose D- BSA | manitol
HCL sorbitol
Extrait
Narcissus - - + - - - - - - - - +
tazetta

+ : inhibition de I’activité hémagglutinante
- : pas d’inhibition

Les résultats observés a partir de ce test montrent que notre lectine provoque une
hémagglutination des érythrocytes du lapin en présence de tous les sucres donc elle
n’a aucune spécificité envers tous ces saccharides. Sauf le cas du glucose et du
manitol, qui a été inhibé par ces deux derniers et cette inhibition due a I’occupation du
site de reconnaissance par ces deux sucres. Par conséquence notre lectine a une

spécificité envers essentiellement le glucose et le manitol qui s’est li¢ sur son site actif

et qui I’a empéché de provoquer une hémagglutination des érythrocytes.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figure 16 : Test d’inhibition de ’hémagglutinante de la lectine extraite de Narcissus

tazetta par les glucides.

6. Le test d’agglutination sur les hématies humaines ABO

Tableau 08 : Test d’agglutination de 1’extrait brut de Narcissus tazetta par les

hématies humaines ABO.
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Groupe
: A B AB @]
extrait

Narcissus +++ ++ ++ +++
tazetta

Résultats

Les résultats indiquent que la lectine de Narcissus tazetta a donné une tres forte
agglutination avec toutes les hématies de systeme ABO. Nous pouvons alors classer
cette lectine dans la catégorie des lectine agglutinent les érythrocytes de tous les
groupes sanguins humains qui sont généralement désignées comme non spécifique.

7. L’extraction des lectines par chromatographie sur colonne de
sephadex G 150

1.2

A
\
\
\

Figure 17 : Courbe d’Absorbance de I’extrait de Narcissus tazetta apres leur passage
a travers la colonne de séphadex G150.Les valeurs d’Absorbance a 280 nm se trouve
dans des tubes de 1 a 27.
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La filtration de L’extrait de la plante sur colonne de séphadex 150 et la lecture a
280 nm a montré un seul pic dans la courbe. Afin de confirmer la présence de lectine
au niveau du ces tubes du I’extrait, un test d’hémagglutinine a été effectué¢ avec les
hématies de lapin. Les résultats obtenus par la suite ont réellement confirmé la
présence des lectines.

8. Activité immunomodulatrice de la lectines de Narcissus tazetta
in vivo

Dans ce travail nous avons étudié I’effet immunomodulateur d’un extrait des

lectines obtenu & partir de Narcissus tazetta, en évaluant I’activité phagocytaire in

vivo sur des souris.

8.1 L’effet d’extrait de Narcissus tazetta sur I’activité phagocytaire

0.08
0.07
0.06
0.05
0.04
0.03
0.02
0.01

Activité phagocvtaire K

Contro NcL 30 mg NcL 100 mg
Indice phagocytaire K

Figure 18: I’effet de Narcissus tazetta sur I’activité phagocytaire.

Les résultats affiches dans la figure 18 montrent qu’il y’a une différence dans les
valeurs de I’indice phagocytaire (k) chez les deux groupes des souris traité au
lyophilisat de lectines a des concentrations de 30mg et 100mg en comparaison avec le
lot témoin. Ces résultats permettent d’évaluer 1’action des phagocytes contre des

particules d’encre de Chine injectée aux souris. Cette activité exprimée par I’index
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phagocytaire (K) est déterminée par la mesure des particules de carbone en circulation
dans le sang, dans un intervalle de temps précis. En effet le traitement par I’extrait de

Narcissus tazetta peut augmenter I’activité phagocytaire

8.2 L’effet d’extrait de Narcissus tazetta sur I’index phagocytaire corrigé

8

7

o

(S, ]

N W N

Index phagocytaire

—_

o

Control NcL 30 mg NcL 100 mg

Figure 19 : ’effet de Narcissus tazetta sur I’index phagocytaire corrigé.

La courbe montre que I’'index phagocytaire corrigé est plus élevé chez les groupes
traités par rapport au groupe témoin on observe aussi que I’indice corrigé dépend de
dose d’extrait de Narcissus tazetta injectée (plus la dose augmente plus I’index
corrigé augmente). L’augmentation du L’index phagocytaire corrigé exprimée par le
poids des organes actifs (foie et rate) indique la stimulation de I’ensemble du systéme
réticulo-endothélial. Ces résultats montrent la relation entre certains organes tels que

le foie et la rate avec I’activité phagocytaire.
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Conclusion et Perspectives

Les lectines font a l'heure actuelle 1’0bjet de travaux dans plusieurs domaines
biologiques et médical. Le premier est la recherche et I’étude de la constitution et de
la spécificité de nouvelles lectines. La seconde porte sur le réle que peuvent joué ces
molécules dans I'organisme producteur. Le nombre de travaux publiés sur les lectines
a vu une grande croissance principalement grace a ’abondance des lectines dans tous

les organismes vivants.

Dans la présente étude nous-mémes avons mis en évidence leur intervention dans
des phénomenes tels que la stimulation du systeme immunitaire en testant ’activité

phagocytaire liés aux lectines contenues dans I’extrait de Narcissus tazetta.

Dans un premier temps nous avons soumis 1’extrait a un test d’hémagglutination les
résultats obtenus indiquent que I’extrait contiennent effectivement des substances a
activité agglutinante sur les hématies.

%+ Pour déterminer la spécificité de notre extrait vers une structure glucidique
particuliére, on a réalisé un test d’inhibition Les lectines contenues dans
I’extrait de Narcissus tazetta montrent une forte affinité pour le glucose et
le manitol.

% Ces lectines se caractérisent également par leur résistance a des
températures tres élevées jusqu’a 80°C (thermorésistants).

% Nos résultats indiquent que les lectines de Narcissus tazetta restent actives
méme a des pH tres acides.

% L’extrait de Narcissus tazetta agglutine tous les types de groupes sanguins
donc il ne montre aucune spécificité pour les hématies des groupes
sanguins du systeme ABO.

¢ Dans le but d’améliorer 1’activité hémagglutinante des extraits, nous avons
procéde a leur purification par la chromatographie sur colonne de séphadex
G 150 .En effet, les extraits obtenus a la chromatographie sur colonne ont
eu une activité supérieure a celle des extraits initiaux.

% L’extrait soumis a un test d’activit¢ immunomodulatrice in vivo. Les
résultats montrent un effet positif de I’extrait de Narcissus tazetta sur

’activité phagocytaire.
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Annexe 01 : Préparation du Tampon.

» Préparation de la solution tampon phosphate di-sodique PBS
(0,AM ; pH 7,3) Pour 1 litre.

NaCl 8¢
Na2HPo4 144 g
KH2Po4 0.24¢g

KCL 0.201¢g

Eau distillé 1L

Annexe 02 : Préparation des monosaccharides et glycoprotéines.

0.1g 1ml

» Préparation du NaCl 0.9 M
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