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Résumé :

Notre étude portait sur I’extraction de lectine a partir de plante de Genévrier (Juniperus) a

éte faite par broyage et macération dans une solution tampon PBS (annexe 1) .

Leur présence dans le plante a été effectué par le test d’hémagglutnation .L’activité
hémagglutinante de Juniperus a été 1:9 (512),Le traitement thermique des lectines de
Juniperus de 40 jusqu’a 100n’a pas été suffisant pour leur inactivation donc est

thermorésistanant , pour le test du pH reste stable de 4 jusque 10 .

Les lectines de Juniperus ont été specifiquement inhibé par des saccharide :
Fructose ,Mannose , et pour le systtme ABO les lectines agglutine 1’hématic de groupe
A,B ,0 donc est spécifique avec ces groupe .

Mots clés : Lectines, Extraction , Hémmagglutination , Sucres , Saccharide , Inhibition ,
Systéme ABO .



Abstract :

In recent years, many researchers have been really interested in the biologically active
compounds isolated from plant extracts, which are like real chemical factories from which we

must take maximum advantage.

Our study focused on the extraction of lectinc from Juniper plant (Juniperus phoenicca) was

made by grinding and maceration in a PBS buffer solution (Appendix 1)

Their presence in the plant was determined by the hemagglutination test The
hemagglutinating activity of Juniperus phoenicea was 1:9 (512) Heat treatment of Juniperus
lectins from 40 to 100 was not sufficient for their inactivation is therefore heat-resistant, for
the pH test remains stable from 4 to 10.

Juniperus phoenicea lectins were specifically inhibited by Fructose saccharides. Mannoss,
and for the ABO system the lectins agglutinate the red blood cells of group A, B, O therefore

is specific with these groups.

Keywords: Lectins, Extraction, Haemagglutination, Sugars, Saccharide, Inhibition, ABO

systems.
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Introduction :

Les lectines constituent un groupe de protéines ou de glycoprotéines d'origine
nonimmunitaire, qui se lient de facon réversible aux hydrates de carbone et le plus souvent
agglutinent les cellules ou précipitent les polysaccharides et des glycoconjugués. (Goldstein et
al.,1980).Les lectines ont été redéfinies par Peumans & Van Damme (1995)en tant que
protéines possédant au moins un domaine non catalytique, qui se lie de fagon réversible a un
mono ou oligosaccharide spécifique. Toute fois, selon Cummings (1997), des protéines a
activité enzymatique liés a des hydrates de carbone ne peuvent étre considérés comme des
lectines. En conséquence de leurs propriétés chimiques, ils sont devenus un outil dans plusieurs
domaines de la recherche biologique (immunologie, biologie cellulaire, structure de la
membrane, recherche sur le cancer et le génie genétique). Les lectines sont présentent dans un
large éventail d'organismes de la bactérie aux animaux, étant présentes dans toutes les classes
et les familles, mais pas dans tous les genres et espéces (Lis et Sharon, 1994).Beaucoup de
plantes a fleurs de groupes taxonomiques divers s’accumulent de grandes quantités de ce qu'on
appelle VSP (végétatif stockage protéines) dans divers organes de stockage vegétatif. Ces VSP
jouent un role primordial dans lI'accumulation d'azote, le stockage et la distribution dans les
plantes bisannuelles et vivaces, et en conséquence, on pense a contribuer a la survie de la plante
dans son environnement naturel (Staswick, 1994). En outre, certains VSP avec une activité
enzymatique particuliere ou autre activité biologique agissent comme des protéines de défense
contre les animaux herbivores spécifiques ou des invertébrés phytophages par exemple, et peut
donc jouer un double réle de stockage / défense(Peumans et Van Damme, 1995 ; Yeh et al.,
1997).

Plusieurs arbres de légumineuses non seulement ont démontré l'apparition de VSP
spécifique a écorce abondante, mais aussi conduit a I'identification de certains de ces VSP

d'écorce.

> La présente ¢tude a été réalisée afin d’étudier la présence des lectines dans la plante :
Juniperus.sp . Cette plante n’ont été jamais étudiée en Algérie sur I’extraction des lectine raison

pour laquelle nous avons fixé les objectifs suivants :

> Etude la présence des lectines par le test agglutination avec le sang des lapins.

> Etude I’effet de la température, pH sur ’activité de ces lectines.



> Etude I’affinité de ces lectines vers le glucide et les glycoprotéines
par le testd’inhibition d’une part et vers les globules rouges de I’étre humain
par le test ABO
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Chapitre I : Géneéralité sur les lectines :
1. Découverte et Histoire des lectines :

Les lectines représentent une tres large famille de protéines dont la caractéristique commune
est leur capacité a reconnaitre et se lier a des motifs glycosidiques. La toute premiere trace
écrite d’une lectine, bien que non identifiée, date de 1860 . L auteur rapporte la “coagulation
d’une goutte de sang de pigeon lorsqu’elle est mise en présence d’un venin de serpent. Les
faits marquant de I’histoire des lectines ont été résumés par Hans-Joachim Gabius. Cette
famille de protéines a d’abord été nommée hémagglutinine, ou encore phytohémagglutinine,
car les premieres étaient toutes extraites de plantes et ont commencé a étre étudiées pour leur
capacité a agglutiner les globules rouges. La premiére lectine a été extraite a la fin XIX°
siecle. 11 s’agissait de la Ricine qui provenait des graines de ricin (Ricinus communis) et était
trés toxique . Peu apres en 1900, Karl Landsteiner, médecin et biochimiste de I'université de
Vienne, a fait la découverte des groupes sanguins du systéeme ABO. Il rapporta en 1907 que
I’activité d’hémagglutinines, extraites de différentes graines, ¢tait différente quand il
comparait leur interaction avec le sang de différents animaux. Il en conclut que I’action des
phytohémagglutinines était comparable a celles des anticorps . La premiere hémagglutinine
pure, extraite du haricot sabre (Canavalia ensiformis), a été obtenue par James B Sumner en
1919 qui I’a cristallisée avec succes, et qu’il appela Concanavaline A . Ce n’est que deux
décennies plus tard que Sumner et Howell (1936) rapportérent que I’agglutination
d’érythrocytes par la Concanavaline A était inhibée par le saccharose, démontrant pour la
premiére fois la spécificité des lectines pour les sucres. A la fin des années 1940, William C
Boyd et Karl O Renkonen ont fait indépendamment la découverte de la spécificité des
hémagglutinines pour les groupes sanguins humains. lls démontrérent que des érythrocytes
d’un type de groupe sanguin étaient agglutinés par certaines lectines de manicre spécifique
puisque ces mémes protéines n’interagissaient pas avec les érythrocytes d’un autre groupe
sanguin. Quelques années plus tard Walter JT Morgan et Winifred M Watkins [10] ont
démontré que I’agglutination des cellules sanguines de type A par la lectine du haricot de
Lima était inhibée par la N-acétylgalactosamine (GalNAc) liée en alpha a une protéine, et
celles des cellules sanguines de type O par le L-fucose lié en alpha a une protéine. Ils ont ainsi
prouvé que I’a-GalNAc et I’a-L-fucose sont les sucres déterminant des groupes sanguins A et
O respectivement. Leurs travaux constituent les premieres preuves de la présence de sucres a

la surface de cellules et leur potentiel comme marqueur d’identité cellulaire.

1
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Figure 1 : Représentation graphique d’un monomere Concanavaline A de canavalia
ensiformis en complex avec le trimannosoide (Lenka 2006)

2. Définition des lectines :

Sont présentes dans tout le regne vivant avec une grand diversité structural ,plus de 1096

structures cristallographies sont repertoriées dans une basse de données développée .

Sont des protéines ou des glycoprotéines dépourvues d’activité enzymatique et non
synthétisées par un systeme immunitaire . Elles sont capable de reconnaitre spécifiquement
des sucres simple ou des oligosaccharides plus complexes sans les modifier (Goldstein et
al,1980) .Elles sont aussi appelées agglutinines car elles sont capables d’agglutiner les cellules
(comme les érythrocytes). Cette caractéristique tres importante des lectines est due au fait que
ces protéines sont généralement multivalentes, car elle possedent au moins deux sites de
reconnaissances par molécules , ce qui permet d’expliquer pourquoi elles vont précipiter des
polysaccharides ,des glycoprotéines ou des glycolipides et induire ’agglutination des cellules

diverses ( Liener et al.1986) .
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Figure 2 : Représentation schématique d’exemples d’interaction lectines-glucides(Sharon et
Lis1993)

Guide d’usage :

Enormément d’aliments contiennent de la lectine, qu’ils soient d’origines animales ou

végétales. Cependant un tiers seulement renferment des quantités importantes. Il s’agit :

o des legumineuses : les haricots rouges, les haricots coco, les lentilles, les pois chiche,
les pois cassé, les feves, etc. ;

e des céréales complétes : I’avoine, le blé, I’épeautre, 'orge, le seigle, le kamut, le
millet, le quinoa, etc. ;

e des graines : les graines de tournesol, les graines de pavot ou encore les graines de
chia;

e des fruits oléagineux : les noix, les noisettes, les amandes, les pistaches, les
cacahueétes, les noix de cajou, etc. ;

e de certains légumes : les aubergines, les tomates, les poivrons, etc.

On ne la retrouve pratiquement pas dans les fruits frais et les légumes verts tels que le
fenouil, la laitue, les épinards, le brocoli, le chou-fleur ou encore les endives. Les produits de

la mer comme les crustacés ou les divers poissons en sont aussi dépourvus.

Les bienfaits des lectines :

En petites quantités, certaines lectines favoriseraient le bon fonctionnement des défenses

immunitaires. "Elles participeraient également a la prévention du cancer, du diabéte de type 2
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et de certaines maladies virales. Toutefois, des recherches complémentaires sont encore

nécessaires sur ces sujets"”, assure Sylvie Hampikianl.

Les dangers des lectines :

Dans son livre "Le Paradoxe des Plantes"”, le Dr. américain Steven Gundry suggeére que les
lectines auraient des conséquences sur notre microbiote : elles endommageraient la paroi
intestinale et provoqueraient, par ricochet, des troubles digestifs tels que des diarrhées et des
vomissements. Un avis renforcé par une étude réalisée en 2004 qui indique que consommer
des aliments riches en lectines peu ou mal cuits provoquerait des troubles digestifs2. Certaines
feraient également le lit de maladies chroniques inflammatoires comme le diabéte, I’arthrose,
la polyarthrite rhumatoide, les maladies auto-immunes3. Elles font d’ailleurs partie des

nutriments a eviter en cas de syndrome de I’intestin irritable.

Classées parmi les "anti-nutriments”, les lectines réduiraient la capacité du corps a absorber
les vitamines et les minéraux. En effet, elles se lieraient a ces nutriments, empéchant

I’organisme d’en profiter. A la clé, carences et fatigue.

Autant de raison qui poussent certains praticiens a recommander un régime "sans lectines".
"Seulement, cela reviendrait a éliminer un grand nombre d’aliments dont les bienfaits
nutritionnels sont reconnus (légumineuses, céréales complétes, légumes, noix de cajou...) ",

remarque Marie-Laure André.

Comment limiter la présence des lectines :

Plusieurs solutions, trés courantes, existent pour diminuer I’effet négatif des lectines sur

notre organisme, notamment au niveau de la digestion :

e La cuisson : faire cuire les aliments dans un milieu humide, a la cocotte-minute par
exemple ou a la vapeur, permet d’éliminer un maximum la présence de ces protéines.
Une fois cuits, les aliments riches en lectines ne seront plus un probléme pour la
digestion et la malabsorption des nutriments ;

e Le trempage : le fait de faire tremper toute une nuit les légumineuses avant de les
faire cuire permet également de diminuer un maximum les risques inflammatoires et

digestifs liés a cette consommation ;
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o Préparation des légumes : Oter la peau et les pépins des légumes comme pour le
poivron et la tomate (difficilement digestes) permet d’améliorer la digestion de ces
aliments ;

o Déroulement du repas : prendre le temps de manger en mastiquant correctement
chaque bouchées joue également. La salive, la mastication et les bactéries présentes au
niveau de la bouche jouent un réle dans les prédigestion qui est non négligeable pour
la bonne digestion de chaque aliment et nutriment, dont la lectine. L'absorption des

nutriments sera également meilleure.

En diversifiant son alimentation, la cuisson et les familles d’aliments dans nos assiettes on

ingére assez peu de lectines pour qu’elles soient néfastes pour notre organisme.

3. Structures des lectines :

Structure primaire
Sequence chainée d'acides aminés

Feuillet plié Hélice Alpha

La séguence d'acides aminés est reliée
par des ponts Hydrogéne

# Feuillet plié
Structure tertiaire
Certaines attractions apparaissent
entre les hélices alpha et les pliures
Hélice Alpha

Structure quaternaire
Protéine constituée de plus d'une
chaine d'acides aminés

L N
{ Structure secondaire
y 4
R
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4. classification des lectines :

Importante lectine liant acide slalique isolée du limule américain Limulus polyphemus. Les
agglotinines qui se lient a acide sialique se trouvent eégalement dans la famille virale des
Orthomyxoviridae, qui comprend les virus de la grippe, les Papoviridae. Reoviridae et
Adenoviridar (Weis et al. 1988)

4.1. Lectines végétales :

Selon la classification de Peumans et Van Damme (1995), trois types majeurs de lectines
sont présentes chez les plantes :

1. Mérolectines :

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

2. Les Hololectines :

Les hololectines contiennent deux domaines (ou plus) de liaison aux glucides
quasiidentiques, ou du moins tres homologues. Les hololectines peuvent précipiter les
glycoconjugués ou agglutiner les cellules. La majorité des lectines de plantes connues sont
des hololectines.

3. Les Chimérolectines :

Les chimérolectines possédent un ou plusieurs domaines de liaison aux glucides ainsi qu’un
domaine ayant une activité catalytique bien définie et agissant indépendamment du site de
liaison. Selon le nombre de liaison aux glucides, les chimérolectines se conduisent comme des
mérolectines (exemple : chitinase classe 1) ou comme des hololectines (exemple : type 2-Rip
Ribosom Inactivating Proteine : Protéine Inactivant les Ribosomes comme la ricine)
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Figure 3 :Classification des lectines végétales basée sur le domaine de liaison aux glucides

Tableau 01 : Classification des lectines végétales :

Site de liaison aux glucides

Structure et évolution

Spécificité du ligand

1. Merolectines

1. Amaranthine

1. Glucose

2. Hololectines

2. Lectine liant la chitine

2. Galactose

3. Les lectines chiméres

3. Lectine de cucurbitacées

3. N-acétyl ou glucosamine

4. Superolectines

4. Jacalin

4. Fucose

5. Lectine de légumineuses

5. Acide stalique

6. Lectine liant le mannose

6. N-acétyl t-galactosamine

7. Lectine inactivant le ribose de

type 2

4.2. Lectines animales :

La premiére lectine animale découverte était le récepteur de l'asialoglycoprotéine dans les
cellules de mammiféeres, qui était utile pour déterminer comment les lectines animales
different dans la liaison au glycoconjugué. En fonction de leur localisation cellulaire et des
spécificités de liaison de leurs modules de domaine de reconnaissance des glucides (CRD), les
lectines animales sont divisées en plusieurs groupes . Les lectines animales étaient autrefois
divisées en deux structures familles : galectines de type C (liaison dépendante de Ca) et
galectines de type S (liaison dépendante du sulfhydryle) (Drickamer 1988). Les lectines
animales les plus importantes, telles que les récepteurs endocytaires, les récepteurs du

mannose, les sélectines et les collectines, appartiennent a la famille des lectines de type C.
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Des recherches récentes ont identifié plus de 100 lectines animales et les ont classées en
différentes familles en fonction de la complexité des ligands glucidiques, des processus
metaboliques qu'ils effectuent, des niveaux d'expression et de leur dépendance aux cations
divalents. Ces familles comprennent la calnexine, la lectine F, I'intelectine, la lectine de type
chitinase, la lectine F-box et d'autres (Cummings et McEver 2009). Les lectines de type C
sont des lectines Ca-dépendantes qui se trouvent dans la matrice extracellulaire, le sérum et la
membrane et ont un domaine conservateur connu sous le nom de domaine de reconnaissance
des glucides. La particularit¢ du domaine de reconnaissance des glucides est l'interaction
directe de Ca* avec le sucre lié via des liaisons de coordination (CRD) (Drickamer 1993).

La lectine de type C comprend des récepteurs endocytaires tels que les récepteurs des
asialoglycoprotéines, les récepteurs du mannose des macrophages, les récepteurs des cellules
tueuses naturelles, les récepteurs des cellules de Kupffer ainsi que dautres molecules telles
que la collectine et la sélectine (molécules d'adhésion cellulaire) (Cummings et McEver
2009). Un autre type de lectine animale est les lectines de type S qui se lient a la B-
galactosidase soluble qui se lie au glycoconjugué par un Glyco Bioinformatique et outils qui
aident a classer les lectines en fonction de Leur différences fonctionnelles et de leur

polyvalence en plus de leur origine et de leur spécificite.
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S-TYPE
LECTINS

ASIALO-
GLYCOPROTEIN
RECEPTOR

C-TYPE "SIGLEC"
LECTIN I-TYPE LECTIN

Figure 4 : Différents types des lectines animales et leur localisation cellulaire (Created with

biorender.com)

5. Spécificité et I’affinite des lectines :

La spécificité et l'affinité des lectines Les lectines reconnaissent de maniere spécifique des
mono et oligosaccharides. Les protéines specifiques pour des monosaccharides sont
classifiées en cing groupes, selon le sucre pour lequel la lectine présente la plus forte affinité:
le mannose (Man), le galactose (Gal)/N-acétylgalactosamine (GalNAc), le N-
acetylglucosamine (GIcNAc), le fucose (Fuc) et lacide sialigue (NeuAc, acide N-
acetylneuraminique) (Lis and Sharon 1998). Cette reconnaissance est souvent désignée
comme «la spécificité primaire » des lectines. Ces monosaccharides et leurs dérivés sont ceux
qui sont le plus souvent présents sur les épitopes glycaniques des surfaces cellulaires. La
plupart des lectines peuvent se lier a des monosaccharides, mais leur affinité sera en général
plus forte pour certains oligosaccharides. La constante de dissociation pour les
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monosaccharides est de I'ordre du millimolaire (mM), en revanche, pour les oligosaccharides
elle est de I'ordre du micromolaire (uM) (Dam and Brewer 2002). Enfin, certaines lectines
telles que PHA-L et PHA-E de Phaseolus vulgaris reconnaissent exclusivement des
oligosaccharides (Cummings and Kornfeld 1982). Les similarites structurales entre
monosaccharides sont déterminantes pour la spécificité des lectines. Par exemple, la plupart
des lectines qui reconnaissent le Gal se lient aussi au GalNAc. Certaines lectines peuvent
reconnaitre le mannose et le fucose telles que DC-SIGN de mammifére (van Liempt, et al.
2006) ou PA-111 de Pseudomonas aeruginosa (Imberty, et al. 2004). Ce phénomeéne est du a la
présence dans ces monosaccharides des trois fonctions hydroxyles qui ont une topologie trés
similaire. Certaines lectines présentent une spécificité anomérique et peuvent distinguer la
configuration en C1 de monosaccharides tels que I'a methyl-galactoside et le B-methyl-
galactoside. La combinaison de plusieurs techniques expérimentales permet délucider la
specificité des lectines (Park et al 2008). Par exemple, en utilisant les techniques de test
ELLA (Enzyme Linked Lectin Assay) et de test Glycans array » (glycochips avec differents
mono et oligosaccharides) la spécificité d'une lectine peut étre déterminée. Ces techniques
sont simples, rapides et requierent de quantités réduites de matériel La plupart des lectines
sont des protéines multivalentes. Elles sont capables de se lier a plusieurs molécules de
glucides. La multivalence peut provenir de la répétition de type «tandem >> de domaine
lectines dans un polypeptide, de I'association de plusieurs monomeres ou de la présentation de
plusieurs lectines sur une surface cellulaire. Les interactions multiples entre d'une part les
lectines multivalentes et d'autre part les glycoconjugués, sont impliquées X dans les processus
de reconnaissance (Lee and Lee 1995). Dans la plupart des cas, les systémes biologiques

utilisent des interactions faibles mais multivalente plut6t qu'une seule interaction forte.

Tableau02 : Guide de spécificité des lectines

Sucres Lectines

Fucose AAL, LTL, UEA |
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Galactose ACL, ECL, GSL l,Jacalin, MAL I, PNA, RCA I, RCA Il, SBA
Glucose Con A, LCA, PSA
Mannose Con A, GNL, HHL, LCA, NPL, PSA

N-Acetylgalactosamine | BPL, DBA, GSL I, MPL, RCA I, RCA Il, SBA, VVA, WFA

N-Acetylglucosamine DSL, GSL II, LEL, STL, WGA

Acide sialique MAL II, SNA

Structures complexes PHA-E, PHA-L

6. Distribution des lectines dans le monde vivant :

Les lectines sont des protéines ubiquitaires, présentes dans tous les organismes vivants. 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.

6.1 Les lectines des microorganisme :

Les lectines de microorganismes : Les microorganismes pathogénes, virus, bactéries,
champignons ou parasites eucaryotes, utilisent fréquemment des lectines pour reconnaitre les
sucres présents sur la surface des cellules hote. Ces interactions lectines-sucres jouent
¢galement un role dans 1’adhésion sur les tissus richement glycosylés présents dans les voies

respiratoires, digestives ou dans 1’appareil urogénital (Imberty and Varrot 2008, Sharon 1996)

—p> Les lectines bactériennes :

Les lectines bactériennes sont généralement situées sur la surface de la bactérie ou localisées
dans le cytosol et jouent des rdles importants dans la reconnaissance des glycoconjugués

présents a la surface des cellules de 1’h6te pendant la premiere étape du processus d’infection,
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https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=ACL&espece=&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=ECL&espece=&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=GSL+I&espece=&andescript=GSL%20II&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=Jacalin&espece=&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=MAL+I&espece=&categ=Lectins&andescript=MAL%20II&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=PNA&espece=&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=RCA+I&espece=&categ=Lectins&andescript=RCA%20II&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=RCA+II&espece=&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=SBA&espece=&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=Concanavalin+A&espece=&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=LCA&espece=&categ=Lectins&andescript=carbazol&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=PSA&espece=&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=Concanavalin+A&espece=&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=GNL&espece=&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=HHL&espece=&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=LCA&espece=&categ=Lectins&andescript=carbazol&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=NPL&espece=&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=PSA&espece=&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=BPL&espece=&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=DBA&espece=&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=GSL+I&espece=&andescript=GSL%20II&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=pomifera&espece=&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=RCA+I&espece=&andescript=RCA%20II&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=RCA+II&espece=&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=SBA&espece=&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=VVA&espece=&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=WFA&espece=&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=DSL&espece=&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=GSL+II&espece=&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=LEL&espece=&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=STL&espece=&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=WGA&espece=&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=MAL+II&espece=&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=SNA&espece=&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=PHA-E&espece=&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
https://www.clinisciences.com/rresult.php?cible=PHA-L&espece=&categ=Lectins&appli=%25&couplage=%25&clone=&ref=&fourn=&Submit=Rechercher
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ce qui a attiré bien évidement beaucoup d’attention dans ces dernieres années (Sharon 1996).
Les lectines bactériennes connues peuvent étre classées en trois familles: les lectines
fimbriales, les toxines et les autres lectines solubles qui n’appartiennent pas aux deux

premiéres classes (Imberty 2005).

6 .2. Lectines des plantes :

Dans les plantes, les lectines ont été détectées dans les moisissures, les lichens, les
champignons et les spermaphytes mais plus fréquemment dans les légumineuses et les
Euphorbiacées (Grant, 1991 ; Renkonen., 1948 ;). La famille des Légumineuses offre le plus
grand nombre d’especes contenant des lectines végétales et elle est assez représentée dans les
pays tropicaux comme le Mali. Historiqguement, les lectines de légumineuses telle que la
Concanavaline A (ConA) ont été les premiéres a étre caractérisées. Elles se retrouvent dans de
nombreux tissus mais sont trés abondantes dans les parties de la plante susceptibles de subir
une attaque par des organismes étrangers, notamment les organes intervenants dans la suivie
de I’individu ou de I’espéce (Nachbar et coll., 1980). La plupart des lectines se trouvent ainsi
dans les graines. Pour exemple, les lectines représentent 30 % des protéines totales des
graines de Canavalia ensiformis. Elles se forment au cours de la maturation des graines pour
atteindre leur taux maximum dans la graine mdre et disparaissent progressivement au cours de
la germination en méme temps que prennent place les réserves (Jaffe, 1982). Les lectines de
plantes semblent étre impliquées dans la défense contre les phytopathogenes et les prédateurs,
certaines ayant des activités insecticides (Chrispeels and Raikhel, 1991, Rudiger and Gabius
,2001 ; Van Damme et coll., 1997). Le mode d’action précis des lectines dans I’insecte

demeure inconnu .

7. Interaction et propriété chimique

Les lectines sont des protéines ou plutét des glycoprotéines qui sont capables d'interagir
spécifiqguement avec des saccharides (sucre). Ils forment ensemble des liaisons non

covalentes, irréversibles et provoquent l'agglutination des cellules.
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Les outils de I’études de I’interaction lectine-sucre

A T’heure actuelle il existe plusieurs techniques expérimentales qui permettent d’évaluer les
interactions lectine-sucre. Certaines mesurent la capacité des lectines a inhiber, a réticuler ou
a agréger les sucres. D’autres mesurent la spécificité et/ou I’affinité de ces protéines pour

leurs ligands et permettent de comprendre les forces d’interaction mises en jeu.

Parmi les techniques les plus utilisées, nous pouvons citer: le test d’inhibition
d’hémagglutination (HIA, Hemagglutination Inhibition Assay), le test par une lectines liée a
une enzymes (ELLA, Enzyme-Linked Lectin Assay), la microcalorimétrie par titrage
isotherme (ITC, Isothermal Titration Microcalorimetry), la résonance plasmonique de surface
(SPR, Surface Plasmon Resonance), les analyses par puce a sucre et la cristallographie des
proteines au rayon X qui permet une investigation structurale des lectines. La
complémentarit¢ de ces techniques permettra d’¢lucider le rdle biologique et le

fonctionnement des lectines a un niveau moléculaire.

8. Effets sur le systeme immunitaire intestinal :

Type 1, des réactions d'hypersensibilite immédiates dans I'intestin se produisent méme
avec des proteines alimentaires hautement dégradables. Les réactions allergiques aux lectines
plus stables qui se lient de maniére persistante aux cellules de la bordure en brosse peuvent
étre plus étendues [2]. Ainsi, la réponse anaph ylactique de l'intestin a une seule dose
intragastrique de lectine est appréciable des la premiére exposition. L'augmentation de la
perméabilité vasculaire n'est pas médiée par les IgE mais due a la dégranulation directe des
mastocytes sous-muqueux par la PHA [14] et a la réticulation des glycanes membranaires par
la PHA multivalente. Cependant, la réponse allergique était élevée chez les rats pré-alimentés

avec des regimes PHA, suggérant gu'elle était amplifiée par la formation d'IgE anti-PHA.

Liaison et endocytose par I'estomac et les intestins

Bien que la réaction entre la plupart des lectines et leurs ligands spécifiques soit abolie a pH
3 ou moins, les lectines se lient a I'épithélium de l'estomac in vivo. Cela peut, en partie,
expliquer pourquoi la présence de lectines dans l'alimentation ralentit la vidange de l'estomac

chez les rats.
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L'endocytose des lectines par les cellules épithéliales se produit dans tout l'intestin bien
que dans l'intestin gréle cela ne devienne appréciable qu'en présence d'un grand nombre de
bactéries commensales. Comme prévu, l'endocytose est plus étendue dans le cdlon ou le
nombre de bactéries est élevé. Ainsi, les lectines peuvent étre particulierement adaptées pour
servir d'agents de ciblage dirigés pour delivrer des médicaments a I'épithélium colique.

Conséquences sur le microbiote intestinal

Les lectines ont un réel impact sur la digestion en se fixant sur les glucides (sucre de
I’alimentation). Elles rendent 1’action des enzymes digestives plus complexe. Une
consommation importante d’aliment riche en lectines endommagerait la paroi intestinale et
provoquerait des troubles digestifs comme des ballonnements et gonflements, des irritations,
des remontées acides, des nausées et vomissements, des flatulences ou encore des diarrhees.
En effet, a haute dose, les lectines augmentent le syndrome inflammatoire et perturbent la
communication cellulaire. Elles font d’ailleurs partie des protéines a limiter fortement en cas

de syndrome de I’intestin irritable ou de problémes digestifs importants.

Diminution de I’absorption des nutriments

Suite a cet impact sur la digestion, les lectines, qui sont trés collantes et qui se lient aux
micronutriments, réduisent la capacité du corps a absorber et donc a profiter pleinement des
bienfaits des vitamines et des minéraux présents dans 1’alimentation. Ceci peut donc entrainer
a long terme des carences, une déshydratation ou encore une fatigue qui peut étre plus ou
moins importante, Le point positif est que ces lectines participent au bon fonctionnement des
défenses immunitaires. En effet, il a été remarqué qu’un régime alimentaire sans lectine
alerterait le systéme immunitaire et favoriserait 1’apparition d’allergies diverses. De plus,
supprimer complétement les aliments sources de lectines reviendrait a se passer d’aliments

qui ont d’autres bienfaits non négligeables pour notre santé.

9 . L’intérét des lectines

Les lectines peuvent interagir avec des systemes biologiques et développer une diversité

d’événements et fonctions dans ces organismes vivants. Ces interactions ont une grande

importance car elles se retrouvent impliquées dans des processus biologiques ainsi que dans
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des processus pathologiques (Lis et Sharon, 1998). Aujourd’hui les lectines sont
largementutilisées comme outils dans la recherche, dans le secteur biomédical et dans le

domaine agronomique.

9.1 En biochimie et protéomique

Les lectines fournissent des outils pour étudier les glycoprotéines (anticorps, cytokines,
hormones, facteur de croissance, enzymes, récepteurs et méme toxines et virus) pour les
purifier (par affinité, une fois couplés a un support chromatographique) ; pour les détecter
(une fois marqué par un fluorophore ou un une enzyme, immuno-blotting, immuno-
précipitation...). les glycoprotéines éventuellement aprés clivage enzymatique, peuvent ainsi
étre caractérisees quantitativement. (Structure des complexe et interaction) (Dole.A et
Linderberg. S, 2005)

9.2 Dans le domaine biomédical

— Hématologie

Certaines lectines reconnaissent spécifiqguement les antigenes des groupes sanguins humains

(Boyd et Sharpleigh, 1954) et sont utilisées pour leur identification dans des banques de sang.

— Immunologie

De par leur spécificité, les lectines immobilisées sur colonne peuvent étre utilisées pour
I’identification et la purification des glycoconjugués aussi bien que pour leur caractérisation
(Hirabayashi, 2004). Les lectines mitogenes sont employées pour déceler les allergies
médicamenteuses, pour reconnaitre les déficiences immunologiques congeénitales ou acquises,
pour étudier les sensibilisations dues aux maladies infectieuses et pour juger des effets de

diverses manipulations immunosuppressives et immuno thérapeutiques (Jaffe, 1980).

— Biologie cellulaire

Les lectines sont des outils pour étudier la nature, les structures, la dynamique des
membranes cellulaires (possédant des résidus saccharidiques) sous des conditions normales
pathologiques (Jaffe, 1980).
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— Cancérologie

Certaines lectines purifiées a partir d’invertébrés terrestres ou marins sont employées comme
marqueurs histochimiques puisque certaines maladies tel le cancer sont associées a une
modification des glycannes présents sur les cellules (Guillot et al., 2004 ; Kenoth et al., 2001)
rapportent qu’en raison de leur agglutination préférentielle aux cellules cancéreuses, les
lectines sont suggérées comme transporteuses pour diriger drogues et produits

pharmaceutiques vers les cellules cancéreuses.

9.3. Dans le domaine agronomique

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

d’importants dégats dans des cultures (Murdock et al., 2000....)
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Chapitre II : Systéme sanguin

1.Definition :

La composition du sang est la méme pour tous les Hommes mais les antigénes qui se trouvent
sur les cellules du sang - érythrocytes (globules rouges), leucocytes (globules blancs),
thrombocytes (plaquettes) - et de certaines protéines du plasma comme les

immunoglobulines varient d'une personne a l'autre et définissent entre autres les groupes
sanguins .

2. Groupe ABO:

Le systeme ABO qui permet de classer les différents groupes sanguins, a été découvert en
1900 par Landsteiner. Ces groupes sanguins sont au nombre de quatre (A, B, AB et O) et se
différencient par la présence, l'absence ou la combinaison des antigénes A ou B a la surface
des globules rouges.

Type O Type B
@ e
. . ‘ ‘- Antigéne B
Type A Type AB

Antigéne A

®. ¥

Figure 5 : Les différents types des groupes sanguins .

Il existe trois types d'antigenes A, B et AB et quatre groupes sanguins. Le groupe A possede
uniquement les antigenes A a la surface des globules rouges (et des anticorps anti-B) le
groupe B uniquement les B (et des anticorps anti-A), le groupe AB a les 2 types d'antigénes
mais aucun anticorps. Le groupe O se caractérise par I'absence de ces deux types d'antigenes
et la présence des deux anticorps.

Tableau 03 :Les antigenes et les anticorps des groupes sanguins du systéme ABO.

Groupe Antigéne sur le Anticorps dans le
globule rouge sérum
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A Aou (AetO) anti-B

B B ou (BetO) anti-A

pas d'anticorps pour

AB AetB X
le systeme

O 0] anti-A et anti-B

3. Les Lectines spécifiques des groupes sanguins :
Plusieurs lectines agglutinent les hématies des fois avec une spécificité de groupe sanguin

(tableau ) (Bird, 1974) .

Tableau 04 : Exemples des lectines spécifiques des groupes sanguins

Origine de lectine Groupe spécifique Réference
Bandereira B Richard, 1998
simplicifolia-1

Sophora japonica A B -
Vicia villosa A -
Nelumbo vucifea B Goker et al, 2008
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Chapitre TIT: Géneralité sur la plante .

1. Généralité sur le genre genévrier :

Le genévrier (Juniperus) appartient a la famille des cupressacées ou il avoisine le
Cupressus (Seigue, 1985). Il comprend approximativement 60 espéces reparties dans
I'némisphere Nord (Rezzi et al., 1999). Le genre Juniperus est divisé en trois sections:
Caryocedrus (une espece : J. drupacea Labille) ; Oxycedrus (neuf ou dix espéces) ; et Sabina
(environs 50 espéces) (Adams, 1998) .C'est un arbre ou arbrisseau qui peut avoir cing a dix
meétre de hauteur (Huguette, 2008) a feuilles persistantes, étroites, linéaires, épineuses
ressemblant a des aiguilles. Ses fleurs donnent des fruits improprement qualifiés de baies,
globuleux et charnus (Bruneton, 2009 ; Huguette, 2008).

Le genévrier croit a I'état sauvage sur les terres arides, pierreuses exposees a la sécheresse,
trés rustiques. 11 se trouve en Asie, en Amerique septentrionale, en Europe et sur le pourtour

méditerranéen. (Huguett, 2008).

Les feuilles et les fruits de plusieurs especes du genre Juniperus sont utilises en médecine

traditionnelle et leurs composés chimiques sont incorporés dans des préparations
pharmaceutiques d'usage particulierement antiseptique est attribué a la présence d'huiles
essentielles (Medini et al., 2007).

2. Description de plante :

Le genévriers (Juniperus phoenicea) sont des arbres ou arbustes aromatique a feuilles
opposées ou verticillées en aiguille ou en écaille .Les cbnes méles petits , terminaux ou
axillaires . .Les cones femelles formés d’un petit nombre d’écailles charnues plus au moins

concrescentes a maturité et donnant naissance a une sorte de baie charnue .

La baie de genévrier est traditionnellement utilisée pour favoriser la digestion grace a ses
propriétés tonique et apéritive .(KERBOUCHE ,Lamia 2010)

3. Classification de plante :
Reégne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta
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Division : Pinophyta
Classe : Pinopsida
Ordre : Pinales
Famille : Cupressaceae

Genre :Juniperus Phoenicea

Figure 06 : Juniperus Phoenicea

4 . Intérét de I'étude des plantes médicinales:

La plupart des espéces végétales contiennent des substances qui peuvent agir, a un niveau ou un
autre, sur l'organisme humain et animal. On les utilise aussi bien en médecine classique qu'en
phytothérapie. Elles présentent en effet des avantages dont les médicaments sont souvent dépourvus
(Iserin, 2001). La raison fondamentale est que les principes actifs végétaux proviennent de processus
biotiques répandus dans tout le monde vivant, alors que I'essentiel des médicaments de synthése sont

des xénobiotiques aux effets secondaires trés mal maitrisés (Bruneton, 2009).

Les plantes médicinales sont donc importantes pour la recherche pharmaceutique et I'élaboration des
médicaments, directement comme agents thérapeutiques, mais aussi comme matiére premiere pour la

synthése des médicaments ou comme model pour les composés pharmacologique actifs (Decaux,
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2002). Les plantes aromatiques constituent une catégorie a part, par le fait qu'elles élaborent des
substances volatiles, odorantes, caractéristiques appelées huiles essentielles (Iserin ,2001)
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Chapitre VI : Matériels et méthodes

Il s’agit d’une étude réalisée aux laboratoires de Génie Microbiologique Et Application de

Université des freres Mentouri Constantine .

1. Matériels
1.1 Matériel végeétal :
Les feuilles de Juniperus phoenicea (genévrier) étudiées ont été récoltées dans la forét de

Djebel Ouahch Constantine.

Photo 01 : La plante de Genévrier ( photo originale )
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1.2 Matériel Biologique:
Notre étude a porté sur les hématies humaines prélevées chez des donneurs de sang

provenant de 1’hopital militaire de Constantine, et le sang fixée du lapin .

1.3 Matériels techniques :

» Les Equipements de laboratoire :
Les matériels utilisés au laboratoire ont été : Agitateur ; Bain-marie ; Balance de précision

électronique de portée maximale ; Bécher ; Broyeur ; Centrifugeuses ; Compresse coton ;
Couteau ; Embouts ; Entonnoir ; Eprouvettes graduées (1litre, %2 I, 100 ml, 50ml, 25ml, 10ml
et 5ml,) ; Erlenmeyer ; Etuve ; Flacon de 125 ml; Marqueur ; Micropipettes; Portoir ;
Reéfrigérateur ; Rotavapor ; Sachets en plastique ; Spatules ; Colonne ; microplaque ;Tube a

essai.

» Solvants et Réactifs de laboratoire :
Les réactifs utilisés ont été : Eau de javel ; Eau distillée ; Eau physiologique ; NaCl ; NaOH ;

kel ;Kh2 :HCI .

2. Méthodes :

2.1. préparation des plantes :
Pour Juniperus phoenicea ( les feuilles ) ont été séchées aprés écrasées a 1’aide de’un mixeur

afin d’obtenir une poudre .

2.2. Extraction des Lectines :
® Le principe :
C’est une opération visant a récupérer des substances hydrosoluble a partir de la poudre de

plantes a I’aide d’une solution tampon PBS (annexe 1) .

e La technique d’extraction :
3ml du tampon PBS (0,1M pH=7,3)a été ajouté a 1g de poudre de notre plante dans un

eppendorf 15ml et laissé pendant 48h a 4° c, apres la centrifugation de la suspension a

4000tr/min pendant 30min le surnageant obtenu a constitué notre extrait brut .

L’extrait brut a été conservé au frais et a servi pour le test d’hémagglutination .
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3ml du tompon PBS+1g du
poudre de la plante,

Centrifugation a 4000
tr/min pendent 30 min .

Surnageant(l’
extrait brute)

Culot -— | L

Figure 07 : Schéma d’extraction de lectine a partir de la poudre de notre plante

2. 3 Activité hémagglutinante des extrait :

Le test d’hémagglutinante a été effectuée pour la mise en évidance la présence des lectines
dans les extrait de cing plantes médicinales ( Illicium verum ; Cucurbita pepo ; Solanum

tuberosum ;Juniperus phoenicea ; Helanthus annuus)

Ce test est basé sur I’observation de I’agglutination, et donc de la précipitation des

érythrocytes en présence de lectine , IL a été porte sur les hématies du lapin .

Préparation de suspension des hématies a 3% :
Les hématies de groupe sanguines humaines ABO tests ont été débarrasses de toute trace

de sérum ou plasma .

Pour cela elles ont été soumises a un lavage puis a une dilution .Puis , elles ont été mises en

suspension a 3% pour I’emploi .
Ce teste pour tester la spécificité des lectines des extraits au groupe sanguin ABO .

Les hématies du lapin sont collectees pour la mise en évidance la présence des lectines dans

I’extrait .
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Lavage des hématies :
Dans un portoir contenant 4 tubes secs portant chacun la lettre correspondant aux groupes

sanguines A,B,AB,O ont été disposé .
Les tubes a été centrifugé a 4000tr/min pendant 10min
Le surnageant résultant est versé et une solution d’eau physiologique est ajouté au culot

Apres avoir bien mélangé le tube est soumis a nouveau a un centrifugation ,I’opération est

répété 3 fois jusqu'a ’obtention d’un surnageant claire .

La dilution des hématies :

Aprés avoir terminé le lavage le culot contenant les globule rouge est dilué par une solution
saline d’eau physiologique sachant que 1ml des hématies dans 33ml d’eau physiologique afin

d’obtenir des hématies a 3% .

2.4. Test d’agglutination :

Pour tester I’activit¢ hémagglutinante des extraits ont été utilisées la technique sur

microplaque.

Dans chaque puits d’une microplaque , 50 ul d’extrait brute de notre plante ont été déposés

tout en ajoutant 50 pl du sang fixée du lapin .
Aprés 30min , I’agglutination est observée a I’ceil nu .

2.5. La limites d’agglutination :

Dans chaque puits, 50ul de solution tampon phosphate ont été ajoutés suivis de 50l
d’extrait brut de Juniperus qui lui, est placé uniquement au niveau du premier puits. Puis une
gamme de concentration par double dilution a été réalisée dans les puits suivant Par la suite,
on effectue I’ajout de 50ul des hématies du lapin dans tous les puits. La lecture a été effectuée

lheure apres le dépdt des hématies a température ambiante.
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2.6 . Le test de la température :

Le test de la température de Juniperus a été déterminé en incubant des aliquotes de I’extrait
brut a des degrés différents de température (40, 60, 80 ,et 100°C) dans un bain marie durant
30min de temps. Aprés le temps requis, ’extrait brut chauffé¢ a été refroidi a température

ambiante, enfin le test d’hémagglutination a été effectué.

2.7. Le test du pH :

Dans 13 tubes a essai 0,5g de poudre de notre plante a été mis tout en ajoutant a 1,5ml du
tampon phosphate a différent valeurs de ph en allant de 1a 13, aprés 24h d’incubation a 4°C ,

le teste d’agglutination a été effectuée sur le surnageant .

2.8 . Le test d’inhibition d’hémagglutination par des saccharides et des glycoprotéines

Dans chaque puits d’une microplaque 50 pl de ’extrait a été déposé, tout en ajoutant 50 pl
de solution de saccharides ou de glycoprotéine (0,1g/iml de Na CI 0,9%) (Annexe 2)
[Arabinose, Maltose, BSA, Glucose, Cellobiose , fructose , Lactose , Galactose, Mannitol,
Sorbitol, Saccharose , Mannose .]. Le mélange a été incubé pendant 1 h a température
ambiante, cela permettre au lectines de reconnaitre le sucre, 50 pl des hématies du lapin a 3%

ont été rajoutées. Apres une heure la lecture a été faite a I’ceil nu .

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

Ce test a été effectuées pour déduire la spécificité des extraits aux groupes sanguin, il a été
réalisée sur les antigenes des hématies humaines appartenant au systéeme du groupe sanguin

ABO en utilisant les érythrocytes des différents groupes sanguins .

Dans un puits d’une microplaque, 50 pl de tampon PBS ont été ajouté a 50ul d’extrait diluée
de plante et 50 ul des hématies de chaque groupe . Apres lheure d’incubation, la lecture a été

faite a 1’ceil nu.
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Chapitre V : Résultats et Discussions :

1. Le test d’hémagglutination :

Les résultats d’agglutination des hématies du lapin avec I’extrait de nos plantes sont

présentés dans le tableau au-dessous.

Résultats et Discussions

Tableau 05 : Résultat d’agglutination des différents plantes .

Nom commun des|Le nom scientifique |Résultat
plantes d’agglutination
Pomme de terre Solanum tuberosum | ++

Genévrier Juniperus phoenicea | +++

Citrouille Cucurbita pepo

Graine de tournesol Helianthus annuus

Star anise [licium verum ++

--- : agglutination absante

++ : forte agglutination

+++ : tres forte agglutination

Photos 02 :L’agglutination des hématies du lapin par ’extrait de nos plantes

Nous avons testé¢ Pactivité¢ d’ hémagglutinante des extraits de cinq plantes médicinale :

L’extrait de Juniperus phoenicea [ feuilles ] montre une trées forte agglutination (+++) vis-a-
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vis les hématies du lapin C’est Résultats ont été similaires a ceux des lectines extraites des
racines des plantes de Moringa G Et Moringa M et qui ont montré également de trés fortes
agglutinations lors de I'addition de la suspension d'érythrocytes de lapin (Necib et al, 2014) ,
par contre I’extrait de Illicium verum, Solanum tuberosum )montre une forte
agglutination(++) Ces résultat positif indiquent qu’elles contiennent effectivement des

substances a activité agglutinante sur les hématies (Lectine).

Par contre d’autres espéces n’ont pas cette activité (-) tel que Cucurbita pepo , Helianthus

annuus .
Le plante que nous avons choisi pour notre étude c¢’est : Juniperus phoenicea ( feuilles )
2. La limite d’hémagglutination

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

Tableau 06 : L’Activité de la limite d’hémagglutination de Juniperus phoenicea

Dilution 1/ (14|18 (1 |1v |1 |y |V |1 |1 1/ 1/
2 16 |32 |64 |[128|256 512 1024|2048 | 4096
Extrait
Juniperus
hoenicea
P pp | FHE [ | - -- --

-- - Agglutination absente
++ : Forte agglutination

+++ : tres forte agglutination

28



Chapitre 5 Résultats et Discussions

L’activité hémagglutinante de extrait de Juniperus phoenicea a montré une trés forte
agglutination lors de sa dilution au niveau des 1 er puits alors qu’elle diminue au niveau des
puits suivent jusqu’a 9 eme puits(512 UH.ml-1), ( tableau ) et disparait completement au

niveau des puits (10 jusqu’a 12).

Cette plante a une activité agglutinante sur les hématies donc ce que indiquer la présence de

lectines.
3. L’effet de température sur I’hémagglutination :

Les résultats obtenus apres 1’exposition de nos extraits a différent température40° 60° 80°

100°C ont été présentés dans le (tableau ).

Tableau 07 : I’effet de la température sur I’activité hémagglutinante de I’extrait d” Juniperus

phoenicea
T°C
Plante 40° 60° 80° 100°
Juniperus +++ +4++ +++ 4+
phoenicea

+++ : tres forte agglutination

Photos 03 :I’effet de la temérature sur Iactivité hemagglutlnante de I’extrait d’ Juniperus

phoenicea
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Le traitement thermique des extraits bruts de Juniperus a différente température de40°,
60°, 80°,100 C pendant 45min, n’est pas suffisant pour inactiver totalement |'activité
d’hémagglutinante. Donc cette Lectine présente une forte résistance a haute température
(thermorésistante) , Le méme résultat est prouvé également pour Pterocladiella capillacea

qui pousse jusqu’a 100°C (Necib et al., 2015).

4 . L’effet du pH sur I'hémagglutination :

Tableau 08 : L’effet du pH sur ’activité hémagglutinante de extrait de Juniperus phoenicea

H

Plants 4 2 | 3 |4 |5 |6 | 7|89 10 |11 |12
Juniperus N + RN IFUTHR PFIFI [IVER I T (I U -
phoenicea

+: présence d’agglutination.

++ : forte d’agglutination .

_ :absence d’agglutination .
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Photo 04 :L’effet du ph sur I’activité hémagglutinante de I’extrait deJuniperus phoenicea

L’activité d’agglutination des lectines de Juniperus phoenicea (feuilles ) est stable dans un

intervalle allant de (4a10) alors qu’elle est faible de (1a3) et plus faible dans 11 .

5.Le test d’'inhibition d’hémagglutination par les saccharides :

Pour déterminer la spécificité de notre plante vers une structure glucidique particuliére, on
a réalis¢é un test d’inhibition de [I’hémagglutination par certaines saccharides

(arabinose,glucose, fructose , cellobiose , lactose , mannitose, Sorbitol, Saccharose ,mannos)

L’agglutination est absente dans le cas ou la lectines va fixer I’inhibiteur plutdt que I’hématies

(tableau)

Tableau 09 : Inhibition de P’activité d’hémagglutination par des saccharides de Juniperus

phoenicea

Dilution |% |1/ |1/ (11 |13 |1/6 |1/12 |1/25 |1/51 |1/102 | 1/204
Sucre 4 |8 |6 2 4 8 6 2 4 8
Simple
Ara I + + + + + + +
GLU L+ ]+ + + + + + + +
CEL I + + + + + + +
FRUC I O N _ _ _ _ _ _ _
LACTOSE + [+ |+ |+ + + + + + + +
MANITOSE + [+ |+ |+ + + + + + + +
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SACCHAROS | |+ |+ |+ + + + + + + +
E

SORBITOLE |+ |+ [+ |+ + + + + + + +
MAN I D N _ _ _ _ _ _ _
MALTOSE I B ~ + + + ¥ ¥
- . Inhibition de l'activité hémagglutinante. + : pas d’inhibition .

La concentration minimale d’inhibition de ARA,GLU,CEL,SACCHAROSE et MALTOSE
capable d’inhibe I’activité hémagglutinante de 1’éxtrait de Juniperus phoenicea a été
respectivement 50 mM, 100mM,100mM,200mM et 6,25mM .

L’inhbition de I’activté hémagglutinante de I’extrait Juniperus phoenicea par FRUC et MAN

a été plus forte ,la concentration minmale de cette sucre est<0,097mM .

Par contre , il n’inhibe pas I’activité hémagglutinante de ’extrait de Juniperus phoenicea par
lactose ,manitose et sorbitole .

Par conséquence , il est possible d’utiliser le fructose et mannose comme ligand dans la
matrice d’affinité pour la purification de lectines de Juniperus phoenicea .

= ;

Photo 05 : Le teste d’inhibition d’hémagglutination de 1’extrait Juniperus phoenicea par des
saccharides
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5.L’effet d’agglutination sur les hématies humaines ABO :

Tableau 10 : I’agglutination des hématies humaines ( A,B,0,AB) par I’extrait brut de

Juniperus phoenicea

I = e o S S S I S + + - -

B R e e e e N
++ [+ [+ [+ [+ [+ |+ - - - -

AB | - |- - - - - - - - - - -

- . Agglutination absente
+ : Faible agglutination

++ : Forte agglutination

Photo 06 : L’agglutination des hématies humains A, O, B , AB par I’extrait brut de

Juniperus phoenicea.
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- L’extrait de Juniperus phoenicea agglutine avec le groupe A,B et O et n’est pas agglutine

avec AB .

-Donc le lectine ne connu pas les sucres qu’existe dans le groupe AB
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Conclusion et Perspective :

Ces derniéres années, de nombreux chercheurs ont été intéressés par les composés
biologiquement actifs isolés des extraits de plantes, qui sont considérés comme de Véritables
usines chimiques dont il faut tirer le maximum de profit.
¢ Nos résultats indiquent que les lectines de Juniperus Phoenicea sont thermorésistants et plus

résistant a la température

¢L’extrait des lectines de Juniperus Phoenicea (feuilles ) est stable dans un intervalle allant de
(pH=44a10) alors qu’elle est faible de (pH=1a3) et plus faible dans Ph=11.

¢ Le test d’inhibition d’hémagglutination révele qu’il y a une affinité différente chez les
monosaccharides et les glycoprotéines, divers sucres sont utilisés pour trouver les saccharides
capables d'inhiber le processus d'agglutination cellulaire, cette affinité de la lectine pour les

sucres peut étre utilisée pour sa purification.

¢ L’extrait de Juniperus ont montré une forte inhibition sauf avec les sucres Fructose et
Mannose

¢ Les perspectives a court terme de ce travail sont nombreuses. I1 est possible d’utiliser le
fructose et mannose comme ligand dans la matrice d’affinité pour la purification de lectines
de Juniperus , Des tests de I’activité antivirale, I’activité anticancéreuse.

¢ Pour avoir des échantillons des lectines pur, il faut procéder a d’autre technique de
purification

+ Notre travail montre que les lectines sont des protéines a pouvoir hémagglutinant sur les
différentes hématies du systeme ABO humain.

¢ L’extraction de Juniperus Phoenicea étudié a pour sa part démontré une spécificité pour les
groupes sanguins A, B, O du systéeme ABO. Ceci permet son utilisation en tant que réactif de
groupage qui agglutine avec les hématies A, B, O.

¢ Les lectines montrent une spécificité pour les hématies des groupes sanguins du systéme
ABO, donc agglutinent des types de groupe sanguins.
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Annexe

Annexe 01 : Préparation du Tampon PBS

Produits chimiques Quantités
Chlorure de sodium ( NaCl) 8.006 g
Disodium phosphate (Na2HPOA4) 1.1328 g

Phosphate de potassium monobasique 0.204235 g
(KH2PO4)
Chlorure de potassium (KCL) 0.201285 g

Eau distillée

2L
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