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Résumé

Les lectines sont une famille de protéines polyvalentes et polyvalentes et de
glycoprotéines de nature non immunogene qui se lient de maniére spécifique, non

covalente et réversible aux fractions glucidiques.

L'objectif de cette étude est de rechercher les lectines présentes dans les écorces de la
plante médicinale (Punica granatum) a travers le test d'agglutination et I'étude
biologique de ses différentes propriétés afin de rapporter le pH approprié, la stabilité
thermique, les interactions avec les sucres et avec l'activité d'hémagglutination ABO.
Puis broyage, trempage dans du sérum physiologique, détection qualitative et
quantitative, agglutination avec du sang de lapin, double dilution, puis passage en

chromatographie verticale.

L'activité d'agglutination de I'extrait (Punica granatum) avec du sang de lapin a montré
une intensité d'agglutination estimée a (1/14096) et ces lectines ont montré une activité
d’hémagglutination avec tous les groupes sanguins (il a été donné une sélectivite élevée
avec tous les groupes sanguins AB, A ,B ,0) pour le traitement thermique
I'agglutination a été dans les deux La température est (20°, 40°, 60°, 80°,100°) mais la
température optimale est (60) (apres une période d'incubation de 30 minutes) .

Extrait de lectines (Punica granatum) a différents pH pendant une heureAvec cela,
I'activité agglutinante optimale est (Ph=13 et Ph=1,31) ci-dessous caractérisée par un

pH acide et alcalin (aprés une période d'incubation de 30 minutes).
Dans le test d'inhibition avec différents glucides, aucune inhibition n'a été montrée

L'application de la chromatographie verticale a l'aide de Sephadex G75 en a donné un

4pic éleve.
Les mots clés

Lectines, extraction, activite dhémagglutination, plante meédicinale, sucres,

glycoprotéines, systtme ABO, inhibition.




Abstract

Lectins are a family of general-purpose, general-purpose proteins and glycoprotein that
are non-immunogenic in natures that bind specifically, non-covalently, and reversibly to

carbohydrate moieties.

The objective of this study is to research the lectins present in the bark of the medicinal
plant (Punica granatum) through the agglutination test and the biological study of its
different properties in order to report the appropriate pH, thermal stability, interactions
with sugars and with ABO hemagglutination activity. Then grinding, soaking in
physiological saline, qualitative and quantitative detection, agglutination with rabbit

blood, double dilution, then passage in vertical chromatography.

The agglutination activity of the extract (Punica granatum) with rabbit blood showed an
agglutination intensity estimated at (1/14096) and these lectins showed
hemagglutination activity with all blood groups (it has been given high selectivity with
all blood groups AB, A, B, O) for heat treatment agglutination was in both Temperature
is (20°, 40°, 60°, 80°, 100°) but optimum temperature is (60°) (after a period of 30

minute incubation).
Lectins (Punica granatum) extract at different pH for one hour 30 min incubation).
In the inhibition test with different carbohydrates, no inhibition was shown

Applying vertical chromatography using séphadex G754 gave a high peak of it.

Keywords
Lectins, extraction,hemagglutination, activity, medicinal plant, sugars, glycoprotein,
ABO system, inhibition.
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Introduction

Introduction

Les lectines sont une classe de protéines, leur seul caractéristique commun étant la
capacité de se lier spécifiquement les hydrates de carbone de maniere réversible, et
d’agglutiner les cellules (Sharon, 1993). Elles sont présentes en quantité plus
importante chez les vegétaux que les animaux. Elles possedent plusieurs propriétés
biologiques notamment: I’agglutination des cellules, 1’activité mitogéne (stimulation
lymphocytaire), ’inhibition de la croissance des cellules cancéreuses, les actions
antivirales et les effets immunitaires. Ces diverses propriétés sont a la base de
’utilisation des lectines dans le domaine biomédical (hématologie, immunologie,
cancerologie, biologie cellulaire et agronomie «défense des plantes contre les agents
pathogénes ».) (Meite et al., 2006).

Les premieres lectines furent identifier chez les plantes au debut du vingtiéme siécle
mais la commaunité scientifique ne commenga a s’intéresser a cette classe de protéines
qu’a partir des années soixante, en concomitance de la glycobiologie.

En 1970, les lectines sont devenues des outils extrément utiles pour I’étude des hydrates

de carbone sur la surface des cellules.

Dans les années suivantes de nombreux lectines ont été isolés a partir de plantesainsi
que des micro-organismes et des animaux, au cours des deux dernieres décennies,
lesstructures de certaines d’entre eux ont été mises en place. En méme temps, il a été
montréque les lectines fonctionné comme des molécules de reconnaissance dans les

interactionscellule-molécule et la cellule-cellule.

Les lectines comportent généralement plusieurs sites de liaisons, par conséquent,
leurinteraction avec les glucides a la surface des érythrocytes cause 1’agrégation
d’ungrand nombre de ces cellules. Ce phénoméne, qui est appelé hémagglutination. Il
estpossible d’inhiber les réactions d’agglutination et de précipitation des lectines par
lesglucides spécifiques pour ces protéines. Les lectines sont présentes dans tous

lesorganismes vivants.

——
[
| —



Introduction

L’intérét était motivé surtout par 1’utilisation des lectines dans la détection, I’isolation
et la caractérisation d’oligosaccharides, tels que les déterminants des groupe sanguins et
de glycoconjugués, surtout des glycoprotéines. La découvertemajeurs que certains états
physiologiques et pathologiques ¢étaient associés a un changement de 1’état de
glycosylation des cellules fut possible Grace a I’utilisation des lectines (Sharon et Lis,
2004).

L’objectif principal de ce travail est de chercher la présence de lectine dans les Pelure
de grenade, I’extraction des lectines a partir de plante médicinale et leur biologique :
» Etude la présence des lectines par le test hémagglutination avec le sang des
lapins.
» Etude ’effet de 1a température, Ph sur I’activité de ces lectines.
» Etude I’affinité de ces lectines vers le glucide par le test d’inhibition d’une part

et vers les globules rouge de 1’étre humain par le test ABO d’autre part.
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Chapitre 01 :Généralités sur Les lectines

1 : Définition des lectines

et les étres vivants primitifs qui ne possédent pas de systéme immunitaire. Les lectines
sont des protéines d’origine non immunitaire capables de reconnaitre des glucides
complexes de maniere spécifique et réversible. Ces protéines ne montrent aucune
activité enzymatique vis-a-vis de leur ligand (Lis and Sharon 1998). L'expression «
d'origine non immunitaire » peut étre discutée, puisque certaines lectines sont
impliquées dans la défense immunitaire innée. Cette expression sert principalement a
souligner la différence entre les lectines et les anticorps du systeme immunitaire acquis.

Les lectines sont aussi identifiées chez les bactéries.
2 : Historique

La premiére lectine a été découverte par Peter Hermann Stillmark en 1888 qui
décrivit dans sa thése de doctorat présentée a ’université de Dorpat (Estonie) que des
extraits de graines de ricin (Ricinus communis) agglutinaient des érythrocytes [73]. A,
partir de ce moment, d’autres substances d'origine végétale possédant une activité
hémagglutinante ont été découvertes. En 1954, [9] ont démontré la propriété de ces
protéines d’agglutiner sélectivement des érythrocytes humains d'un groupe sanguin
donné. Cette notion de spécificité est la base de 1’étymologie du nom lectine dérivée du
mot latin “ legere“ qui veut dire : sélectionner. Le (Tableau 1) montre I’historique de

découverte des lectines.




Chapitre 01 :

Généralités sur Les lectines

TbleauO1 : historique de découverte des lectines

ANNEE AUTEURS DECOUVERTES
1884 Warden &Waddel /Bruyllant | Toxicité de la graine d’Abrus
&Venneman precatorius.

1988 Stillmark Activité hemagglutinante de la graine
de Ricinus communis.

Toxicité de la graine de Croton triglium

1890 Erlich Activité hemagglutinante de la graine
de Ricinus communis.

Toxicité de la graine de Croton triglium

1897 Elfstrand Introduction du terme
d’’hemagglutinine.

1902 Landsteiner La réversibilité de I'hnémagglutination
par laChaleur.

1909 Landsteiner L'inhibition de I'activité
hemagglutinante par un traitement
thermique de sérum.

1919 Sumner Isolement et cristallisation de la
Concanavalina A (Con A).

1926-27 Marcusson-Begun/Siever Application des lectines sur les groupes
sanguins.

1947-29 Boyd & Spécificité groupe de sang des plantes a

Reguera /Renkonen Hémagglutinines.

1952 Watkins &Morgan L'inhibition de lectines par les sucres
simples Démonstration avec l'aide de
lectines que les sucres sont des
déterminants de groupe sanguin

1965 Agrawal & Chromatographie d'affinité pour la

Golstein purification des lectines.
1990 Yamauchi & Expression de Con A dans les cellules
Minamikawa d’Escherichia coli.
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3 .Structure des lectines

Les lectines sont classées en quatre grandes classes :

3.1. Les lectines simples

Ces lectines sont formées de plusieurs monomeres (identiques ou non), dont la masse
moléculaire généralement ne dépasse pas 40KDa. Cette classe comprend pratiquement
toutes les lectines vegétales, les lectines bactériennes solubles et les galectines (une

famille de lectines animales spécifique pour le galactose) (Lenka, 2006) (Figure 01).

Figure 01 :Représentation graphique d’un monomeére de concanavaline A de canavalia

ensiformis en complexe avec le tri mannosoide (Lenka, 2006).

e La protéine est représenté par : un ruban rouge pour les hélices a, un ruban jaune

pour les brins B et un fil pour les autres zones.
e Le sucre est représenté sous forme de baton, et les cations en boule (Lenka, 2006).

e 3.2 .Les lectines en mosaiques

e (Cette classe regroupe diverses lectines de différentes sources (animales, virus) il
s’agit de molécules complexes composées de plusieurs type de domaines ou

modules, dont un seul posséde le site de liaison (Lenka et al, 2006) (Figure 02).
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Figure 02 : Représentation graphique d’un trimére d’hémagglutinine de virus influenza

en complexe avec de I’acide sialique (Lenka et al, 2006).
3.3. Les assemblages macromoléculaires

Les lectines de ce type sont fréguemment trouvées chez les bactéries, ou elles forment
des structures filamenteuses de 3 a 7 nm de diamétre et jusqu’a 100nm de longueur,
appelées fimbriae ou pilé. La plus grande partie d’un filament fimbrial est formée par la
polymérisation d’une unité prédominante, qui ne joue qu’un role structural. Seul un type
d’unités, généralement une composante minoritaire, possede le site de liaison pour les
glucides et donc est responsable de la capacité d’adhésion du fimbriae (Lenka, 2006),
(Figure03).

Figure 03: Représentation schématique de différents fimbriae de la bactérie

d’Escherichia coli (Lenka, 2006).
3 .4.La structure tridimensionnelle

La structure tridimensionnelle des lectines est composée des feuilles  contactés par un
nceud qui forment des chaines antiparalléles avec des hélices a, la stabilité des dimeres
est assurée par des interactions hydrophobiques et hydrogenes (Sharon et Lis, 1990).

Le site de liaison avec les hydrates de carbone peut regrouper jusqu’a trois régions

——
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chevauchantes, la région centrale constituée par les résidus d’interaction et des ions
métalliques (Mn2+ et Ca2+) qui sont primordialet pour 1‘interaction, et entourée par des
résidus aromatiques, cette région fournit 1’énergie nécessaire pour I’interaction lectine-

hydrates de carbone (Sharon et Lis, 1990 ; Young et Oomen, 1992).

Figure 04 : Structure tridimensionnelle de la concavaline A. Une lectine d’origine

Iégumineuse de Canavalia ensiformis (source PDB: 1BXH, Moothoo D.N., et al. 1999).
4. La Classification des lectines

4.1. Chez les animaux
4.1.1. Les lectines extracellulaires

Les lectines extracellulaires comprenant toutes les autres familles, comme les lectines
de type C et R, ainsi que les galectines. Ces lectines sont généralement impliquées dans
la signalisation et I’adhésion cellulaire, la clairance de glycoprotéines ou encore dans la

reconnaissance des pathologies (Chabrol et al. 2012).
4.1.2. Les lectines intracellulaires

Les lectines intracellulaires sont composées de quatre groupes ; les calnexines, les
lectines de type M, P et L. Ces lectines jouent des rbles essentiels dans le trafic

intracellulaire, 1’adressage des glycoprotéines ou encore dans leur dégradation (Chabrol

et al. 2012).
4.2 .Chez les végétaux

4.2.1. Les mérolectines
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Les mérolectines sont de petits peptides, formés d’une seule chaine polypeptidique et ne
possédant qu’un seul domaine de liaison aux glucides, dit monovalentes (exemple :
hévéineprotéines d’orchidées), et ils sont incapables de précipiter les glycoconjugués ou

d’agglutiner les cellules, donc non agglutinantes (Peumans et Van Damme, 1995).
4.2.2. Les hololectines

Les hololectines sont des lectines di ou multivalentes c’est a dire ils contiennent deux
domaines (ou plus) de liaison aux glucides quasi- identiques ou du moins tres
homologues. Les hololectines peuvent précipiter les glycoconjugués et agglutiner les
cellules. Elles présentent la majorité des lectines de plantes (exemple : Con Br la lectine

de Canavalia brasilensis) (Van Damme et al. 1998).
4.2.3. Les chimérolectines

Les chimérolectines sont des protéines de fusion ayant une activité de reconnaissance
glycanique, car ils possedent un ou plusieurs domaines de liaison aux glucides, ainsi
qu’un domaine avec une activité catalytique bien définie et agissant indépendamment
du site de liaison (Van Damme et al. 1998). Selon le nombre de liaison aux glucides,
les chimérolectines se comportent comme des mérolectines (exemple : chitinase classe
I) ou comme des hololectines (exemple : type 2-Rip ribosome inactivating protéine ;

protéine inactivant les ribosomes comme la riciné) (Peumans et Van Damme, 1995).
4.2.4. Les superlectines

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

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 apreés la liaison du ligand. La lectine
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Interagit avec le ligand par un réseau de liaisons hydrogeéne et d’interactions

hydrophobes (Goldstein et Portez, 1986).. Les interactions de type salin ne
sontGénéralement pas impliquées dans les interactions lectine-sucre sauf pourdes
glucides charges comme 1’acide sialique (Pontet, 1996).Les lectines ne modifient pas

biochimiquement les hydrates de carbone aux quels selient (Gabius, 1995).

Bacterium

el

Figure 05: Représentation schématique d’exemples d’interaction lectines-glucides

(Sharon et Lis, 1993).

6. La spécificité et I’affinité des lectines

La spécificité d’une lectines est généralement définie par les sucres qui inhibent le
mieux sespropriétés d’agglutination ou de précipitation (Robert, 2008) La plupart des
lectines sontspécifiques pour un petit nombre de sucres et que, dans la majorité des cas,
ces sucres sontprésents dans et sur la surface des cellules, surtout sous la forme de
glycoconjugués. On peutidentifier deux classes de lectines par rapporta leur spécificité :
celles qui reconnaissent unmonosaccharide spécifique et celles qui reconnaissent
exclusivement des oligosaccharides(Sharon, 2003). Les protéines spécifiques pour des
monosaccharides sont classifiées en cinqgroupes, selon le sucre pour lequel la lectines
présente la plus forte affinité : le Mannose (Man)le Galactose(Gal)/N
acetylegalactosamine (GalNAc), le N-acétyleglucosamine(GIcNAc), leFucose (Fuc),
1I’Acide sialique (acide N-acetylneuraminique, NeuAc) (Lis andSharon, 1998) .Cette
reconnaissance est souvent désignée comme (la spécificité primaire) des lectines. Ces
monosaccharides et leurs dérives sont ceux qui sont le plus souvent présents surles
épitropesglycanique des surfaces cellulaires. La plupart des lectines peuvent se lier a

desmonosaccharides, mais leur affinité sera en général plus forte pour certains.




Chapitr01 : Geéneralité sur les lectines

Tableau 02: La Spécificité osidique de certaines plantes a lectines (Renato, et coll. 1)

oligosaccharides. (Dam and Brewer, 2002). (Figure 06).

Espéces Spécificité
Abrus precatorius Gal
Adeniadigitata Gal
Aleuriaaurantiaca L-Fuc
Canavalia brasilensis Man >Glc
Canavalia ensiformis Man >Glc
Dolichosbiflorus GalNAc
Phaseolus vulgaris GalNAc
Vicia sativa Man

Ulex europaeus | L Fuc
Momordicacharantia GalNAc
Cytissussessilifolia GlcNac>Fuc>Gal
Datura stramonium GIcNAc

bacterium

r

\

bacterial lecun

carbohydrate drug

host carbohydrates —_—

extrnceliular space

eytoplasm

Figure 06 : Représentation schématique d’exemples d’interaction lectines-glucides

monosaccharides et oligosaccharides (Ghazarian Het all. 2011).
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7. Fonction biologique des lectines

7.1 .Chez les plantes

Fonction dans ['élongation des parois cellulaires ; fonction de cofacteurs
enzymatiquesagissant avec des enzymes glycoproteiques ; intervention dans le transport
des glucides etdans leur mise en réserve dans les graines ; controle de la division
cellulaire (mitogenicite) etde la germination ; intervention dans les processus de
reconnaissance de cellule a cellule(Etzler, 1986 ; Kaminski et coll., 1987). d’autres
études, suggérent que les lectinesfavorisent I'invasion des plantes par des pathogénes en
servant de récepteurs pour desphytotoxines, ou de molécules d'adhésion pour le
pathogéne. L'infection de la canneasucrepar le champignon Helminthosporium sacchari

est un exemple de ce type de pathogenése(Etzler, 1986).
7.2. Chez ’homme

Les lectines sont largement utilisées comme outils dans la recherche et dans le
secteurbiomédical. Elles sont utilisées lors du test d’hémagglutination en pratique
clinique pourdistinguer les types du sang (AB, A, B et O), exemple : la lectine de
haricot de lima(Phaseoluslunatus) se lie a N-acétyl-D galactosamine et agglutine
seulement des globulesrouges de type A (Goker et al, 2008). Certaines lectines
purifiées a partir des graines delégumineuses présentent des propriétés anti-
inflammatoires (Alencar et al ,2005 ; Gomes etal, 2012). Elles contrélent les niveaux
des protéines dans le sang (Rydz et al. 2013) car ellessont responsables au transport des
protéines, peptides et les médicaments natifs (Sutapa etGopa, 2013). Les lectines ont la
capacité d’inhiber la croissance des cellules cancéreuses, Larécente découverte suggere
que les cellules malignes sont plus facilement agglutinées par deslectines que les
cellules normales. Ces agglutinations selectives pourraient étre utilisees dansle
traitement du cancer (Voet et VVoet, 2005).

8. La distribution des lectines dans le monde vivant

Les lectines sont des molécules ubiquitaires, car elles se trouvent dans tous les classes
d’organismes, chez les microorganismes (virus, bactéries), chez les plants, les insectes
et les animaux (Van Damme et al. 1998). Il existe une grande variété de lectines qui

présentent une trés grande diversité structurale. Le nombre de structures
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cristallographiques de lectines est toujours en croissance et on connait aujourd’hui la
structure tridimensionnelle d’environ 770 lectines (Aragao, 2009).

La banque de lectines comprend ainsi 48 familles structurales différentes dont six
d’origine végétale, 10 d’origine bactérienne, 18 d’origine animale, cinq familles
d’origine virale, huit d’origine fongique et 1 famille d’algues, (Tableau3).

Tableau 03 : Exemples des Lectines et leur distribution dans le monde vivant.

Origine Exemples de Lectines
Plantes ConA.

Riciné.
Bactéries PA-IL de Pseudomonas.

Toxine de cholera.

Animaux E-selectin.

Helix pomatia agglutinin.

Virus Hemagglutinin de virus.

Capside de rota virus.

Champignons Lectine de mousseron.

Algues Griffithsin.

8. 1 .Les lectines des microorganismes
Les microorganismes pathogénes, virus, bactéries, champignons ou parasite eucaryotes,
utilisent fréquemment des lectines pour reconnaitre les glycannes présents sur la surface
des cellules hote.

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

8.1.2. Les lectines viral
L’exemple le plus marquant de lectine de virus est I’hémagglutinine du virus de la

grippe (Influenza virus). Cette hémagglutinine interagit avec un récepteur de la surface
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des cellules hotes, qui est I'acide 5-N-acetylneuraminique (I'acide sialique) (Weis et al.
1990).

8.1.3 .Les lectines des champignons

L’abondance des lectines dans les champignons est tout a fait remarquable. Elles ont
principalement des propriétés pharmacologiques intéressantes, par exemple la
stimulation du  systéme immunitaire contre  [’hypertension et  contre
I’hypercholestérolémie mais aussi antivirales et anticancéreuses (She et al, 1998 ; Sze et

al. 2004).
8.2 .Les lectines animales

Les lectines animales sont réparties dans des familles tres différentes. Les trois familles

les plus étudiées sont :

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

calcium (Drickamer, 1999).

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

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

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

8.3. Les lectines végétales

Dans les plantes, les lectines ont été détectées dans les moisissures, les lichens, les
champignons et les spermaphytes mais plus fréquemment dans les Iégumineuses et les
Euphorbiacées (Grant, 1991 ; Renkonen, 1948). La famille des Iégumineuses offre le

plus grand nombre d’espéces contenant des lectines végétales, telle que la ConA se
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retrouvent dans de nombreux tissus mais sont trés abondantes dans les parties de la

plante susceptibles de subir une attaque par des organismes étrangers (Nachbar et

Oppenheim, 1980). Les lectines répartis dans tout I’appareille végétative car elles sont
présentent dans les racines, les tiges et les graines. Dans ces derniers elles présentent de
1-10% des protéines totales et dans certaines d’elles jusqu’ a 50 %, dans les tissus
végétatives les lectines forment de 1-20% de leur contenu en protéines totales
(Peumans et Van Damme, 1995). Les lectines des plantes semblent étre impliquées
dans la défense contre les phytopathogenes et les prédateurs, certaines ayant des

activités insecticides (Macedo et al. 2015).

9. Propriétés des lectine :

9.1. Les propriétés biologiques :

Les propriétés biologiques des lectines sont multiples et variées :
9.1.1. L’interaction lectine—glucide

Les lectines sont toutes constituées d’au moins une cavité de reconnaissance
glycaniquequi posséde une plasticité et leur permet d’interagir plus spécifiquement
aveccertainsglycoconjugués que d’autres (Jain et al., 2001), ces glycannes interagissent
par desliaisons non-covalentes avec les acides aminés formant la cavité de
reconnaissancesaccharidique de la lectine (Jeyaprakash et al., 2003). La partie non
glycanique desglycoconjugués peut également interagir avec les acides aminés

avoisinant la cavité dereconnaissance(Jeyaprakash et al., 2003).
9.1.2 .I’agglutination des cellules

C’est la manifestation la plus visible de I’interaction des lectines avec les cellules Pour
qu’elle se produise, les lectines doivent posséder au moins deux sites de reconnaissance
et deliaison avec des saccharides de surface des cellules animales ou autres (bactéries,
virus,mycoplasme, champignon). Les lectines monovalentes a un seul site de
reconnaissance neprovoquent pas d’agglutination (Peumans et coll., 1995 ; Wang et
coll., 1998).

9.2.Autres proprietés

Les lectines expriment diverses activites biologiques telles que la précipitation

desglycoprotéines, 1’activation de la voie alterne du complément et [’agrégation
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I’histamine a
partirdes cellules basophiles et des mastocytes (Gomes, 1994), les effets pro et anti

inflammatoires (Assreuy, 1997) I’induction de 1’apoptose (Kulkarni ,1998).

10 .L’intérét des lectines

Les lectines peuvent interagir avec des systémes 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 des processus pathologiques (Lis and Sharon,
1998).Aujourd’hui les lectines sont largement utilisées comme outils dans la recherche,

dans le secteur biomédical et dans le domaine agronomique.
10.1. 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 fluor chrome ou une enzyme..). Les glycoprotéines
éventuellement aprés clivage enzymatique, peuvent ainsi étre caractérisées
quantativement. (Structuredes complexes et interaction). (Dole.A.et Lindeberg. S.
,2005).

10.2 .Dans le domaine biomédical
10.2.1. Hématologie

Certaines lectines reconnaissent spécifiquement les antigenes des groupes sanguins
humains (Boyd and Sharpleigh ,1954) et sont utilisées pour leur identification dans des

banques de sang.
10.2.2. Immunologie

De par leur spécificité, les lectines immobilisées sur colonne peuvent et réutilisées pour
I’identification et la purification des glycoconjugués aussi bien que pour leur

caractérisation (Hirabayashi ,2004) Les lectines mitogenes sont employees pour

15

——
| —



Chapitre 01 : Generalités sur Les lectines
déceler les allergies médicamenteuses, pour reconnaitre les déficiences immunologiques

congénitales ou acquises, pour étudier les sensibilisations dues aux maladies
infectieuses et pour juger des effets de diverses manipulations immunosuppressives et
immun thérapeutiques (Jaffe, 1980).

10.2.3. Biologie cellulaire

Les lectines sont des outils pour étudier la nature, les structures, la dynamique des
membranes cellulaires (possedant des résidus saccharidiques) sous des conditions

normales et pathologiques (Jaffe, 1980).
10.2.4. Canceérologie

Les lectines purifiées a partir d’invertébrés terrestres ou marins sont employées comme
marqueurs histochimiques puisque certaines maladies tel le cancer sont associées une
modification des glycannes présents sur les cellules (Guillot et coll. ,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.
10.3 .Dans le domaine agronomique

Les lectines peuvent étre utilisées dans la lutte contre les agents pathogenes nuisibles
des plantes telles que les insectes, les nématodes du sol, les vers parasites qui
commettent d’importants dégats dans des cultures (Murdock et coll., 2002).
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Chapitre 02 : le systeme sanguin
Le Systeme ABO

1. Définition

Le systeme des groupes sanguins ABO est un systétme de reconnaissance des
globulesrouges étrangersa l'organisme gréace a la présence de structures antigéniques a la
surface de ces cellules.En 1900, Landsteiner observe que les globules rouges de certains
individus sontagglutines par le serum de certains autres ; il découvre ainsi les antigenes

A et B etleurs anticorps respectifs.

e En 1902 : Decastello et Sturli reconnaissaient un 4eme groupe plus rare : AB.
e En 1924 : Bemstein montre que les groupes constituent des
caractereshéréditaires Transmis selon les lois de Mendel.

2. Historique
En 1900 le médecin Autrichien Karl Landsteiner (1868-1943) démontre que lessangs
humains ne sont pas tous semblables ni tous compatibles entre eux. Il découvrit
lesysteme ABO, suivant lequel le sang se partage en quatre groupes : A, B, AB ou O,
selon lesantigénes que 1’on trouve associés aux globules rouges des personnes
(Boucher, 2008 ; Danicet Lefréere, 2011). Un autre antigene important des globules
rouges est le facteur rhésus Rhidentifié en 1940 par Landsteiner et Weiner (Brooker,
2001).

3. Le systéme des groupes sanguins

Un systéme de groupes sanguins est un ensemble d’allo-antigénes portés par la
membrane du globule regroupés en systémes génétiquement déterminés et indépendants
les uns des autres. Parmi les systemes de groupes sanguins connus chez 1’homme, les
systéemes de groupes sanguins érythrocytaires sont actuellement les mieux connus, les

principaux sont : les systemes ABO et RH.

3.1. 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
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de I’antigéne A, le plasma ne peut pas posséder d’anticorps anti A. sinon la réaction

antigene-anticorps provoquerait une agglutination (Rame et Naccache, 2001).

Les antigenes A et B détectes par des anticorps spécifiques définissent quatre groupes
sanguins principaux : A, B, AB, O (Ramata, 2010) (Tableau:04).

Tableau 04: Les 4 phénotypes courants du systeme ABO (Béziat et al. 1996).

Groupe ABO Antigene sur globules rouges | Anticorps dans le plasma
Groupe A (42%) Ag A AC anti B

Groupe B (11%) Ag B AC anti A

Groupe AB (4%) AgAetAgB Aucun

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

3.2 Facteur rhésus

Le facteur R est 1'un des plus importants systemes de groupes sanguins aprés le
systemeABO, ses antigenes (C, D et E) sont aussi importants que ceux de systeme
ABO. Lespersonnes dans le sang des quelles cet antigene est, sont dites Rh+, tandis que
les autres sont Rh-(Boucher, 2008).

groupe Rhésus glyveophorine C giveosyl

groupe ABCO
N

Figure 07: Représentation schématique de la distribution de group ABO et Rhésus sur
lamembrane d’une hématie (David Germanaud, et all., 2003).
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Chapitre 03 : Generalités sur la plante

Punica Granatum «Le Grenadier»

1. Généralités :

Le grenadier (Punica granatum L.), un gros buisson ou arbuste assez épineux, au
feuillage caduc et de bel aspect, appartient & la famille des Punicaceae, division
Magnoliophyta, classe Magnoliopsida et a 1’ordre des Myrtales. Il est originaire de
1I’Asie subtropicale et s’est acclimate a la région 15 méditerranéenne (Sarkhosh et

al.2006).
2. Historique :

Depuis des milliers d’années, le grenadier <’Punica granatum’’, ses fruits, son écorce et
ses fleurs, sont utilisés, au Moyen-Orient et en Asie, régions dont cet arbuste est

originaire, pour leurs propriétés médicinales (Gubernatis, 1882).

L’histoire de la grenade est lice au développement de I’humanité d’une manicre
impressionnante. La grenade a une place importante dans le Judaisme, le Christianisme,
I’islam, le Buddhisme et le Zoroastrianism (Lansky et Newman, 2007). Il est dit
qu’elle avait 613 graines qui représentent les 613 commandements de la Torah, méme si
cela n’a pas été confirmé dans les temps modernes (H La grenade est souvent
mentionnée dans la mythologie grecque, ainsi que dans la Bible et le Coran, preuve que
ce fruit est connu et consommé depuis des millénaires. Outre la dimension symbolique
dont elle était revétue, la grenade était appréciée a I’époque pour les propriétés
vermifuges de son écorce, mais aussi pour sa pulpe désaltérante et son aptitude a se
conserver et a résister aux chocs, grace a son écorce rigide (Calin Sanchez et al.2005).
Ebert, 2006).

3 .Nomenclature

» Nom scientifique : Punica granatum.
Nom francais : grenadier.

Nom anglais : pomegranate.

Nom espagnol : Granado.

Nom italien ; Granato.

YV V VYV V V

Nom arabe : Romane.
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4. Classification botanique :

e Embranchement: Angiospermes.
e Sous -embranchement: Dicotylédones vraies.
e Classe : Gamopétales.

e Ordre : Myrtiflorales.

e Famille : Punicacées.
e Genre : Punica. Figure08: P.G granatum.

e Espéce : Punica granatum.

5. Présentation et description botanique du grenadier :

Le grenadier est un arbuste de 2 a 5m trés rameux. Feuilles opposées oblongues,
entieres et luisantes de 3a 7 sur 0.5 a 1.5cm. Fleur d’un rouge écarlate, grande 2 a 2.5cm
de diamétre par 1 a 3 a I’aisselle des feuilles. Calice longuement campanulé coriace a
tube soudé a I’ovaire et a 5a7 lobes persistants 547 pétales rouge brillant. Etamines trés
nombreuses. Fruit subi-globuleux de 2.5 a 4cm de diamétre, a graines nombreuses
anguleuses, pulpeuses et acidulés (Beloued, 2005 ; Quezel et Santa, 1963). Son écorce
est gris beige et a tendance a se crevasser et a desquamer avec I'age (Quezel et Santa,

S

‘ i/’ Fleur et ses nombreuses

Graines (semances). l Feuilles ‘ étamines

w,,

Grenade et ses nombreuses | | Graine au mésocarpe

graines. charnu et gélatineux
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6. Utilisation traditionnelle

L'arbuste a de nombreuses utilisations medicinales et cosmétiques: les fleurs fournissent un
colorant pour les cheveux, les feuilles et les fleurs donnent des potions pour les
gargarismes, I'écorce de fruits astringent et racines fraiches ont des propriétés toniques qui

aident dans le traitement des troubles digestifs et intestinaux séveres (Clay et al. 1987).

La grenade est utilisée historiquement pour soigner les maladies gastro-intestinales et les
affections parasitaires, elle attire, depuis quelques années, I’attention des scientifiques en
tant qu’agent protecteur contre les maladies cardiovasculaires et le cancer (Edeas, 2010).
Ce fruit a une longue histoire d'utilisation en medecine naturelle et holistique. En effet, elle
a été utilisée pendant des milliers d'années pour guérir un large éventail de maladies dans le
monde entier (Wald, 2009).

Hippocrate, considéré comme le pére de la médecine, attribué au grenadier de nombreuses
propriétés. Il recommande le jus et 1’écorce de la grenade contre plusieurs maladies liées
aux femmes. De plus les médecines traditionnelles égyptiennes considéraient 1’écorce
comme anthelminthique et mettaient a profit I’effet astringent du tanin contenu dans la
grenade. Ainsi, le tanin des fruits aigres était prescrit comme fébrifuge et anti vomitif, celui

des fruits sucrés comme adoucissant pour la toux (Wald, 2009).

De I’Afrique du Nord jusqu’en Inde, le jus de grenade, couramment utilis¢ dans les
médecines indigénes, a la réputation d’accroitre la fécondité et d’étre un antidote a la
stérilité. La pharmacopée et la médecine traditionnelle chinoise font aussi référence au

grenadier pour guerir les maladies touchant les intestins (Wald, 2009).
7. Propriétés thérapeutiques des grenades (Punica granatum L) :

La grenade a été longtemps approuvée comme alimentent médicamentent. La partie
officinale, I’écorce du fruit (Sivarajan & Balachandran, 1994). Elles sont parmi les

fruits les plus riches en vitamine C et en composés phénoliques (EI-Nemr et al. 1992).

La composition des différentes parties du grenadier a montré 1’existence de plusieurs
types de poly phénols ayant des propriétés antioxydants trés importantes a savoir les
tanins que 1'on trouve en concentration tres élevée dans 1’écorce du grenadier (Heber et
al., 2006), la peau de grenade possédent de diverses activités biologiques (Reddy et al.,
2007).
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e Activité antioxydantet.

e Activité anti-inflammatoire.
e Activité anticarcinogénique.
e Activité anti diabétique.

e Activiteé antibactérienne.

e Activité Antivirale.

Maladies coronariennes‘

\

| Hyperlipidemie |q_._1.______‘

[ |Trouble neurologlque‘

" | Cancer du poumon‘

|Troubles cardiaques | -— Punica oranalum

1'1e1llls sement

4“ Cancer de la peaun ‘

.

|Cancer de la prostate

| Cancer du colon |

I Inflammation ]

Figure 10: Maladies traitées par punica granatum (Heber et al. 2006).
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Matériel et méthode

Le travail expérimental a été effectué au laboratoire de «Géné Microbiologique
etApplications » du Bio-pole situé a Chaab ersass (Université des Fréres Mentouri-

Constantinel).
I. Matériel

1.1.Le matériel vivant :
Les hématies utilisées sont issues de :

v Le sang du lapin est collecté a partir des lapins provenant au niveau de 1’animalerie
de L’Université de Constantinel.
v Le sang humain collecté a partir de laboratoire d’analyse médicale de polyclinique,

Constantine.
1.2.Le matériel végetal

Notre étude a été réalisée sur les pelures de punica granatum.

AP o -~ 4 ~a §~
b RN =

Photo 01:lespelures de punica granatum.

Il.  Méthodes
1. LaPréparation des plantes :
v’ Lavage : les pelures ont été bien rincées avec 1’eau et débrasé de toute impureté.
v' Séchage : les pelures des plantes ont été séchées a température ambiante
pendant 10 jours.
v' Broyage : les pelures ont été coupées, puis ils sont broyés dans un broyeur

jusqu'a I’obtention d’une poudre.
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2. L’extraction des plantes
2.1 Le principe :

C’est une opération visant a récupérer des substances hydrosolubles a partir de la
poudre de plantPunica granatum a 1’aide d’une solution Tampon.

2.2 La Technique d’extraction :

69 des poudres obtenues a partir de plantes ont été mises dans des flacons contenant
chacune 20ml solution tampon (0.01M pH=7.3) (annexe 1) pendant 24h. Apres la
centrifugation de la suspension a 6000tr/min pendant 30min, le surnageant est récupéré

et conserve pour la réalisation des tests souhaites.

f
6g poudre de
La plante +20ml
\\ solution tampon
24ha4°C
(
Centrifugation a
\. 6000 tour /min
Pendent 30min
Culot Surnageant

L’extrait brut

Figure 11 : Le schéma d’extraction des lectines a partir de poudre de pelure de plante.
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3. Le test d’hémagglutination
Ce test a été porté sur les hématies du lapin et permet d’affirmer la présence des lectines
dans les extraits. Il se base sur I’observation de 1’agglutination, et par conséquent de la

précipitation des érythrocytes en présence des lectines.

3.1 La Préparation des hématies a 3%

Le sang humain est collecté a partir du laboratoire d’analyse médicale de 1’hopital HUC
Constantine, le sang du lapin est collecté a partir des lapins provenant au niveau de
I’animalerie de 1’université de Constantinel. Les hématies du lapin sont collectées pour
la mise en évidence la présence des lectines dans les extraits, et les hématies de groupe
sanguins humains ABO pour tester la spécificité des lectines des extraits au groupe
sanguin ABO. Les hématies collectées ont été au préalable soumises a un lavage, puis

a.une dilution.

3.2 Lavage des hématies
Le tube contenant une quantité de sang (1.5 ml) a été centrifugé a 5000tr /min pendant
10 min, le surnageant résultant est versé et une solution de Na Cl 0.9% est ajouté au
culot ; aprés avoir bien mélangé le tube est soumis a nouveau a une centrifugation.

L’opération est répété 3 fois jusque 1’obtention d’un surnageant claire.
3.3 La dilution des hématies

Apres avoir terminé le lavage le culot contenant les globules rouges est dilué par une
solution saline d’eau physiologique sachant que 1.5 ml des hématies dans 48.5 ml de Na
C1 0.9% afind’obtenir des hématies a 3%.

3.4 La technique d’hémagglutination

Dans chaque puits d’une microplaque, 50 pl d’extrait brut de nos plantes ont été
déposés tout en ajoutant 50 ul des hématies du lapin. Apres 30min, 1’agglutination est

observée a I’eil nu. D’obtenir des hématies & 3%.

4. La limite d’hémagglutination

Dans chaque puits, 50 pl de tampon phosphate ont ét¢ déposés suivis de 50 ul de
I’extrait brute (Punica granatum) qui lui, est placé uniqguement au niveau du premier
puits. Puis une gamme de concentration par double dilution a été réalisée dans les puits

suivants. Ensuite, 50 pl des hématies du lapin ont été¢ ajoutés dans tous les puits.
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L’observation de D’activitéthémagglutinante été effectuée a I’ceil nu apres 1 h

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

Les aliquotes de I’extrait brute ont été versés dans 5 tubes a essai, ces derniers ont été
incubés a des degrés différents de température (40, 60, 80 et100°C) dans un bain marie
durantlh de temps. Aprés le temps requis, ’extrait brut chauffé a été refroidi a

température ambiante (25°C). Enfin le test d’agglutination a été effectué.
6. L’effet du pH sur I’agglutination.

Ce test a été effectué afin de déterminer le PH favorable pour
I’activitéd’hémagglutination. Dans 13 tubes a essai une petite quantité de notre plante
estimée de 250mg a été mis dans un volume de 700 ulde tampon a différents valeurs de
PH (1,31/ 2,37/3.39/4,04 /5,07 /6,34 /7,32 /8,04 /9/ 10,15/11 /12 et 13), Apres 24
heures d’incubation a 4°C, une centrifugation a été réalis¢ (5000 tours pendant 5
minutes) d’ou le surnageant a été récupéré, Aprés un test d’hémagglutination a été

effectué sur le surnageant.

7. Le test d’inhibition d’hémagglutination par des saccharides et des

glycoprotéines.

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

I’hémagglutination.
La technique.

Dans chaque puits d’une microplaque 50 pl de I’extrait a été déposé, tout en ajoutant 50
ul de solution de saccharides ou de glycoprotéine (0,1g/Iml de Na CI 0,9%) [Fructose,
inositol,inoline, Maltose, Lactose, Mannose, Rhamnose, sorbitol, o-M-D.Mannose
pyranoside, Albumine BSA, Mannitol].Le mélange a été incubé pendant 1h a
température ambiante, cela permettre au lectines de reconnaitre le sucre50 pl des

hématies du lapin a 3% ont été rajoutées. Apres une heure la lecture a été faite a 1’ceilnu.

26

——
| —



Section 02 : Matériels et méthodes

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

Ce test a été effectué pour deduire la spécificité des extraits aux groupes sanguins, il a
été réalisé sur les antigenes des hématies humaines appartenant au systeme du groupe
sanguin ABO en utilisant les érythrocytes des différents groupes sanguins.
» S’il y a une activité d’agglutination de la lectine avec les différents groupes
sanguins: lectine non specifique.
» S’il y a une activité d’agglutination de la lectine avec un seul groupe sanguin:

lectine spécifique.

Principe :
Dans un puits d’une microplaque, 50 pl des hématies de chaque groupe ont été ajouté a

50ul d’extrait de plante. Aprés lheure d’incubation, la lecture a été faite a 1’ceil nu.

9. L’extraction des lectines par la chromatographie sur colonne de
Sephadex G75.

9.1 La preéparation de la colonne de Sephadex G75.

4 g de Sephadex G75 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. Enfin
il a été coulé dans une colonne.Placée sur un support (jusqu’a la moiti¢ de la colonne).

La colonne doit étre homogene est dépourvue des bulles d’air.

9.2 La filtration des lectines

Apreés la stabilisation de la colonne et le lavage avec le tampon PBS (0.1 M, pH 7.3)le
surnageant del’échantillon des pelures d’ Punica granatum ont été récupéré puis une
quantité de 1 ml de I’extrait brut a été versélentement dans la colonne de Sephadex G75
et équilibrée avec un tampon phosphate avec lequel elle a été recueillie par élution dans
40 tubes secs (5ml/tube)placés respectivement dans un portoir ,L’extrait récupéré a été
testé sur les hématies du lapin pour assurer la présence de I’activité hémagglutinante de

notre extrait.
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1. Le test d’hémagglutination :

L’extrait depelure d punica granatumsur la photo suivante, montre une trés forte
agglutination vis-a-vis les hématies du lapin, il s’git et donc d’une hémagglutination
positive .En absence de lectines, les cellules roulent au fond du puitsou elles

s’accumulent en un bouton rouge dense qui donne au contraire un hémagglutination

= ”‘TV.;/‘ ‘V‘

négative.

Photo02 :I’agglutination des hématies du lapin par 1’extrait de punica granatum.

2. La limite d’hémagglutination :
La limite d’hémagglutination est exprimée en fonction du rapport de dilution pour

lequel on observe une hémagglutination.

PY XL LR L L St

Photo 03: test de la limited’hémagglutination de Punica granatum.

Tableau 05: Activité de la limite d’agglutination d’Punica granatum.

Dilution |1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
d’extrait | 2 4 8 16 |32 | 64 | 128 | 256 | 512 | 1024 | 2048 | 4096

Punica e S S S 3 ++ + + + +

granatum

+++ : Tres forte agglutination.

++ : Forte agglutination.

Nos résultats sur la photo 03 ont montrées que 1’activité trés forte agglutinante des
extraits d’punica granatum jusqu’au 9eme puits (1/512), puis I’activité commence a

diminuer jusqu’au 12 emepuits (1/4096).
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3. L’effet de la température sur I’hémagglutination :

Les résultats obtenus apres 1’exposition de nos extraits a différent température sont

présentés dans la photo et le tableau suivants :

Températures 20° 40° 60° 80° 100°
Extrait

Témoin

Photo 04: I'effet de la température sur l'activité hémagglutinante de I'extrait.

Tableau 06: Effet de la température sur l'activité d'hémagglutination des lectines

d’extraite brut 4’ punica granatum.

1°C
Plante 20° 40° 60° 80° 100°
Activité d’agglutination ++ Hrr St Aar ++
DePG

e +++:Treés forte agglutination.

e ++: Forte agglutination.

Le traitement thermique des extraits bruts des peluresde Punica granatum a
différente température de (20°, 40, 60, 80 ,100°C) pendant 30 min. Ce résultat
indigue que nos hémagglutinines sont trés résistantes a la température
(thermorésistante), comme est le cas de température 60°elle atteint activité
lectinesmaximal, et a des température (20°,40°,80° ,100°), ila une activité

résiduelle d’agglutination diminue.

4. L’effet du pH sur ’hémagglutination :
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Tableau 07 : L’effet du pH sur l’activit¢é hémagglutinante des extraits Punica

granatum.

PH 131 | 2.37 1339|404 507 634|732 804 9 10.15 | 11 12 13
Extrai

PG +++ | ++ |+ + ++ |+t 4t + +++

+++:Tres forte agglutination.

++: Forte agglutination.

+ : Faible agglutination.

- : Absence d’agglutination.

L’activité d’agglutination des lectines d 'Punica granatum (plante) est stables dans un
intervalle allant de [5.07a 8.04] et pH=1.31 et pH=2.37 et pH=13 alors qu’elle est plus
faible de pH=3.39 et pH=4.04 et pH=12 avec une perte totale d’activité a [9al1].

5. Le test de limite d’inhibition d’agglutination par les saccharides :

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

08).

w

(tableau

-y

Photo06 : Le test d’inhibition d’agglutination par les saccarides et las glycoprotéines.

Tableau 08: Inhibition de I'activité hémagglutinante de la lectine extraite de la pelure de

Punica granatum par des saccharides et glycoprotéines.

Saccharides et 1: 2: 3: 4: 5: 6:
glycoprotéines Fructose inositol Inoline Maltose lactose Mannose
Extrait = > = - - -

- : Pas d’inhibition.
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Saccharides et|7: 8: 9 : eM-D-mannose | 10: 11:
glycoprotéines Rhamnose | sorbitol pyranoside Albumine BSA | Mannitol
Extrait S = - - -

Les études d'inhibition de I'hémagglutination réalisées avec des protéines purifiées des
racines de plantes : Punica granatum, ils n’ont pas été influencé 1’agglutination des
érythrocytes de lapin en présence des lectines provenant (autrement dit, 1és lectines ne

sont pas inhibée a la fois par les saccharides et les glycoprotéines).

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

@) A B AB
. e

Photo 07: L’agglutination des hématies humaines (A, B, O, AB) par I’extrait brut
d’Punica granatum.
Les résultats d’agglutination des hématies humaines (A, B, O, AB) par I’extrait brut

de notre plante ont été décrits dans le tableau suivant :

Tableau 09: L’agglutination des hématies humaines (A, B, O, AB) par ’extrait brut

d’Punica granatum.

Groupe sanguine | A O B AB
m

Punica +++ +++ +++ +++

granatum

+++ : Forte agglutination.
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Les résultats de tableau (09) montrent que la lectines d’Punica granatum estdonnée une
tres forte agglutination avec tous les hématies de systeme ABO.Alors nous pouvons
classer les lectines de Punica granatum dans la catégorie des lectines 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 G75 :

La chromatographie sur colonne de Sephadex G75 a été permise a fin de déterminer la
purification partielle de notre échantillon et extraire dans 40 tubes. Aprés, les fractions

ont été mesurées a 1’aide d’un spectromeétre a 280nm,

» Afin d’obtention des résultats de 1’absorbance par le spectrophotométre a UV

des fractions séparées de 1’échantillon, la courbe a été tracée (Figure 12).

2,5

280nm

1,5

Absorbance a A
=

0,5
\_J\‘ A

0 rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr1rrrr1rrrr 111111 T T1

1 3 5 7 9 1113 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39
Nombre de fraction

Figure 12: La courbe d’Absorbance de I’extrait Punica granatum aprés leur passage a

travers la colonne de Sephadex G75. Eluant : Tampon PBS (0.1 M, PH 7,4).

Volume de fraction : 5ml/tube.
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Volume d’extrait : 1 ml.
Absorbance : 280 nm.
La filtration des extraits de Punica granatum (figure13) sur colonne de Sephadex G75
et la lecture a 280nm a donné lieu a quatre pics dans la courbe :
» Un ler pic fort dans le 6éme fraction.
» Un 2éme pic faible dans la 20 éme fraction.
» Un 3éme pic plus faible dans le 34éme fraction.

» Un 4 éme pic faible dans le 39éme fraction.

D’aprés ce qui a été indiqué dans le chromatogramme, un test d’hémagglutination a été
réalisé sur les tubes correspond aux pics formés pour identifier I’existence des lectines

dans les fractions obtenues.

Tableau 10: résultats du test d’hémagglutination réalisé avec les fractions des pics

Obtenues apres chromatographie.

Fractions 6 20 34 39

Absorbance
Test

d’hémagglutination

33

(
.

'



Discussion




Discussion

DISCUSSION

Le nombre de travaux publiés sur les lectines a vu une grande croissancePrincipalement
grace a I’abondance des lectines dans tous les organismes vivants,accompagné d’une

certaine facilité de purification.

Au cours des dernieres années, les lectines ont été reconnus comme des sondesutiles pour
les enquétes structurelles des polysaccharides et les glucides complexes sur lasurface des
cellules, certaines lectines sont hautement spécifiques de certains groupesSanguins et
peuvent donc étre utilisés pour la détermination du groupe sanguin, elles sontaussi

utilisées dans différents domaines biologique et médical (Levene et al, 1994).

Le travail que nous avons réalise, rentre dans le cadre de chercher la présence de lectine

et aussi I’étude biologique des phytogglutinatinines qui sont les lectines.

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

Au début de temps nous avons testé I’existence de lectine au niveau de pelure du Punica
granatum, nous avons utilisé les hématies de lapin incubée avec 1’extrait bruts que nous
avons récupéré a partir de pelure de punica granatum a I’aide de solution tampon

(schéma 12).

Nous avons procédé a la chromatographie sur colonne etPuis ont effectué par des tests

biologiques.

Nous avons observé ’activité hémagglutinante de ’extrait P .granatum ont donné un
test positif,Ces résultats indiquent que Punica granatum contiennent effectivement des

substances a activité agglutinante sur les hématies.

Dans le but d’évaluer I’activité hémagglutinante des extraits de  plante nous

avonsreéalisé le test de limite d’hémagglutination.

Nos résultats ont montrées que 1’activité hémagglutinante de 1’extrait de punica

granatum a été de 1:12 (4096), dans une autre étuderéalisée sur la lectine EHL isolé a
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partir d’Euphorbia helioscopia, ’activit¢ hémagglutinante aété stabilisée dans une

concentration minimale de 15ug/ml (Shaista et al, 2014).

La plupart des molécules protéiques ne conservent leur activité biologique ou
leurcapacité fonctionnelle qu’a D’intérieur d’étroite limite de pH et de température
enparticulier (Cuq, 1992). Les températures élevées rompent les interactions faibles
quiStabilisent la forme repliée ou native d’une protéine et convertissent cette structure
en unétat dénaturé (Ringe, 2009). Les pH extrémes peuvent modifier la charge des
chaineslatérales d’acide aminé et rompre les liaisons ioniques et hydrogénes (Baltimore
et al, 1997).I’état dénaturé est généralement défini de maniére empirique soit par la
perte del’activité biologique ou biochimique de la protéine (Cuq, 1992). Cette
dénaturationentraine la perte totale ou partielle de I’activité biologique (Eckert et al,
1999).

L’extrait de punica granatum est stable a température 60°C pendant 30 min. Ce résultat
est accord avec la lectine de Pterocladiella capillacea est stable & 60°C pendant
30min.(Oliveira et al ,2002) ,Ce résultat indique que nos hémagglutinines sont tres

résistants a la température ( thermorésistant) .

Dans ’autre coté nos résultats ont montré que 1’extrait de Punica granatumaeté
stabledans la gamme du pH de 1 a8, il a perdu leur totale activité de pH 9 allautres
lectines comme celles du Euphorbia helioscopia pertes leur activitéd’hémagglutination
plus rapidement, elles restent actif dans un intervalle de pH de 6-8 (Shaista et al.,
2014).

L’effet inhibition sur I’activité d’hémagglutinante des lectines par les glucides est due
deleurs compétition avec les érythrocytes sur les sites de laissons de la molécule du
lectine. Ce qui interfére I’attachement de ces dernicéres sur la structure glucidique

présente a la surface des hématies (Daoudi et al, 2014).

Dans le but d’étudierla spécificit¢ de nos extraits vers une structure glucidique
particuliére, ona réalisé un test d’inhibition de 1’hémagglutination par des saccharides.
Sur le plan qualitatifCe teste a permis d’évaluée la spécificité de ces lectines aux

glucides et aussi pour identifierLe saccharide qu’on peut utiliser pour son purifications.

L’extrait punica granatum ne présentent aucune spécificitépour les saccharides testésce
qui résulte par la suite leur agglutination auxhématies.C’est résultats ont été similaires a

ceux des lectines purifiées a partir des graines dePhaseolus acutifolius (Valadez et al.

( 1
L 3° )
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2011), Par contre Astragalus monghlicus présentent unespécificité pour leD-galactose et
le lactose (Lam et Ng, 2011).

Pour étudier la spécificité de nos extraits a des hématies humaines et de trouver
unextrait spécifique a un seul groupe et par conséquent, leur utilisation comme nouveau

réactif,nous avons réalis¢ le test d’agglutination sur les hématies humaines (ABO).

L’extrait de punica granatum agglutineassez fortement tous les types de groupe
sanguins humains, Ce résultat est en accord avec lesétudes réalisées sur Geotrupes
stercorarius et sur Diplotaxis assurgens et Raphanus sativusqui ont la méme propriété
(Devi et al. 2014 ; Deekshaet al. 2015). Alors nous pouvonsclasser les lectines de
punica granatum dans la catégorie des lectinesagglutinent les érythrocytes de tous les

groupes sanguins humains, qui sont généralementdésignées comme non spécifique.

La filtration de I’extrait de punica granatum sur colonne de Sephadex G75 et la lecture a
280nm ont montrées un bon fractionnement d’extrait (pics séparées).dont
(Figurel3).Afin de confirmer la présence des lectines, carelles présentent une activité
hémagglutinante avec une amélioration de cette activité aprés laséparation par

chromatographie sur colonne.
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Conclusion et Perspective

Conclusion :

Le travail que nous avons réaliséentre dans le cadre de chercher la présence de Lectines

dans la pelure de la plante punica granatum :

e Nous avons extrait lectine a partir de pelure de punica granatum ce moléculeont
une activité agglutinante sur les hématies.

e Dr’autre part, I’extrait de punica granatum est thermorésistant, et stable dans la
gamme de ph neutre et acide, alcalin.

e L’extrait de punica granatum ne présentent aucune spécificité pour les
saccharides testés, donc qu’il n y a pas une affinité différente chez
lesmonosaccharides et les glycoprotéines.

¢ les lectines de punica granatum agglutinent tous les types degroupe sanguin.

Perspective :

Les résultats de ces travaux sont nombreux obtenus avec la plante encourageant la

poursuite des évaluations biologiques par Des tests biologiques :

Le test d’hémagglutination.
La limite d’hémagglutination.
L’effet de la température sur I’agglutination.

L’effet du pH sur 1’agglutination.

vV V V V V

Le test d’inhibition d’hémagglutination par des saccharides et des

glycoprotéines.

A\

Le test d’agglutination sur les hématies humaines ABO.

» L’extraction des lectines par la chromatographie sur colonne de Sephadex G75.
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Annexe

Annexe 01: Préparation du Tampon

e Préparation de la solution tampon phosphate di-sodique PBS (0,1M ; pH
7,4) Pour 5 litres.

Produit chimique Quantité
Disodium phosphate (Na2HPO4) 0,435¢g
Monosodium phosphate (NaH2PO4) 50
Chlorure de sodium (Na CI) 45 g
Eau distillée 5L

Annexe 02: Préparation des saccharides.

e Préparation des saccharideset glycoprotéines.

Sucre/glycoprotéines Na ClI

01g 1ml

Annexe 03 : Préparation du NacCl.

e Préparation du NaCl 0,9 M :

NaCl Eau distillée

0,99 0,1L
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Annexe 04 : les Résultats de I’absorbance de 40 fractions.

e Préparation des 40 fractions.

Tableau 11: Résultats de 1’absorbance de 40 fractions obtenues apres la purification

partielle des Protéines par chromatographie sur gel d’exclusion Séphadex G75.

Fraction absorbance fraction absorbance
1 1 21 0.060
2 1 22 0.060
3 1 23 0.052
4 1 24 0.045
5 1 25 0.046
6 2.182 26 0.046
7 1.319 27 0.046
8 0.783 28 0.046
9 0.489 29 0.046
10 0.319 30 0.037
11 0.195 31 0.036
12 0.167 32 0.036
13 0.149 33 0.043
14 0.105 34 0.078
15 0.092 35 0.034
16 0.067 36 0.044
17 0.080 37 0.038
18 0.073 38 0.052
19 0.061 39 0.149
20 0.207 40 0.039
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Résume
Les lectines sont une famille de protéines polyvalentes et polyvalentes et de glycoprotéines de nature non

immunogene qui se lient de maniére spécifique, non covalente et réversible aux fractions glucidiques.
L'objectif de cette étude est de rechercher les lectines présentes dans les écorces de la plante médicinale
(Punica granatum) a travers le test d'agglutination et I'étude biologique de ses différentes propriétés afin de
rapporter le pH approprié, la stabilité thermique, les interactions avec les sucres et avec l'activité
d'’hémagglutination ABO. Puis broyage, trempage dans du sérum physiologique, détection qualitative et
quantitative, agglutination avec du sang de lapin, double dilution, puis passage en chromatographie verticale.
L'activité d'agglutination de I'extrait (Punica granatum) avec du sang de lapin a montré une intensité
d'agglutination estimée a (1/14096) et ces lectines ont montré une activité d’hémagglutination avec tous les
groupes sanguins (il a été donné une sélectivité élevée avec tous les groupes sanguins AB, A ,B ,0) pour le
traitement thermique I'agglutination a été dans les deux La température est (20°, 40°, 60° , 80° ,100°) mais la
température optimale est (60) (aprés une période d'incubation de 30 minutes) .

Extrait de lectines (Punica granatum) a différents pH pendant une heure Avec cela, l'activité agglutinante
optimale est (Ph=13 et Ph=1,31) ci-dessous caractérisée par un pH acide et alcalin (aprés une période
d'incubation de 30 minutes).

Dans le test d'inhibition avec différents glucides, aucune inhibition n'a été montrée

L'application de la chromatographie verticale a I'aide de Sephadex G75 en a donné un 4 pic élevé.

Mots-clefs : Lectines, extraction, activité d'hémagglutination, plante médicinale, sucres, glycoprotéines,

systeme ABO, inhibition.
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