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Résumé

Les lectines sont des protéines ou glycoprotéines ubiquitaires d'origine animale ou végétale.

Notre recherche est basée sur des études d'extraction de différentes propriétés et spécificités des
lectines contenues dans des plantes médicinales Ocimum basilicum, Salvia officinalis,et Salvia

rosmarinus par des tests d'agglutination et leurs études biologiques.
L'extraction a été faite par broyage et maceération dans une solution tampon.

L'extrait du Ocimum basilicum montre une tres forte agglutination vis-a-vis des globules rouges

de lapin.

Les résultats montrent que les extraits Ocimum bacilicum agglutinent avec tous les types du

groupe sanguins humain ABO.

Traitement thermique les lectines de ce type especes gardent leur activité d'agglutination lors

de leur exposition a différent gammes de traitement thermique De 40°Cjusqu'a 100°C.

Hémagglutinante des lectines de Ocimum basilicum reste stable de pH égale 7 Sauf avec (pH

3,4,6,9 (Montrent une absence d'agglutination.

Les tests d'inhibition avec différents monosaccharides montrent que L'extrait de basilic
d'Ocimum a été inhibé par le fucose. Par contre une absence d'Inhibition avec les autres sucres

(Maltose, lactose, Mannose, cellobiose, fructose, sorbitol, Mannitol).

La purification sur colonne de Sephadex G-50 a montré un deux pics.

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

Monosaccharides, protéines.



Abstract

Lectins are ubiquitous molecules proteins or glycoproteins found in animal or plant origin.

Our research is based on studies of the extraction of different properties and specificities of
lectins contained in medicinal species such as Ocimum bacilicum, Salvia officinalis, and Salvia.

rosmarinus, through hemagglutination tests and their biological study.
The extraction was done by grinding and maceration in a buffer solution.

The extract of Ocimum basilicum shows a very strong agglutination towards rabbit red blood

cells.

The results show that the extracts of Ocimum bacilicum agglutinate with all types of human
ABO blood groups

Lectins of this species retain their agglutination activity when exposed to different ranges of
heat treatment from 40°C to 100°C .

Agglutination of Ocimum bacilicum lectins remains stable at pH 7, except at pH 3, 4, 6 and 9,
whichh show an absence of agglutination. Different monosaccharides were tested for inhibition,
only basil extract of Ocimum was specifically inhibited by fucose, while there was no inhibition
with the other sugars such as maltose, lactose, mannose, cellobiose, fructose, sorbitol, and

mannitol.

The purification of the extract using a Sephadex G-50 column showed two peaks.

Keywords: Lectins, Extraction, Hemagglutination, ABO system, Inhibition, Monosaccharides,

Proteins.
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Liste des abréviations

KDA: kilodalton,: c'est une unité de mesure de la masse moléculaire des protéines.
PHA: polyhydroxyalcanoates

Ac: Anti corp

GR: Globule rouge

ABO:systéme sanguine humain
PBS: phosphate buffered saline
PH = potentiel Hydro isoélectrique
HA: hémagglutination

Abs: absorbance

MI = Microlitre

mM: millimolaire

BSA: Bovine serum albumine

EB: Extrait brut

Fuc: Fucose

Mg /ml = Milligramme/ Millilitre



Liste des Tableaux

Tableaux Titre Page

01 Liste des lectines végétales (AU Hivrale, AG Ingale, 2013) 01
Historique de decouverte des lectines (RAMATA NADIO Pour
obtenir le Grade de Docteur en Médecine <2010:étude de 1’activité

02 hemagglutinante des lectines isolées des graines de Abrus | 04
precatorius.L  «cult¢ de Médecine, de Pharmacie et d’Odonto-
Stomatologie).

03 Les groupes sanguins (Traoré Oumoul ;2002) 12

04 La spécifité des lictines aux groupe 14

05 Classification de I'ocimum basilicum (Balakrishnan P, 2018) 16

06 Méthode préparation des plantes 17

o7 L'agglutination des hématies du lapin par I'extrait brut de ocimum -
basilicum, salvia officinalis, salvia rosmarinus

08 L’activité de la limite d’hémagglutination d’ocimum basilicum. 26

09 Tableau09 : I'agglutination des hématies humaines par de ’extrait 97
brut Ocimum basilicum.

10 Inhibition de I’activité d’hémagglutination par des sacchardies 28

1 L’effet de la température sur I’activité¢ hémagglutination de 1’extrait 29
Ocimum basilicum

12 L’effet du PH sur I’activité hémagglutinante de I’extrait d’ocimum 30

basilicum




13

Résultats de 1’absorbance de 52 fractions obtenue par la

chromatographie sur gel d’exclusion Sephadex G50.

31

14

Reésultats du test d’hémagglutination réalisé avec les fractions des

pics obtenues apres chromatographie.

33




Liste des figures

Figure

Légende

Page

01

Représentation graphique d’un monomere de concanavaline A

de Canavalia en isiformis en complexe.

(Christelle Breton, Lenka Snajdrova, <2016 <Structures et
mécanismes des glycosyltransférases Glycobiologie 16 (2), 29R-
37R )

02

Réprésentation graphique d’un trimeére d’hémagglutinine du
virus Influenza en complexe avec I’acide sialique. (code PDB
1HGF). La représentation de la protéine est analogue a la figure
1. (Christelle Breton, Lenka Snajdrova, <2016 «Structures et
mécanismes des glycosyltransférases Glycobiologie 16 (2), 29R-
37R).

03

Agglutination Comme on le voit dans la partie gauche du
schéma, l'agglutination est le résultat de liaisons croisées entre

les cellules par les lectines;

acques(MIEGE,2023 « LECTINES », Encyclopadia Universalis
,URL, https://www.universalis.fr/encyclopedie/lectines/2-

structure-et-proprietes/#quote-apa)

10

04

structure des Antigénes de groupe sanguins du systeme ABO
(https://docplayer.fr/12557601-Chap-4-les-groupes-

sanguins.html)

13

05

Test d'aglgutination

20

06

Détermination de ’activité d’agglutination

21



https://www.universalis.fr/encyclopedie/lectines/2-structure-et-proprietes/?fbclid=IwAR1EHel53GbP5d5-oFqwwSpNz-cAiOtbs2RMXhOs7HKH-dpMRMVCc81YiLc#quote-apa
https://www.universalis.fr/encyclopedie/lectines/2-structure-et-proprietes/?fbclid=IwAR1EHel53GbP5d5-oFqwwSpNz-cAiOtbs2RMXhOs7HKH-dpMRMVCc81YiLc#quote-apa
https://docplayer.fr/12557601-Chap-4-les-groupes-sanguins.html?fbclid=IwAR0719wtqULXo7Cj6kjRKLxrawYxEaplCmRv0FBj7VKidmk23VF2LOMbKTY
https://docplayer.fr/12557601-Chap-4-les-groupes-sanguins.html?fbclid=IwAR0719wtqULXo7Cj6kjRKLxrawYxEaplCmRv0FBj7VKidmk23VF2LOMbKTY

Méthode de test d'hémagglutination sur les hématies humaines

07 22
ABO

08 Méthode pratique: Effet de la variation de température sur la ’3
stabilité de la proteéine.

09 . Effet de la variation de pH sur I’activité protéique 23

10 La courbe de filtration de 1’extrait d’ocimum basilicum sur 3
colonne sephadexG-50.

11 La gamme d’étalonnage de BSA. 42




Liste des photos

Photos Titre Page
01 Ocimum basilicum( https://www.webteb.com/articles. 16
02 I’extraction des lectines a partir des plantes médicinale. 18
03 la centrifugation des extraits des Toits plantes 18

médicinales.
04 Les trois extraits apres la centrifugation 18
05 préparation des hématies de lapin et ABO. 20



https://www.webteb.com/articles?fbclid=IwAR358Q4XZrqtJTPXcgcQU4XWOCArWz2sQKJ296r_Y9GzqPZGmQtzBZOTeu0

Sommaire

INTFOAUCTION ...ttt b et e b et bbbt e s neeneas 1
Section 01 : Etude bibliographique
Chapitre 01 : Généralité sur les lectines
I D 14T o ISP 3
2= HISTOTIQUE ...ttt bbb bbbttt et et e bbbttt 3
312 STrUCLUIE dES IECTINES ... .c.viieiieieeiee bbb 5
3-1 - Les lectines 185 PIUS SIMPIES.......ooeiiiiieiie e 5
3-2- TransSmembBranaireS IECHINE ........cviiiieiere et 7
4-La classification de lectine de plante ..o 7
4-1-Le nombre de chaine polypeptidiQUE.........cc.coveieeieiiieii e 7
I I VT [<Tod 1] T TSP 7
A-T1-2-HOIBCHING ...t bbbttt ettt bbbt b e ene e neas 8
O R O 011 1= 0] (=T od 1] TSRS 8
5-Speécificité et affinité des IECHINES ........ccvciiiiiieice e 8
5-1-la spécificité et affinité via & vis 1€S gIUCIARS ........ccooeiriiiiiiee e 8
5-2-les lectines qui reconnaissent les oligosaccharides SPECIfiqUE .........ccvevveiveieicieieeie e, 9
B-LeS Propri€tes S TECLINES ....c..ouiiiiieiieieee et 9
B-1-112HSON QUX SUCTES ... veviteitietietiesie ettt sttt bbb bbbt e et e bbbt ne e s e e 9
6-2- agglutination des CEHUIES. .........cviiiee e 9
6-3-Stimulation lymphoCYtIQUE..........oivviiiie e 10
6-4-Stimulation de cellules VEQELAIES............covviiiiiiieeeee e 10
7- Utilisation des IECTINES ......coviiiiiieiese e 11
8- Intérét des lectines pour 'hOmme.........ccoovvieiiiiiiiiiienic e 11
Chapitre 02 : Le systeme ABO
1/ Historique des systémes de groupes SANQUINS.........cccecverereeeereereereesiesesessessennens 12
2/ Le SYSIEME ABO ..ot 12



3/ SErUCTUIE CRIMIQUE ..ttt bbbt 13

4/ Lectines spécifique des groupes SANQUINS...........coveieerieiieieeieesreesteesreseesre e sreesreeseesseesres 13

Chapitre 03 : Les plantes médicinale

1- Généralité sur les plantes MEdICINAIES ..........coooiiiiiiiiiice e 15
2- Présentation d'ocimum basiliCum ............cccviviiiiiiieicsccc e 15
3- Description de ocimum DaSHICUM ..........cccveiiiiiiiece e 15
4- Classificationd'oCimumbasHICUM.........c.ooiiiiiiiiii e 16
5- L'utilisation traditionnelled'ocimumbasilicum ...........ccccoooiiiiiiniiieneee e 16

Section 02 : Etude Biologique

I-Matériel et méthodes

Partie 01 ;

VLT 4 - SO RUR PR PRPRRR 17
1-1 Le MAteriel VEGALAL .........cc.oov ittt 17
1-2 Le Materiel BIOIOQIQUE ........ccveiiiieiiee et 17
2-MBLNOUE ...ttt bbbt r ettt et bt n e nes 17
2-1 Préparation deS PIANTES ........cveieieierie ettt 17
2-2 EXraction des PIANTES ......cc.eiiiieiee e 17

Partie 02 ;

3-Test d'NemMaggIUtINALION .........oiiiiieeeee e 20
4-Test limite d'hémagglutination............cooeiviiiiie s 21
5-Test d'hémagglutination sur les HEMatieS ABO .........cceiiveveiiieiieie e 21
6-Test d’inhibition d’hémagglutination par des SaCCharides.........c.ccevvrvereiieeriverese e 22
7- L’effet de Température sur I’hémagglutination.............cccocoveviiiiiiiienc s 23
8-L’effet de pH sUr ’hémagglutination ............ccoceiveiiiiiiieni e 23

9-L’extraction des Lectines par la chromatographie sur colonne de séphadex G-50 ............. 23



9-1-Préparation de 12 COIONNE ..o 23

9-2- La Séparation des lectines a partir des extraits brutS.............ccccveveiieiie e, 24
9-10- la SPectrophotOMELrIe @ UV .......coiiiiiiiiee e 24
10- Dosage des protéines des extraits bruts et purifiés de lectines ..........cccoeevvveveiieveeenene, 24

II-Résultats et discussion
Les Résultats des €tudes DIOIOGIQUES .......c.oiviiiiiiieieiesiese et 25-31

L’extraction des Lectines par la chromatographie sur colonne de séphadex G-50.............. .31

D10 1T: o [P P P UPTTTPRRO 33
CONCIUSION B PEISPECLIVES .....veeuveeiieiteeie ettt ettt te e te s et e e e s re e teenaesnaesteenneanes 35
Références bibliographigUES ........cc.ooiiiiiii e 36



Introduction

Introduction

Les lectines sont des protéines ou des glycoprotéines d'origine virale, bactérienne,

végétale ou animale, pas d'activité enzymatique et non synthétisées par un systéme immunitaire,
(RAMATA NADIO, 2010).

Lectines sont supposées étre multivalentes et que la spécificité résulté largement les

terminaisons monosaccharides. Certaines lectines vegétales peuvent agglutiner divers groupes

sanguins d'érythrocytes et sont donc appelés phytohémagglutinines

Les lectines sont des protéines de liaison aux glucides, que I'on trouve dans La plupart

des plantes, en particulier les graines et les tubercules comme les céréales, les pommes de terre

et les haricots (Iégumineuses). Quelques lectines :

Tableau 01 : Liste des lectines végétales (AU Hivrale, AG Ingale, 2013)

Lectin icon Lectin name Source

ConA Concanavaline A Canavalia ensiformis
GNA Snowdrop lectin Galanthus nivalis
RCA ricinus communis Agglutinine Ricinus communis
AlL Jacalin Artocarpus integrifolia
WL Hairy veth lectin Vicia villosa

WGA Wheat Germ agglutinin Triticum vulgaris
SNA Blderberry lectin Sambucus nigra
MAL Maackia amurensis leukoagglutinine Maackia amurensis
MAH Maackia amurensis hémoagglutinine Maackia amurensis
UEA Ulex europaeus agglutinine Ulex europaeus

PNA Peanut agglutinin Arachis hypogaea
LCH Lentil Lectin Lens culinaris
GalPhl Galactose specific lectine Phaseolus lunatus
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ManPSL Mannose specific lectine Pisum sativum
GaLDBL Galactose specific lectine Dolichos biflorus
GalCal Galactose specific lectine Caragana arborescens

Les recherches actuelles ont également montré I'extraction de lectines a partir de sources

animales. Traditionnellement, ils ont été utilisés comme réactifs d'histologie et de transfusion

sanguine. Les lectines peuvent Etre toxique, inflammatoire, (Ravi Prakash Mishra, Aijaz
Ahmad Ganaie <2016).

L’étape Importante dans 1’histoire des hémagglutinines est la découverte que certains

d'entre eux agglutinaient les globules rouges appartenant uniquement a un groupe sanguin

donné (systeme ABO) sans affecter les cellules Sanguines des autres groupes (Nathan Sharon,

2007).

Le but principal de notre étude est de poursuivre les travaux sur ces lectines pour

Déterminer leur spécificité d’agglutination sur les groupes sanguins dans des especes

médicinale Ocimum basilicum.



Chapitre 7 : généralité
sur les lectines
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-1-Définition

Les lectines sont des protéines ou glycoprotéines d'origine non immunologique (Jodo

Ronielly Campelo Araujo, 2020).

Dans la nature, les lectines sont des protéines largement dispersées qui reconnaissent et
se lient sélectivement aux glucides et aux glycoconjugués via des liaisons réversibles au niveau

de sites de liaison spécifiques (Mohsen Nabi Afjadi, Morteza Heydari, 2022).

Capable d'agglutiner les cellules ou de précipiter des complexes glucides, sans avoir
aucune activité enzymatique vis-a-vis de leurs ligands glucidiques. Les lectines forment une
famille hétérogéne de récepteur Qui reconnaissent certaines structures oligosaccharides Et
jouent un réle majeur dans les processus des interactions Entre les cellules (Rémy Loris Thomas
Hamelryck, 1997).

Généralement, les lectines sont des glycoprotéines contenant composée de sous-unités
dont la masse moléculaire varie de 25 a kDa, disposés en dimeres ou tétrameéres, et existant sous
forme 35 plusieurs isoformes partageant des propriétés biochimiques similaires (Sakeena
Qadir,et al,2013) . Les lectines sont omniprésentes, étant détectées a la fois dans les systémes

procaryotes et eucaryotes . (E.konozy ;makarim et al ,2022).

2-Historique

Vers la fin du XIXe siecle, des preuves ont commencé a s‘accumulent pour la présence
dans la nature de protéines possédant la capacité d'agglutiner les érythrocytes.
-De telles protéines étaient appelées hémagglutinines ou phytoagglutinines, car On les trouvait
a l'origine dans des extraits de plantes.
- En1954 Boyd et Sharpleigh ont inventé le terme ,,Lectin", dérivé du mot latin" legere" signifie
cueillir, choisir ou sélectionner.
-Dans les années 1960. Il est devenu évident que ces protéines agglutinaient également d'autres
types de cellules et que nombre d'entre elles étaient spécifiques au sucre (Nathan Sharon, Halina
Lis, 2004).
- Jusqu'au début des années 1970, bien que la présence de lectines ait été signalée dans de
nombreux organismes surtout dans les plantes, seules quelques-unes d'entre elles avaient été
purifiées, et presque toute la purification était réalisée par des techniques conventionnelles telles
que la cristallisation induite par le sel, I'éthanol précipitation, chromatographie échangeuse

d'ions et filtration sur gel (Ravi prakash Mishra et al ; 2016 ).
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-La premiére lectine de I'animal la source, qui s'est révélée spécifique d'un sucre (L-fucose),
provenait de I'anguille. (Ravi Prakash Mishra et al, 2016).
- Les lectines se trouvent dans presque toutes les plantes comestibles et I'exposition des hommes
et des animaux aux lectines est inévitable.
- La majorité des lectines végétales sont présentes dans les cotylédons des graines, ou elles se
trouvent dans le cytoplasme ou elles peuvent certaines lectines telles que « ricin » et également
étre présent dans les corps protéiques, «abrin » sont hautement toxiques (Ravi Prakash Mishra,
Aijaz, 2016).

L'étape importante dans I'histoire des hémagglutinines est I'a découvert que certains

d'entre eux agglutinaient les globules rouges appartenant uniquement a un groupe sanguin

donné (systeme ABO) sans affecter les cellules sanguines des autres groupes (Nathan Sharon,

2007).
Tableau02 : Historique de découverte des lectines (RAMATA NADIO, 2010).
Année Auteurs Découvertes
1884 Warden&Waddel/Bruyllan Toxicité de la graine d’abrus precatorius
t&Venneman

1886 Dixon Toxicité de la graine de Ricinus communis

1888 Stillmark Af:t_lVlte hemaggl_utmante de la graine de
Ricinus communis

1890 Erlich Utilisation (_Jle I'abrine et la ricine dans les
recherches immunologiques

1891 Hellin Activité hemag_glutlnante de la graine de
Abrus precatorius

1897 Elfstrand Introduction du terme d"hemagglutinine

1902 Landsteiner La réversibilité de I'hnémagglutination par la
chaleur

1902 Kauss L |n,h|b|t|on dg I activite hémagglutinante par
le sérum non immunitaire

1907 Landsteiner & Raubitschek Act|V|te_ Hémagglutinante dans les plantes
non toxiques
La spécificité des espéces de plantes a

1908 Landsteiner & Raubitschek | hémagglutinines.
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1909 Landsteiner L lnhl_bltlon de Iactl_\/lte hemggglutlnante par
un traitement thermique de sérum
Isolement et cristallisation de la

1919 Sommer Concanavalina A (Con A)

1926 Marcusson-Begun/Siever Appll(_:atlon des lectines sur les groupes
sanguins

1947 Boyd,Reguera/Renkonen Spemflute_g_roupe de sang des plantes a
hémagglutinines

1949 Liener Toxmj[e des hémagglutinines de Phaseolus
vulgaris

1949 Jaffé Inactivation Thermlgue des héemagglutinines
de Phaseolus vulgaris
.L'inhibition de lectines par les sucres simples

1952 Watkins et Morgan Démonstration avec I a_|de de lectines que les
sucres sont des déterminants de groupe
sanguin

1954 Boyd et Sharpleigh Introduction du terme de lectine

1960 Nowell La stlmula_ltlon mitogénique des Iymphocytes
par la lectine de Phaseolus vulgaris

1965 Agrawal et Golstein Chr_o_mat_ograpme d ‘_"lff'n'te pour la
purification des lectines

1966 Boyd Lectines dans les algues

1981 Reinsner et al. L'utilisation de lectines dans les greffes de
moelle osseuse

1990 Yamauchi et Minamikawa Elxpress[on _de Co_n A dans les cellules
d'Escherichia coli

3- La structure des lectines

D'un point de vue structurel, les lectines sont divisées en trois classes principales selon

leur topologie.
3-1 Les lectines simples

Ces lectines sont formées de plusieurs monomeres (pas forcément Identiques), dont la

masse moléculaire généralement n'excéde pas 40 kDa.

Cette classe contient pratiquement toutes les lectines végétales, les lectines bactériennes

solubles et les galectines, une famille de lectines animales spécifiques pour le galactose.
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Figurel : Représentation graphique d’un monomére de concanavaline A de
Canavalia ensiformis en complexe(. Christelle Breton, Lenka Snajdrova, <2016).

Avec le trimannoside (code PDB 1CVN). La protéine est représentée par un ruban jaune
pour les brins B, un ruban rouge pour les hélices o et un fil pour les autres zones. une

représentation en batons est utilisée pour le sucre et en boule pour les cations.
Les lectines en mosaique

Ce groupe comprend diverses protéines provenant de diverses sources (virus, animaux).
Il s'agit de molécules complexes qui sont composées de plusieurs types de modules ou
domaines, dont un seul posséde le site de liaison (Lenka SNAJDROVA, 2006).
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Figure02 : Réprésentation graphique d’un trimére d’hémagglutinine du virus
Influenza en complexe avec ’acide sialique (code PDB 1HGF). La représentation de la
protéine est analogue a la figure 1(. Christelle Breton, Lenka Snajdrova, 2016).

3-2Transmembranaires lectines

Les structures plus complexes : (Type C, type I, type P, toxine AB5) Peuvent posséder

plusieurs domaines Sont appelées "mosaiques "ou "multidomaines".

-Enfin, des lectines participant a des assemblages macromoléculaires ont été identifiées dans
des pili (adhésines fimbriales), ou des flagelles de bactéries . (Nabi-Afadi et al. 2022 .)

4-Classification des lectines

Plusieurs classifications de lectines ont été proposées dont nous avons pu distinguer

plusieurs types majeurs selon les facteurs pris en considération:
4-1-Le nombre de chaine polypeptidique

4-1-1 Merolectines

Sont protéines qui sont composé uniquement d'un seul glucide domaine de liaison. Ce

sont des petits polypeptides uniques
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-Une protéine de nature monovalente incapacité a précipiter ou a agréger les glucides

complexes Cellule. (Willy J.Peumans, Van Damm 1995).
4-1-2 L’hololectine
Ce compose également exclusivement :

- Domaine lie a la vitesse, mais contient deux ou plusieurs de ces - réseaux identiques ou trés

similaires.

Ce groupe constitué de lectines avec plusieurs sites de liaison et, par conséquent, est

capable d'agglutination ou de précipitation cellulaire glycoconjugué.
Les lectines végétales sont des hololectines car elles agissent comme agglutinine.
4-1-3 Chimérolectine

Ce comporte sous forme de mérolectine ou d'hololectine .(illy J. Peumans:. Van Damm
1995.)

Agit indépendamment du site de liaison. Les chimérolectines se comportent comme les

mérolectines en fonction du nombre de liaisons glucidiques (exemple : chitinase classe ).

Ou comme des hololectines (exemple : type 2-Rip Ribosom inactivating Proteine :

Protéine Inactivant les ribosomes comme la ricine) .(illy J. Peumans:. Van Damm 1995.

5-Spécificité et affinité des lectine

5-1-Spécificité et affinité vis-a-vis les glucides

Les lectines se lient a ces glucides et sont essentielles pour traduire les informations

codées en fonctions et processus biologiques. (Felix obolaBirgit Wiltsch,2022).

Se lient de maniére réversible a des glucides spécifiques et sont ensuite divisées en 25
sous-familles (Sushma Naithani ,Sneha Sudha Komath, 2021.)

Plusieurs groupes de lectines végétales se lient aux sucres simples comme le glucose, le

mannose ou le galactose, ils ont généralement des affinités beaucoup plus élevées pour
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oligosaccharides qui ne sont pas courants dans les plantes (Arpad Pusztai and Susan Bardocz
2005).

5-2 Lectines qui reconnaissent les oligosaccharides spécifiques

Des glycopeptides et des oligosaccharides de type N -acétyllactosaminique ou
oligomannosidique dérivés de glycoprotéines contenant la liaison N -glycosylamine ont été
utilisés pour définir la spécificité de différentes lectines (concanavaline A, agglutinine de Lens
culinaris , agglutinine de Vicia faba).

-Glycoprotéines possédent une plus grande affinité pour les lectines que les
oligosaccharides apparentés pourraient s'expliquer par le fait que la liaison glycane-acide aminé
conduit a des structures plus rigides que celles des oligosaccharides eux-mémes mémes (Debray
H, Decout D, 1981).

6-Propriétés de lectines

6-1 Liaison aux sucres

Précipitation des polysaccharides et des- glycoprotéines agglutination spécifique des

globules rouges selon le groupe sanguin (Emadeldin Hassan ; E Konozy, Makarim EI- <2022).

C'est typiquement des protéines tres stables dans diverses conditions physico-chimiques
telles que la température, le pH et les conditions dénaturantes (Emadeldin Hassan E. Konozy
«2022).

Elle est spécifique et propre a chaque lectine de sorte que la connaissance du sucre

spécifique conditionne la mise en évidence de I'activité lectine) Jacques MIEG, 2023).

6-2 Aqgaglutination des cellules

C'est la manifestation la plus visible dont les lectines interagissent avec les cellules, pour
cela Les lectines doivent avoir au moins deux sites de reconnaissance et de liaison avec les
saccharides de surface sur des cellules animales ou autres (bactéries, virus, mycoplasmes,
champignons...), les lectines monovalentes a un seul site de reconnaissance ne provoquent pas

I'agglutination (Jacques MIEG, 2023).
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S saccharide

L lectine

Figure 03: Agglutination Comme on le voit dans la partie gauche du schéma,
I'agglutination est le résultat de liaisons  croisées entre les cellules par les

lectines ;(Encyclopadia Universalis France).

6-3 Stimulation lymphocytigue

Une des propriétés les plus étonnantes est capacité a convertir de petits lymphocytes
sanguins en cellules plastiques. (Lymphoblastes munis d'un noyau volumineux entrant

rapidement en mitose).

Cette transformation lymphoblastique résulte du pouvoir mitogéne des lectines, mais en
général. 1l ne s'exerce que sur les lymphocytes T (fabriqués par le thymus <I'agglutination des
cellules, L'activitée mitogene «stimulation lymphocytaire)

Les effets mimétiques des hormones, l'inhibition de la croissance des cellules
cancéreuses( A. Meite, K.G. Kouame 2006).

6-4 Stimulation de cellules végétales

Un effet mitogene a été observé dans d'autres conditions, par exemple, dans le contrdle
des divisions cellulaires au debut de la germination (exaltation de la croissance des racines

d'oignon sous I'action de la PHA du haricot).

La concanavaline A et les PHA stimulent également germination in vitro des grains de
pollen en raccourcissant la période d'incubation qui précede I'émergence des tubes polliniques.

10
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-Les PHA auraient un réle dans I'orientation des microtubules qui participent a la formation du
fuseau mitotique. (Jacques MIEGE 2023).

7- Utilisation des lectines

En_Canceérologie : Des études ont démontré que les lectines végétales extraites des

feuilles et des graines ont des propriétés anticancéreuses, telles que I'activité antimigratoire, et
antimétastatique, ainsi que des propriétés antinéoplasiques/antitumorales, telles que I'activité
antiproliférative et cytotoxique, contre les cellules cancéreuses de différents types. (Maria Carla
Santana De Arruda, M.C.S et al. 2023).

- les biologistes et les cliniciens du cancer a utiliser les lectines comme nouveaux

médicaments antitumoraux potentiels a I'avenir (Fu LL, Zhou CC «2011).

En Biologie cellulaire : Les interactions glucides-protéines forment la base d'une variété

de mécanismes nécessaires aux processus physiologiques extracellulaires .et intracellulaires,
comme l'adhésion cellulaire, la communication intercellulaire, la signalisation et le transport,

et le repliement des glycoprotéines.

Le Systéme Immunitaire et |’immunostimulation : Par détection de fragments

glucidiques endogénes, les lectines sont impliquées et associées a I'embryogenése, au
développement et a la régénération des tissus et a la régulation des fonctions du systéeme
immunitaire (Alina P. Filshteinl, 2023).

Dans le systtme immunitaire, la variation et le ciblage des protéines vers les
compartiments cellulaires et, également, Dans les mécanismes de défense de I'hote,

I'Inflammation et les métastases (Mohamed Ali Abol Hassan et al , 2015).

8-Intérét des lectines pour I’Homme

Les roles des lectines végetales qui peuvent cibler les voies de mort cellulaire

programmées dans la pathogenése et la thérapeutique du cancer. (FuLL ,Zhou CC,2011) .

Les lectines sont cruciales dans la spécificité de la reconnaissance moléculaire dans divers
processus physiologiques , et sont déja considérées comme un standard pour déterminer

I'Interaction protéine-glucide .(Alina P. Filshteinl, 2023).

Chez I'numain, quelques lectines reconnaissent de maniere spécifique certains groupes

sanguins (Sylvie Faucher, 1989). ,
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Chapitre 2 Le systétme ABO

1-Historique des systémes de groupes sanguins

En 1900 le médecin karl Landsteiner découverte de I'agglutination des hématies par les

sérums, ainsi, il a identifié les deux antigenes A et B et leurs anticorps respectifs.

En 1924, Bemstein a expliqué la transmission héréditaire selon les lois de Mendel des
facteurs de groupes sanguins (Ramata. N, 2010).

2-Le systeme ABO

Le systeme ABO est trés important pour les transfusions sanguines et les transplantations
d'organes (kacem et al., 2012), 1l est le plus important de tous les systémes de groupes sanguins

sur le plan clinique (Sultan et al, 1996).

Le systeme ABO se définit par la présence ou l'absence des antigénes et des anticorps

naturels spécifique sur les globules rouges ou dans le plasma (Prisca vignon Gancadja, 2019).

La présence sur les hématies d'un Ag exclut la présence dans le plasma de I'AC qui lui
correspond, exemple : si, dans le sang d'un humain, les globules rouges sont porteurs de
I'antigéne A, le plasma ne peut pas posséder d'anticorps anti A. Sinon la réaction antigéne-
anticorps provoquerait une agglutination (Rame et Naccache, 2001).

Le systeme des groupes sanguins ABO, est classé en quatre groupes sanguins principaux :

A, B, O (absence d'Ag A et B), AB (Traoré Oumou, 2002).

Tableau 3 : Les groupes sanguins (Traoré Oumoul ,2002)

) Anticorps
Groupe ABO Antigene présent
Present
A A ANTI -B
B B ANTI-A
AB AETB AUCUN
@] AUCUN ANTI-A ET ANTI-B
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3-Structure chimique

La nature biochimique des antigénes de ce systéme est glycolipides. Les déterminants

antigéniques sont des sucres terminaux que reconnaissent les anticorps spécifiques, en effet :

> L'antigéne A est defini par I'alpha-N acetyle-galactosamine.
>  L'antigéne B est définie par le D-galactose.

> L'antigene O (ou H) est défini par le-fucose (M. Adama TRAORE, 2018).

Sucres possibles a la surface de I'érythrocyte :

Aucun antigéne (Groupe O
Antigéne B (Groupe B)

- aucun sucre
- un galactose
- une N-acétyl-galactosamine

4

v

v

Antigéne A (Groupe A)

-N-acétyl-galactosamine » Antigéne A
+ 5 (Groupe AB)
galactose Antigéne B

Figure04 : structure des Antigénes de groupe sanguins du systeme ABO
(https://docpIayer.fr/12557601-Chap-4-|es-groupes-sanguins.html)

4-|_ectines spécifigues des groupes sanguins

Des nombreuses lectines agglutinent les globules rouges, des fois avec une spécificité de
groupe sanguin (Ramata, 2010).
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Le systeme ABO

Tableau 04 : La spécifité des lictines aux groupes sanguins (Doumbia ;2004)

Spécificités Plante
Anti-A Phaseolus limensis
Anti-Al Dolichos biflorus
Anti-B Ptita plumosa
Anti-A+B Cotalaria striata
Anti-H Lotus tetagonolus
ulex europaeus
Anti —-M Iberis amaras
Anti-N Vca graminea

14
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Chapitre 3 Les plantes médicinales

1-Généralité sur les plantes médicinales

Les plantes medicinales sont définies comme des plantes qui ont une activité
pharmacologique pouvant conduire a des utilisations thérapeutiques (Bubulka, 2007), cela est

dd a la présence certaines substances actives, dont la plupart affectent I'organisme humain.

Ce sont des plantes qui ont deux origines, les plantes spontanées (sauvages) et les plantes

cultivées. (Bennour hasna, 2022).

En médecine traditionnelle, les plantes médicinales sont des ressources précieuses pour
la grande majorité de la population rurale en afrique, donc, plus de 80% de cette population
I'utilise pour assure leurs soins de santé (Camara A.k, 2022).

2-Présentation d’ocimum basilicum

Ocimum basilicum est connu sous le nom "basilic", le terme basilic vient du grec
basilikom qui signifie plante royale (khamouli, 2007). C'est une plante herbacée annuelle
originaire d'Asie, I'Amérique et I'inde (khoualdi imen, 2018), appartient a la famille des
lamiacées (labiatae), largement utilisé comme herbe culinaire dans la cuisine (M.ismail, 2006),
De plus cette plante est utilisée en médecine traditionnelle pour traites un large éventail de
maladies (Arashi khaki, .2011).

3- Description d'Ocimum basilicum

Le basilic est une plante aromatique, sa culture a besoin d'un climat chaud et ensoleillé,

d'un sol riche en matieres organiques (Dupont, F. et al., 2012).

¢ Les tiges : est droite et ramifiée, pouvant atteindre 50 a 100 cm de hauteur

¢ Les feuilles : sont multipliés, opposées, de forme ovale a oblongue et couleur généralement
verte (Lethicia, 2022 ).
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4- Classification d'ocimum basilicum

Tableau05 : Classification de I'ocimum basilicum (Balakrishnan P, 2018)

Régne Plantae

Division Magnoliophta
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Ocimum

Espéece Ocimum basilcim

Photo01 : Ocimum basilicum

https://www.webteb.com/articles

5-L"utilisation traditionnelle d'ocimum basilicum

Basilic est bien connu comme une plante a valeur médicinale populaire pour traitement

de diarrhées, des crampes d'estomac.

X Les feuilles et les fleurs sont utilisées en médecine traditionnelle comme vermifuge,

tonique.

X Le thé chaud au basilic pour traiter les flatulences, les nausées et la dysenterie.

X L'huile de plante est utilisée pour le soulagement des spasmed rhinite, la fatigue mentale,
aussi comme un traitement de premiers secours pour les piqures de guépes et morsures de
serpent. (M. Ismail, 2006).
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Matériels et Méthodes

Materiel et Méthodes
1-Le Materiel ;
1-1-  Le Matériel Végétal :
Dans ce travail, nous avons utilisé les racines et les feuilles de trois plantes médicinales :
A-Ocimum basilicum
B-Salvia officinalis
C-Salvia rosmarinus

1-2-Le Matériel Biologique
e Les hématies du lapin (3%)

e Le sang humain ABO (Groupage a nos collegues)
2-Méthode

2-1 Préparation des Plantes

Tableau 06 : Méthode préparation des plantes

Les racines et feuilles ont été bien

Lavage . )
rincées avec 1’eau.
Les racines et les feuilles ont été
Séchage séchées a T° ambiante pendant 6 jours

Les raciness et les feuilles ont été
Broyage broyées dans un broyeur jusqu’a 1’obtention
d’une poudre

2-2-’extraction des plantes

Aprés la préparation des plantes:

v Metla poudre de raciner et de feuilles dans un volume du tampon PBS 10mM ,ph 7.4
(10mM Na2HPO4;2mM KH2PO4;2.7mM KCI; 137mM NaCl; 2mM EDTA).

v (Poudre +PBS) Mélange pendant 24h.
v Centrifugation pendant 30min a 6000tour/min a 4°c.
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Salvia officinalis

Salvia rosmarinus

- -

Photo 02 : ’extraction des lectines a partir des plantes médicinales

Photo 03: la centrifugation des extraits des Trois plantes médicinales

v Le surnagent obtenu a été utilisé pour évaluer la présence des lectines par le test d'HA
\ ;ia;%: Z ,;# L;“A'"-'-"( =3

Photo 04: Les trois extraits apres la centrifugation

< Test d'hémagglutination

C'est la méthode la plus rapide utilisé pour détecter des lectines dans les extraits (Sharon
N.et Lis H.,1998).
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Ce test est reposé sur l'observation de I'agglutination, et donc de la précipitation des

érythrocytes en présence de lectine.

» Préparation des hématies & 3%

Les hématies ABO et hématies du lapin collectées ont été au préalable, soumises a un

lavage puis a une dilution (1.5 culot des hématies +48.5 PBS)
1-Lavage des hématies

Une quantité de sang a été posé dans des tubes, les tubes ont été centrifugés a 6000rpm

pendant 10min, puis les plasmas ont été éliminés et les culots récupérés.

Les culots ont été lavés par I'eau physiologique (NaCl 0.9%, soit par le tampon PBS
10mM pH 7.4) jusqu'a trait limite de tube.

Cette opération de lavage a été répété trois fois dans les mémes conditions.

- Fixations des globules rouges par glutaraldéhyde :
Globules rouges ont été incubés dans le PBS 10 mM pH 7,4 contenant le glutarldéhyde
1% pendant 10-15 min, 3 fois de lavage.

Centrifugation a été réalisee pour d'éliminer I'exces de glytaraldehyde, une étape de
lavage avec une solution de glycines 1M dans NaCl 0,9% ou le PBS a été ajoutée pour éliminer

L’interaction du glutarldéhyde avec les glycanes membranaires des érythrocytes.
A la fin, on a obtenu des globules rouges pures.
2-  Dilution des hématies

Aprés avoir lavé les globules rouges, diluer les globules rouges avec du chlorure de
sodium (NaCl), sachant que 3 ml des hématies dans 100 ml d'eau physiologie. afin d'obtenir

d'hématies a 3%.
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Photo 05: préparation des hématies de lapin et ABO

» Test hémagglutination

Dans chaque puits d’une microplaque on ajoute:

25 ul de PBS+25 ul des extraits bruts de chaque
plante

e

dilution(extrait+PBS)

ajouter 25 pl des hématies du lapin

L’activité hémagglutinante des lectines est déterminée
apres estimation visuelle de ’hémagglutination aprés 1

heure.

» Figure 05 : Test d'agglutination
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» Test limite hémagglutination

Dans chaque puits

25 pl de tampon PBS +25 pl de ’extrait Brute( ocimum
basilicum )

Puis une gamme de concentration par double dilution A été
réalisée dans les puits suivants

25 pl des hématies du lapin ont été déposés dans Tous les puits

incubation 1 h a une température ambiant

Figure 06 : Détermination de I’activité d’agglutination

¢ Test d'hémagglutination sur les hématies humaines ABO

L'étude a été réalisée sur des hématies humaines, cette méthode pour tester la spécificité

des lectines des extraits de différents groupes du systeme ABO.
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» Technique

Dans une microplaque :

25ul des tampon PBS+25ul des extraits de ocimum
basilicum

U
U
v

dilution des I'extrait avec tampon

25 ul de sang(ABO)

Incubation 30 minutes

Figure 07 : Méthode de test d’hémagglutination sur les hématies humaines ABO

¢ Le test d’Inhibition d’hémagglutination par des saccharides

Cette méthode pour déterminer la spécificité de lectines aux glucides et inhibier

I'agglutination des hématies de lapin.

Le test d’Inhibition d’HA avec les glucides se fait de la méme maniére que le test
HA.(Sano K., Ogawa H., 2014).

» Meéthode : Préparation des doubles dilutions des sucres

Dans une microplaque, ont été ajoutés (dans tous les puits) 25 pL de PBS 10 mM pH 7,4
et un méme volume (25 L) de sucre (400 mM pour le mono ou oligosaccharides, uniquement

dans le premier puits.

A partir de ce premier puits (25 pL + 25 pL PBS), un volume de 25 pL a été prélevé puis
dilué avec 25 pL de PBS pour obtenir une dilution au demi (1/2), on répéte la méme procédure

avec les autres puits pour la préparation des doubles dilutions.
Le mélange a été incubée pendant 30 min a température ambiante.

Un volume de 50 pL des hématies de lapin fixés a été ajouté dans tous les puits de la

microplaque.

La lecture des résultats a été effectuée apres 1h d’incubation a 37 °C.
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% Effet de température sur I’hémagglutination :
» Meéthode :

Cinq tubes a essai, contenant de I’extrait brut

I’extrait brut chauffé puis refroidi a la température
ambiante.

incubées a différentes températures (40, 60, 80, 100 °C) daM
bain marie pendant 1h

Figure08 : Méthode pratique : Effet de la variation de température sur la stabilité
de la protéine.

% L’effet de pH sur I’hémagglutination
» Technique

Dans 5 tubes a essai .

3g de notre plante +10ml de tampon PBS a pH=3,4,6,7,9

U

Centrifugation

U

Effectuée le test d’hémagglutination sur le surnageant

Figure09 : Effet de la variation de pH sur I’activité protéique

«» L’extraction des lectines par la chromatographie sur colonne de
Sephadex G-50

1-Préparation de la colonne de gel sephadex G-50 ont été mis en suspension pour

former la phase solide de séparation, il a ensuite été coulé dans une colonne (jusqu’au 2/ 3 de
la colonne) fixée sur la poutre. la colonne doit &tre homogene et exempte de bulles d'air.
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2- Séparation des lectines : aprés la stabilisation le gel dans la colonne et lavage par le

tampon PBS (0,1 M ; pH: 7,4 ), 2ml de l'extrait brut ( ocimum basilicum ) a été ajouté au

niveau de la colonne de sephadex G-50 .

Dans 52 tubes secs placés en série dans un portoir, des fractions de seéparation de 4 ml par

tube ont été récupérées, pour le confirmer, I'extrait obtenu par cette méthode a été testé avec

Les globules rouges de lapin, pour verifier la présence de I'activité hémagglutinine de

notre extrait.

3-La UV spectrophotométre : L’absorbance des extraits apres la colonne de
chromatographie a été mesuré par spectrophotometre a UV a longueur d'onde 280 nm.

% Les dosages
Dosage des protéines des extraits bruts et purifiés de lectines
Elle est réalisée selon la méthode de Bradford (1976).

En utilisant le sérum albumine bovin (BSA) comme un standard. Abs a été mesuré a 595
nm a l'aide d'un spectrophotometre JENWAY 7035 UV-Visible (annexe 2).
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Résultats et discussions

% Le test d"hemagglutination
Nos résultats montrent une agglutination des globules rouges avec des extraits (tableau 07)

Tableau07 : L'agglutination des hématies du lapin par I'extrait brut de ocimum

basilicum, salvia officinalis, salvia rosmarinus

Extrait Teste d’agglutination

Ocimum basilicum

+++

Salvia officinalis

Salvia rosmarinus

+++ : trés forte agglutination
--- . absence de L'agglutination

L'extrait du Ocimum basilicum montre une tres forte agglutination vis-a-vis des globules
rouges de lapin. Par contre, les deux autres extraits (Salvia officinalis et Salvia romarinus) n'ont
données aucune agglutination décelable (tableau 07)

Ce test repose sur la capacité des lectines a former un réseau avec des erythrocytes forme une

phase gélatineuse visible a I'ceil nu, cela indique la présence de lectines.
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Le résultat du test d'HA montre que Ocimum basilicum contiennent effectivement des
substances a activité agglutinante sur les hématies.

% Test limite d’hémagglutination

Tableau 08 : L’activité de la limite d’hémagglutination d’ocimum basilicum

1 1 1 1: 1 1 1

Dilution 5 4 8 16 32 64 128
Extrait

4 W |
Ocimum _
basilicum
+++ +++ ++ + - - -
1 1 1: 1 1
Dilution 256 512 1024 2048 4096

Extrait

Ocimum

basilicum
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+++ : trés forte agglutination
++ : forte agglutination

+ : faible agglutination

- . absence agglutination

Nos résultats ont montré que l'activité hémagglutinante de I'extrait d'ocimum basilicum a
été de ler jusqu'a 3éme puit.
Diminution au niveau du 4 éme puits, et disparait complétement au niveau des autres puits

(5éme jusqu'au 12 éme). en raison a la dilution effectuée et donc les fractions contenues sont des
diluantes de I'extrait brut.

X/

% Test d'hémagglutination sur les hematies humaines ABO :

Tableau 09 : I'agglutination des hématies humaines par de I’extrait brut Ocimum

basilicum.
Les groupes A B O
sanguins
Ocimum
basilicum
A / /
+++ +++ +++

+++ :tres forte agglutination

L'extrait d'ocimum basilicum agglutine assez fortement tous les types de groupes
sanguins humains (A, B, O), on peut alors classer notre lectine dans la catégorie des lectines
"non spécifique ».

Ce résultat est en accord avec Les études réalisées Sur Diplotaxis asurgens,

Raphanus sativus, Brassica tournifortil et Geotrupes Stercorarius, (Devi et al, 2014 ; Deeksha
et al, 2015).

27



Résultats et discussions

Le test d’inhibition d’hémagglutination par des saccharides

Les résultats obtenus sont affichés dans le tableau :

Tableaul0 : inhibition de I’activité d’hémagglutination par des saccharides

Extrait Ocimum basilicum

Sucre

Maltose

Lactose

Mannose

Cellobiose -

Fructose -

Sorbitol o o

Fucose +

Mannitol ' -

+ : Agglutination
- : Abs d’agglutination
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L’extrait d’Ocimum basilicum a été spécifiquement inhibé par le fucose.

Le test d’inhibition d’HA par les sucres (soit mono ou oligo ou polysaccharides) est le
plus fréquemment effectué pour confirmer la nature d’agglutination et 1’affinité protéique,
(Toumi Mohamed, E ; 2021).

L'extrait de basilic d'Ocimum était spécifiqguement inhibé par le fucose et cette inhibition
due & I'occupation du site de reconnaissance par le fucose.

L’absence d’Inhibition avec les autres sucres (Maltose, Lactose, Mannose, Cellobiose,

Fructose, Sorbitol, , Mannitol ) testés s'explique par 1’absence d’affinité.

Effet de température sur ’hémagglutination

Tableau 11: I’effet de la température sur ’activité hémagglutination de I’extrait

Ocimum basilicum ;

D 1: 1: 1: 1: 1: 1: 1: 1: 1: 1: 1: 1:
T
40°C
Résultat + + + + - - - - - - - -
60°C
Résultat + + + + - - - - - - - -
80°C
Résultat + - + - + + - - - - - - -
100°C -
Résultat + |+ ‘+ |+ ’+ ‘ | ’ ‘ ‘ ‘ ‘

Nous observons que le traitement thermique de I'extrait brut de Ocimum basilicum a
différente température ( 40 °C, 60°C , 80°C, 100°C ) pendant 1h , pas asser pour inactiver
complétement I'hémagglutination .
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Ce résultat indique que la lectine est résistant aux hautes températures (thermostable ) ,

comme les lectines extraites a partir de 1’algue rouge Pterocladiella capillacea qui pousse jusqu’a
100°C (Necib et al., 2015).

¢ L’effet de pH sur I’hémagglutination

Tableau 12 : P’effet du pH sur P’activité hémagglutinante de I’extrait d’ocimum
basilicum

D

pH

Résultat

4

Résultat

6

Résultat

7

Résultat

9

Résultat

Les changements de pH affectent sur les protéines. Chaque changement du pH du milieu
(’acidité ou la salinité) induit 1’ionisation de ces groupements puis la variation de la charge
ionique de la lectine et affectera la force de I’interaction avec le ligand (Adenike K., et Eretan
0.B., 2004).

Nos résultats ont montré que l'extrait de feuille de basilic d'Ocimum avait une activité
d'’hémagglutination maximale dans les douze puits avec un pH optimal {7}. ainsi l'activité
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d'’hémagglutination de nos lectines est stable.par contre, dans l'intervalle {3, 4, 6, 9}
I’agglutination de notre lectine de 1puits jusqu'au 6 puits qui disparait au niveau de 7 puits, ce

qui montre que le pH acide et basique influence sur I’activité hémagglutinant, peut étre dua la

modification du site de liaison du sucre en raison de la forte charge sur la lectine a ce pH.

% La Separation des lectines par la chromatographie sur colonne de
Sephadex G-50

Tableau 13 : Résultats de I’absorbance de 52 fractions obtenue par la
chromatographie sur gel d’exclusion Sephadex G-50

Fraction Absorbance Fraction Absorbance
1 2.469 27 0.314
2 2.256 28 0.105
3 2.048 29 0.273
4 2.355 30 0.304
5 2.049 31 0.256
6 2.260 32 0.240
7 2.253 33 0.423
8 2.219 34 0.255
9 2.208 35 0.223
10 1.915 36 0.187
11 1.632 37 0.167
12 1.398 38 0.036
13 1.314 39 0.082
14 1.133 40 0.160
15 1.073 41 0.136
16 0.930 42 0.124
17 0.810 43 0.155
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18 0.729 44 0.138
19 0.607 45 0.139
20 0.531 46 0.139
21 0.502 47 0.186
22 0.523 48 0.242
23 0.290 49 0.243
24 0.396 50 0.193
25 0.236 51 0.111
26 0.342 52 0.096

FigurelO: la courbe de filtration de |'extrait d' Ocimum
basilicum sur colonne sephadex G50

2,5

1,5

Absarbance(280nm)

0,5

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51
N° du tube

Tableau 4 : résultats du test d’hémagglutination réalisé avec les fractions des pics
obtenues aprés chromatographie
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Pics 3 24

Absorbance

Teste d’hémagglutination

La séparation par chromatographie sur colonne de séphadex G-50 de I'extrait d'ocimum

basilicum a donné deux pics :

» Premiére pic : 3éme tube (absorbance :2,048).

» Deuxiéme pic : 24 éme tube (absorbance : 0,396).

Un test d’hémagglutination a éte effectuées sur les tubes correspond aux deux pics

formmée pour déterminer la présence de lectines dans les fractions obtenues.

Nos résultat montrée I'activité hémagglutinante a été présenté dans les tubes 3.24, et ce

résultat indique la présence de lectine dans les deux tubes.

La chromatographie sur colonne est ameéliorée I'activité hemagglutination des extraits.
+ Dosage des protéines des extraits bruts de lectines

1-Calcul de la concentration de I'extrait brut Ont été déterminés la concentration de notre

extrait brut en protéine a partir de la droite étalon.

La D.O de notre échantillon brut est de 0,420
y=0.0113+0.2844

X=(0.420-0.2844)/0.0113
X=12. ug/ml= 0.012mg/ml
La concentration de I'EB en protéines = 0.012mg/ml.

2-Calcul de la concentration de I'extrait purifiée
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La D.O de notre EP est de 0.745

Y =0.0113x +0.2844

0.745=0.0113X+ 0.2844

Y =0.0113x +0.2844 X=(0.745-0.2844)/0.0113

X =40.76 ug/ml=0.0407 mg/ml

La concentration de I'extrait purifiée=0.0407mg/ml
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Conclusion

Conclusion et perspectives

L’extrait des lectines a partir des racines de la plante Ocimum basilicum ont une activité

d'agglutination sur les globules rouges appelés lectines.

L'extrait d'Ocimum basilicum a montré leur capacité a agglutiner toutes les hématies A,
BetO.

L’extrait d’Ocimum basilicum est inhibé par fucose, cette affinité de la lectine pour ce

sucre peut étre utilisée pour sa purification, par contre les autres sucres ont montré aucune
inhibition. D'autre part, 1’extrait d'ocimum basilicum est thermorésistant, stable dans des pH
neutre, alcalin et acide.
La chromatographie sur Sephadex G -50 a donné trois pics pour I'extrait d'ocimum basilicum.
Pour bien approfondir I’étude, il sera probable d’¢largir le champ de la recherche, en faisant
une étude sur les globules rouges des animaux domestique pour améliorer et purifié des lectines,
il faut procéder a d’autres techniques comme la chromatographie d’affinité; FPLC;
SDS PAGE.
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Annexe

Annexe 1 : Préparation des tampons

Composition | PM Molarité | PBS-EDTA | PBS 1X(10mM)pH8.4
(g/mol) | mM Disodique | Nacio5M | NacliM | Nacl2m
pH7.4 10X
Na2HPO4 141.96 | 10 141969 | 1.4196g
KH2PO4 136.086 |2 2.79 0.27g
KcL 2.7 29 0.29
Nacl 58.44 137 80g 29.22g 58.44g | 116.88g
EDTA-Na2 |37224 |2 7.44g / / /
MilliQ / / 1000 mL

-Préparation des solutions tampons a différents pH (2 - 9) avec 20 mM de

concentration par la titration

Tampon PH Molarité Composition Quantité volume
Glycine- 2 20mM Glycine 1.5014g
HCI
HCI Quelques
gouttes
Citrate- 4 et6 Acide citrique 3.842g
phosphate 1000mL
Phosphate 2.8388¢g
disodique
Glycine- 10 Glycine 1.5014qg
NaOH
NaOH 0.8g
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Annexe 2

Dosage des protéines ‘'méthode du Bradford, 1976°.

A_Préparation du réactif de Bradford

1- Dissoudre 100 mg de Coomassie Blue R-250 dans 50 ml d'éthanol a 96° ou d'éthanol

absolu et ajouter 100 ml d'acide orthophosphorique ou phosphorique a 85%.

2-Mets sous agitation, ajoutez de I'eau distillée et remuez jusqu'a ce que le volume final

atteigne 1L.

3-Apreés agitation, filtrer le mélange trois fois a travers du papier filtre Whattan n°® 3 ou

jeter I'excédent de fraction non dissoute de bleu de Coomassie.

4- Conserver les réactifs a I'abri de la lumiere a 4°C au réfrigérateur.

B- Préparation de la gamme d’étalonnage de BSA

Utiliser une solution mére de BSA (Sigma) préparée a une concentration de 1 mg/mL.

Tampon PBS 10 mM pH 7,4 dilutions 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 et 1000 pg/ml

en double pour chaque dilution.

Bradford(ml)

Dilution(ug mL | 200 300 400 500 600 700 800 1000
BSA)

BSA(I mgmlul) | 20 30 40 50 60 70 80 100
Eau 80 70 60 50 40 30 20 0
Distillée(ul)

Reactif de 2 ml

Le protocole recommande d'utiliser 2mL du réactif de Bradford pour traiter chaque cent
microlitre d'échantillon. Apres une incubation de 5 a 10 minutes dans I'obscurité, les mélanges

réactionnels doivent étre lus a A 595 nm avec le spectrophotomeétre JENWAY 7035 UV-visible.

Les densités optiques mesurées a 595 nm correspondent a la gamme
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Concentration 20 30 40 50 60 70 80 100
de BSA(1 mg/mi
ul)
DO 1 0.413 0.555 0.807 |0.898 | 1.015 | 1.096 | 1.202 1.319
DO 2 0.422 0.590 0.796 | 0933 |1.021 |1.116 | 1.188 1.318
Moyenne 0.4175 | 05725 |0.8015|0.9155|1.018 |0.106 | 1.195 1.3185
abs
y =0,0113x +0,2844
1,6 R? =0,9504
1,3185
e 1 1061’195 ®
1.2 1,018" &
= 0,9155 5 . ®
a1 0,8015 g ..o
a1
» 038 0,5725.%"
2 06 0,4175® ® abs
< 0,4 ® e Linear (abs)
0,2
0
0 20 40 60 80 100 120

Concentration (pg/mL)

y = 0,0113x + 0,2844

La gamme d’étalonnage de BSA
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Résumé:

Les lectines sont des protéines ou glycoprotéines ubiquitaires d'origine animale ou végétale.
Notre recherche est basée sur des ¢tudes d'extraction de différentes propriétés et spécificités
des lectines contenues dans des plantes médicinales Ocimum basilicum, Salvia officinalis,et
Salvia rosmarinus par des tests d'agglutination et leurs études biologiques.

L'extraction a été faite par broyage et macération dans une solution tampon.

L'extrait du Ocimum basilicum montre une tres forte agglutination vis-a-vis des globules
rouges de lapin.

Les résultats montrent que les extraits Ocimum bacilicum agglutinent avec tous les types du
groupe sanguins humain ABO.

Traitement thermique les lectines de ce type especes gardent leur activité d'agglutination
lors de leur exposition a différent gammes de traitement thermique De 40°Cjusqu'a 100°C.
Hémagglutinante des lectines de Ocimum basilicum reste stable de pH égale 7 Sauf avec
(pH 3,4,6,9 (Montrent une absence d'agglutination.

Les tests d'inhibition avec différents monosaccharides montrent que L'extrait de basilic
d'Ocimum a été inhibé par le fucose. Par contre une absence d'Inhibition avec les autres
sucres (Maltose, lactose, Mannose, cellobiose, fructose, sorbitol, Mannitol).

La purification sur colonne de Sephadex G-50 a montré un deux pics.
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