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Résumé

Les lectines bactériennes sont des protéines produites par les bactéries, capables de se lier
specifiquement aux sucres présents sur les glycoprotéines, les glycolipides et les polysaccharides.
Elles peuvent étre classées en différentes familles, telles que les lectines de type C, de type S et
de type R, en fonction de leurs caractéristiques. Ces protéines jouent un role crucial dans les
interactions bactéries-hotes, notamment dans I'adhérence des bactéries aux cellules hétes, la
formation de biofilms bactériens et la modulation de la réponse immunitaire. Les lectines
bactériennes ont des applications potentielles dans divers domaines ; elles peuvent étre utilisées
comme outils de diagnostic pour détecter des pathogenes spécifiques.Dans cette étude, nous nous
intéressons aux différentes techniques d'extraction des lectines bactériennes, telles que la
précipitation avec des sels, la chromatographie d'échange d'ions, la chromatographie d'affinité,
I'électrophorése, l'ultrafiltration et l'ultracentrifugation. Chaque méthode présente des avantages
et des limitations spécifiques, et le choix de la méthode d'extraction dépend des caractéristiques
des lectines ciblées et des objectifs de I'étude. Les mécanismes impliqués dans ces processus et
les facteurs influencant I'efficacité de l'extraction, tels que la nature de la source de lectines
bactériennes, sont également explorés. Enfin, les méthodes d'analyse des lectines bactériennes,

comme I'électrophorese sur gel de polyacrylamide, sont discutées.

Mots clés : lectines bactériennes, électrophorese, précipitation avec des sels, chromatographie

d'échange d'ions, chromatographie d'affinité.



Abstract

Bacterial lectins are proteins produced by bacteria that have the ability to specifically bind to
sugars present on glycoproteins, glycolipids, and polysaccharides. They can be classified into
different families based on their characteristics, such as C-type, S-type, and R-type lectins. These
proteins play a crucial role in bacteria-host interactions, including bacterial adherence to host
cells, biofilm formation, and modulation of the immune response. Bacterial lectins have potential
applications in various fields; they can be used as diagnostic tools to detect specific pathogens.

In this study, we focus on the different techniques for extracting bacterial lectins, such as salt
precipitation, ion-exchange chromatography, affinity chromatography, electrophoresis,
ultrafiltration, and ultracentrifugation. Each method has specific advantages and limitations, and
the choice of extraction method depends on the characteristics of the targeted lectins and the
study's objectives. We also explore the mechanisms involved in these processes and the factors
influencing extraction efficiency, such as the nature of the bacterial lectin source. Additionally,

we discuss methods for analyzing bacterial lectins, such as polyacrylamide gel electrophoresis.

Keywords: bacterial lectins, electrophoresis, , salt precipitation, ion-exchange chromatography,
affinity chromatography.
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Introduction

Les lectines, également appelées agglutinines, ont la capacité d’agglutiner les cellules
(comme les érythrocytes) et les glycoconjugués (Liener et al., 1986). Ce sont des molécules
ubiquitaires, présentes dans toutes les classes d’organismes, y compris chez les microorganismes
(virus, bactéries, exemple : PA-IL de Pseudomonas et toxine du choléra), les plantes, les insectes
et les animaux (Van Damme et al., 1998).

En particulier, les lectines bactériennes, présentes chez les microorganismes, sont
localisées a la surface de la bactérie ou dans le cytosol et jouent un réle important dans la
reconnaissance des glycoconjugués présents a la surface des cellules hétes (Sharon, 1996). Les
lectines bactériennes connues peuvent étre classées en trois familles : les lectines fimbriales

(adhésines), les toxines et les autres lectines solubles (Imberty et al., 2005).

Les lectines bactériennes ont suscité un intérét croissant en raison de leurs propriétés
biologiques et de leurs applications potentielles dans divers domaines. Cette étude vise a
examiner les différentes techniques d'extraction des lectines bactériennes, notamment la
précipitation avec des sels, la chromatographie d'échange d'ions, I’électrophorése, etc., ainsi que
les mécanismes impliqués dans ces processus et les facteurs influencant I'efficacité de

I'extraction.

L'étude des lectines bactériennes et de leurs techniques d'extraction revét une grande
importance scientifique et pratique. Les lectines bactériennes offrent des applications potentielles
dans des domaines tels que la recherche biomédicale, la pharmacologie et la biotechnologie.
Comprendre les mécanismes d'extraction des lectines et les facteurs influencant leur efficacité
permettra d'optimiser les processus d'extraction et de favoriser l'utilisation efficace de ces

protéines dans diverses applications.



L'objectif spécifique de cette étude est de :

Examiner les techniques couramment utilisées pour extraire les lectines bactériennes.
Comprendre les mécanismes d'extraction associés a chaque technique.

Evaluer les avantages et les inconvénients de chaque méthode.

e

Identifier les facteurs influencant I'efficacité de I'extraction, tels que la source de lectine,
la méthode d'extraction et les conditions expérimentales.
Proposer des perspectives de recherche pour améliorer les techniques d'extraction

existantes et développer de nouvelles approches



Chapitre 1 :
Les lectines
bactériennes
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1. Les lectines bactériennes

Les lectines bactériennes sont des protéines produites par les bactéries qui ont la capacité
de se lier de maniére spécifique et réversible aux sucres presents sur les glycoprotéines, les
glycolipides et les polysaccharides. Ces interactions lectine-sucres sont importantes dans de
nombreux processus biologiques, tels que I'adhérence des bactéries aux cellules hétes, la

formation de biofilms bactériens et la modulation de la réponse immunitaire.

Les lectines bactériennes présentent une grande diversité en termes de structures et de
séquences d'acides aminés. Elles peuvent étre classées en différentes familles en fonction de leurs
caractéristiques, telles que les lectines de type C, de type S et de type R. Chaque famille de ce

dernier a des spécificités de liaison différentes vis-a-vis des sucres cibles.

Ces protéines jouent un réle fondamental dans les interactions bactéries-h6tes notamment
dans la colonisation des tissus, la formation de biofilms et la virulence des pathogénes bactériens.
Par exemple, les lectines bactériennes peuvent se fixer aux récepteurs glycosylés des cellules

hotes, ce qui favorise lI'adhérence et I'invasion bactérienne.

Les interactions protéine-glucide sont impliquées dans de nombreux phénomenes de
reconnaissance et d’adhésion cellulaires. Le site de liaison d’une lectine est formé par un creux
sur la surface de la protéine, dont la forme ne varie que peu apres la liaison du ligand. Les
lectines ne modifient pas biochimiquement les hydrates de carbone auxquels se lient (Gabius,et
al 1985).( Figure 1) donne une vue schématique des interactions lectines-glucides.



Chapitrel: les lectines bactériennes

Lrctivery

Colhele

WitEnRsnnan
MV I i A

Figure 1: Role de glycoconjugés situés sur la surface cellulaire ; Représentation schématique
d'exemples d'interaction lectines-glucides.

En outre, les lectines bactériennes ont des applications potentielles dans divers domaines.
Elles peuvent étre utilisées comme outils de diagnostic pour détecter des pathogenes spécifiques,
comme agents antimicrobiens pour inhiber la croissance bactérienne et comme vecteurs de

ciblage pour délivrer des médicaments ou des nanoparticules a des cellules spécifiques.

Il existe plusieurs méthodes pour extraire les lectines bactériennes a partir de sources
bactériennes, telles que la précipitation avec des sels, la chromatographie d'échange d'ions, la
chromatographie d‘affinité, I'électrophorese, l'ultrafiltration et l'ultracentrifugation. Chaque
méthode présente des avantages et des limitations spécifiques, et le choix de la méthode

d'extraction dépend des caractéristiques des lectines ciblées et des objectifs de I'étude.

En résumé, les lectines bactériennes sont des protéines spécifiques qui jouent un role
essentiel dans les interactions bactéries-hotes et qui présentent des applications potentielles dans
differents domaines. L'extraction des lectines bactériennes est une étape cruciale pour étudier leur

structure, leurs propriétés et leurs applications.
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Les lectines bactériennes se trouvent généralement a la surface des bactéries ou localisées
dans le cytosol et jouent un réle important dans la reconnaissance des glycoconjugués présents a
la surface des cellules hotes au cours des étapes initiales du processus d’infection. (Sharon,
1996). Les lectines bactériennes connues peuvent étre divisées en trois familles :

Adhésines, toxines et autres lectines solubles n'appartenant pas aux deux premieres classes
(Imberty et al., 2005).

1.1. Les lectines solubles

Sont classées dans cette famille de lectines bactériennes toutes les protéines solubles
exprimées par des bactéries qui ont une affinité pour les sucres et ne présentent pas d'activité
enzymatique. Seules quelques lectines solubles ont été caractérisées, élargissant le domaine de
recherche. Deux lectines, comprend des protéines cytoplasmique nommées PA-IL et PA-IIL, sont
produites par le pathogéne opportuniste Pseudomonas aeruginosa respectivement spécifique pour
le a-D-galactose et le a-L-fucose. (Karoline, 2008) ; ces protéines ont une affinité pour les sucres
et ne représentent pas d’activité enzymatique (Kostlanova et al.,2005), Chromobacterium
violaceum, également pathogene humain, produit CV-IIL, une lectine présentant une homologie
de séquence élevée avec PA-IIL. RSL est une lectine produite par Ralstonia solanacearum, une
bactérie qui attaque les racines des plantes. La séquence montre la présence de deux unités
peptidiques répétitives et, dans la structure cristalline, trois monomeres se rejoignent pour former
une structure d'hélice B a six pales. Les RSL sont les seules protéines qui adoptent une structure
d'hélice P tertiaire qui résulte de I'oligomérisation des sous-unités plutdt que du repliement de la
chaine (Kostlanova et al.,2005). La cyanovirine-N, produite par la cyanobactérie Nostoc
ellipsosporum, est sans doute la lectine bactérienne la plus connue et la plus étudiée, et cette
protéine présente une puissante activité antivirale, plus spécifiquement contre le virus du SIDA
(VIH) (Boyd et al., 1997). Sa structure tridimensionnelle a été élucidée d'abord par RMN puis
par cristallographie, révélant de nouvelles régions de reconnaissance (Bewley, 2001). La
cyanovirine-N reconnait avec une trés grande affinité les oligosaccharides mannosylés

(oligomannose-8 et -9) de la glycoprotéine formant I'enveloppe virale gp120.
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La protéine est représentée par un ruban rouge pour les hélices a et un ruban jaune les
brins B, un fil pour les autres zones. Le sucre est représenté par de baton et les cation par des

boules.

L’affinité des lectines est généralement plus forte pour certains oligosaccharides ; leur
constante de dissociation pour les oligosaccharides est d’ordre micro-molaire (M), par contre

pour les monosaccharides elle est de 1’ordre milli-molaire (mM) (Dam et Brewer, 2002).

Les lectines spécifiques pour les monosaccharides leurs sites de liaison sont des
dépressions peu profondes sur la surface de la protéine. Par contre, dans les lectines spécifiques
pour les oligosaccharides les sites de liaison sont plus profonds et montrent une excellente
complémentarité pour le ligand ; semblable a I’interaction Enzyme-Substrat (Gianluca, 2006),
(Figure 2).

La lectine interagit de maniére forte et directionnelle avec un ligand par un réseau de
liaisons hydrogenes, hydrophobes et van der waals, ce qui permet d’atteindre une bonne affinité

et spécificité (Gianluca, 2006 ; Dam et Brewer, 2002).

Figure 2. L-Fucose dans le site de liaison du lectine PA-11L (Gianluca, 2006).
1.2.Les toxines

Les toxines sont des protéines sécrétées par des bactéries qui présentent une activité
toxique directe dans les cellules cibles. Les dommages cellulaires peuvent résulter de la rupture

de la paroi cellulaire, de I’inhibition de la synthese des protéines ou de I’activation du
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métabolisme secondaire. Les toxines AB5 sont sécrétées par divers micro-organismes,
notamment Vibrio cholerae, certaines souches d’Escherichia coli (ETEC), Shigella et Borderella
pertussis. Ces toxines consistent en une sous-unité A responsable de I’activité enzymatique et
une ou plusieurs sous-unités B specifiquement congues pour cibler les sialogangliosides de
surface cellulaire tels que GM1, GM2 et Gb3 (Merritt et Hol, 1995).

1.3. Les adhésines

Dans les lectines bactériennes en ce trouvées ce groupe de les assemblage
macromoléculaires qui nommees grace a sa structure. Certaines bactéries, majoritairement Gram-
négatives et exceptionnellement Gram-positives, possédent a leur surface des organites appelés
fimbriae ou pili. Les lectines fimbriaes sont trouvées dans des organelles de surface des bactérie
(pili et flagelles) qui présentent diverses fonctions telles que la reconnaissance des glycannes de
I’hote et 1’adhésion sur les surfaces de cellules cibles. Les pili sont impliqués dans une variété de
processus, principalement dans la reconnaissance et l'adhésion aux cellules. Ils sont donc
principalement responsables des processus pathogenes pour les eucaryotes. Les pili sont des
structures protéiques filamenteuses de 3 a 7 nm de diamétre et 100 nm de longeur, la plus grande
partie d’un filament fimbriale est formée par la polymérisation d'une unité prédominante, qui joue
un role structueul seulement. Un seul type d'unité possede le site de liaision pour les glucides,
donc est responsable de la capacité d'adhésion du pili (Lenka, 2006), (Figure 3). .Trois types de
pili sont distingués. Pili de type 1V, pili de type P et pili de type I. Bien que de nature différente,
I'organisation structurelle des pili est similaire (Soto et Hultgren, 1999). La méthode
d'installation pour les broches de type I et de type P est la méme. Il s'agit de la voie dite chaperon
Usher (Nishiyama et al., 2005 ; Kline et al., 2010). La partie principale émergeant de la surface
bactérienne est une longue structure polymeére hélicoidale rigide composée de nombreux
monomeres. La pointe du pilus peut contenir une lectine (adhésine) reliée au dernier monomeére

du pilus par une fraction flexible (monomére adaptateur).



Chapitrel: les lectines bactériennes

Figure 3. Représentation schématique de différents fimbriae de la bactérie d’Escherichia coli
(Lenka, 2006).

2. Propriétés Biologiques des lectines bactériennes

Les lectines bactériennes possedent plusieurs propriétés biologiques caractéristiques qui
les rendent uniques, multiples, variés et fonctionnellement importantes. Voici quelques-unes des

principales propriétés des lectines bactériennes :
2.1.  Spécificité de liaison

Les lectines bactériennes ont une affinité spécifique et propre a chaque lectine pour se lier
aux sucres présents sur les glycoprotéines, les glycolipides et les polysaccharides. De sorte que la
connaissance du sucre spécifique, tels que les N-acétylglucosamines, les mannoses, les
galactoses, les fucoses, etc conditionne la mise en évidence de 1’activité de la lectine (Miyoshi et
al, 1982).

2.2.  Activité agglutinante

C'est le phénomene le plus visible de la fagon dont les lectines bactériennes interagissent
avec les cellules. L’activité agglutinante est souvent utilisée comme appareil de diagnostic pour

détecter et identifier des bactéries spécifiques.



Chapitrel: les lectines bactériennes

2.3.  Activité mitogene

L'une des propriétés les plus étonnantes des lectines bactériennes est leur capacité.
Convertit les petits lymphocytes sanguins en cellules blastiques. Cette transformation des cellules
lymphoblastoides proviennent du pouvoir mitogene des lectines en se liant aux récepteurs
specifiques présents sur les cellules immunitaires et en activant des voies de signalisation
intracellulaire, mais généralement pas agit uniquement sur les lymphocytes T (Barbosa, 2001 ;
Falasca 1989 ; Neighbor et al., 1980).

2.4. Role dans I'adhérence bactérienne

Les lectines bactériennes jouent un réle clé dans I'adhérence des bactéries aux cellules
hotes. Elles se fixent aux récepteurs glycosylés présents sur la surface des cellules hotes,

favorisant ainsi I'attachement et la colonisation bactérienne.

2.5. Role dans la formation de biofilms

Les lectines bactériennes sont impliquées dans la formation de biofilms, qui sont des
communautés de bactéries adhérant a des surfaces et encasées dans une matrice extracellulaire.
Les lectines bactériennes facilitent I'adhésion des bactéries entre elles et a la surface, contribuant
ainsi a la structure et a la stabilité du biofilm.

2.6. Inhibition de la croissance des cellules cancéreuses

Les travaux de (Valentier et al. 2003) lectines alimentaires peut inhiber la prolifération
cellulaire des cellules cancéreuses du sein humain qu'est-ce que (Banwell et al. 1983) ils ont
découvert que les lectines des graines les haricots rouges bloquent la migration des cellules

cancéreuses.
2.7. Régulation de la virulence

Les lectines bactériennes peuvent jouer un rdle dans la virulence des pathogenes

bactériens en modulant l'interaction avec les cellules hotes et la réponse immunitaire. Elles
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peuvent faciliter I'adhérence et Il'invasion des cellules hotes, ainsi que moduler la réponse

inflammatoire et la libération de cytokines.
2.8.  Autres propriétes

Les lectines bactériennes expriment diverses activités biologiques telles que la
précipitation des glycoprotéines, 1’activation de la voie alterne du complément et I’agrégation des
immunoglobulines (Nachbar et al. 1980), I’induction de la libération de 1’histamine a partir des
cellules basophiles et des mastocytes (Gomes , et al 1994), les effets pro et anti inflammatoires
(Assreuy, et al 1997), I’induction de 1’apoptose (Kulkarni , et al 1988).

3. Application des lectines bactériennes

Les lectines interagissent avec les systéemes biologiques, Diversité des fonctions dans ces
organismes. Avoir ces interactions .lls sont trés importants car ils sont impliqués dans le
processus. Dans les processus biologiques et pathologiques (Lis et Sharon 1998). Aujourd’hui,

les lectines bactériennes sont souvent utilisées comme outils de recherche.
3.1. Dans le domaine biomédical
3.1.1. Diagnostic des infections bactériennes

Les lectines bactériennes peuvent étre utilisées comme outils de diagnostic pour détecter
et identifier des pathogénes bactériens spécifiques. En se liant aux sucres présents sur la surface
des bactéries, les lectines peuvent étre utilisées dans des tests de dépistage pour détecter la

présence de bactéries pathogenes dans des échantillons cliniques.
3.1.2. Etude des glycosylations

Les lectines bactériennes sont utilisées pour étudier les motifs de glycosylation des
protéines et des lipides. En se liant aux sucres spécifiques, les lectines bactériennes permettent de
caractériser les structures glycosylées, d'identifier les changements dans les motifs de
glycosylation associes a des conditions pathologiques et de comprendre les interactions

glycosylées impliquées dans divers processus biologiques.
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3.1.3. Recherche biomédicale

Les lectines bactériennes sont utilisees comme outils de recherche dans les études
impliquant des cellules et des tissus. Elles permettent d'étudier les interactions entre les sucres et
les protéines, d'analyser les mécanismes d'adhésion cellulaire, de caractériser les récepteurs
glycosylés sur les cellules et d'étudier les voies de signalisation impliquées.

3.1.4. Développement de thérapies antimicrobiennes

Certains types de lectines bactériennes présentent des activités antimicrobiennes, en se
liant aux sucres préesents sur les parois cellulaires bactériennes et en perturbant leur intégrité. Ces
propriétés peuvent étre exploitées dans le développement de nouvelles thérapies antimicrobiennes

pour lutter contre les infections bactériennes résistantes aux antibiotiques.
3.1.5. Applications biotechnologiques

Les lectines bactériennes peuvent étre utilisées dans des applications biotechnologiques
telles que la purification de glycoprotéines, la détection et la séparation de cellules spécifiques, et

le ciblage de vecteurs de médicaments ou de nanoparticules vers des cellules spécifiques.
3.2. Dans le domaine agronomique environnementales

Les lectines bactériennes peuvent étre utilisées dans la lutte contre les agents pathogenes
(nuisibles) dans les cultures, ainsi que pour étudier les interactions entre les bactéries et les
plantes. Elles peuvent également étre utilisees dans des études environnementales pour évaluer la

présence de bactéries pathogenes dans les échantillons d'eau et de sol.
4, Les techniques d’extraction des protéines

L’extaction des protéines est un processus efficace pour séparer et récupurer les protéines
des autres constituants non protéiques dans les poduits initials pour avoir une mixture homogéne
et riche en protéines. Pour isoler une certaine protéine dans cette mixture, on applique une
méthode dite la purification de protéines. Le but de I’extraction et de la purification des protéines
est de simplifier I’é¢tude des propriétés de structure fonctionnalité de certaine protéine et obtenir

un produit convenable a I’utilisation dans les systémes alimentaire.
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Avant de s’intéresser en détail a I’étape d’extraction des protéines, il est essentiel de
connaitre la composition des matiéres premieres. En génerale, celles qui contiennent un taux
¢levé de lipides doivent etre dégraissées, soit avant I’extraction des protéines (Nath et al, 1981 ;
Ragab et al, 2004), soit apres cette extraction (Wang, 1976 ; Sathe, 1982). L’élimination des
lipides avant 1’extraction des protéines est préférables parce que la présence des lipides peut
provoquer la formation d’une émulsion et donc empecher I’extraction des protéines. Un autre
facteur qui affecte fortement I’extraction des protéines est la présence de composés phénolique.
Ceux-ci peuvent etre toxiques, empecher I’isolement des protéines, ou contribuer a la
décoloration et donner un mauvais gout aux ingrédients ; ils peuvent aussi provoquer une
diminution de la fonctionnalité des protéines isolées. Par exemple, les acides phénoliques peuvent
réduire les interactions entre protéines qui ont un role essentiel sur les propriétés émulsifiantes et
gélifiantes (Arntfield, 1996). Par conséquent, des traitements préliminaires sont en générale
nécessaires pour éliminer ces contaminants indésirables avant 1’extraction des protéines. Par
exemple, les composés phénoliques du tournesol ont été éliminer en utilisant du méthanol a 80%,
sans q’un effet négative n’ait été observé sur le rendement de récuperation et la structure native

des protéines (Gonzalez-Perez, 2002).

Afin d’extraire les protéinés de produits solides ou semi-solide, la premiére étape consiste
a les solubiliser dans un solvant approprié. L’objectif de cette premiére étape est donc de faire
passer sélectivement la fraction protéique d’intérét en solution et de maintenir les autres
constituants en suspension. Le choix du solvant dépend de sa capacité a solubiliser la ou les
fractions de protéines ciblées. En revanche, les solvants organique sont rarement utilisés pour
extraire les protéines a cause de leurs effets négatifs sur la structure et les fonctionnalités de
celles-ci. L’extraction des protéines peut également etre conduite par hydrolyse enzymatique ;
I’efficacité de cette méthode dépend de I’action des enzymes utilisées (donc de la variété des
enzymes : protéolytiques, collagénolytique ou élastolytiques) qui a pour but de libérer les
protéines de leurs matrices et donc d’améliorer leur solubilité sans pour autant provoquer leur
dénaturation. Cette méthode a été utilisée pour extraire les protéines de la VSM de dinde
(Fonkwe et Singh, 1996) et les protéines de poumon de beeuf (Webster et al, 1982) : meme si le
rendement d’extraction est trés élevé pour le poumon de beeuf (environ 80%), cette méthode reste

assez couteuse et difficile a controler.
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Il existe plusieurs techniques d’extraction des protéines, adaptées en fonction des
propriétés des protéines ciblées, des échantillons utilisés et des objectifs de I’étude. Voici

quelques-unes des techniques couramment utilisées pour I’extraction des protéines :
4.1. Extraction par précipitation avec des sels

Cette méthode utilise des sels, tels que le chlorure d’ammonium ou le sulfate
d’ammonium, pour précipiter les protéines a partir de la solution. Les sels diminuent la solubilité

des protéines, favorisant leur agrégation et leur séparation du reste de la solution.

4.2. Extraction par chromatographie

C’est une technique basée sur la différence d'affinité des protéines pour les matrices
stationnaires. Il existe differents types de chromatographie, notamment la chromatographie
d'échange d'ions, la chromatographie d'affinité, la chromatographie en phase inverse, etc. Ces
méthodes permettent la séparation et I'isolement des protéines en fonction de leurs propriétés

specifiques, telles que la charge, I'nydrophobicité ou I'affinité pour des ligands spécifiques.
4.3. Extraction par ultracentrifugation

L’ultracentrifugation est une technique utilisée pour séparer les protéines en fonction de
leur taille, de leur forme et de leur densité. Elle utilise des forces centrifuges élevées pour
sédimenter les protéines en fonction de leurs propriétés physiques, permettant ainsi leur

séparation.
4.4. Extraction par électrophoreése

L électrophorése est une technique qui utilise un champ électrique pour séparer les
protéines en fonction de leur charge et de leur taille. Les méthodes couramment utilisées sont
I’électrophorese sur gel de polyacrylamide (PAGE) et I’électrophorése bidimensionnelle (2D-
PAGE), qui permettent la séparation et I’isolement des protéines en fonction de leurs propriétés
électrophorétiques.

4.5. Extraction par ultrasons

11
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L’extraction par ultrasons utilise des ondes ultrasonores pour rompre les liaisons entre les
protéines et les autres composants cellulaires. Les ultrasons créent des vibrations et des

cavitations dans le milieu, favorisant ainsi la libération des protéines.

4.6. Extraction par broyage mécanique

Cette méthode consiste a broyer les échantillons contenant les protéines dans un milieu
de broyage a I’aide d’instruments tels qu’un mortier et un pilon ou un homogénéisateur. Le
broyage mécanique permet de rompre les cellules et d’extraire les protéines de I’échantillon.

12
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1. Historique de ’extraction des lectines bactériennes

En 1960, les premieres études sur les lectines bactériennes ont débute avec la découverte
de la lectine bactérienne d’Escherichia coli (E. coli) par L.A. Hermodson et ses collegues en
1967. Cette découverte a ouvert la voie a de nouvelles recherches sur les lectines bactériennes et

leurs propriétés.

Dans les années 1970, les chercheurs ont continué a isoler et a caractériser différentes
lectines bactériennes a partir de diverses especes bactériennes. Des études ont été menées pour
déterminer leurs spécificités de liaison aux sucres, leurs propriétés physicochimiques et leurs

activités biologiques.

Au cours des années 1980, de nombreuses méthodes d’extraction et de purification des
lectines bactériennes ont été développées et améliorées. Des techniques telles que I’extraction par
précipitation avec des sels, la chromatographie d’échange d’ions, la chromatographie d’affinité et
I’électrophorese ont été largement utilisées pour isoler les lectines bactériennes a partir de

différentes sources bactériennes.

A partir des années 1990, I’utilisation des lectines bactériennes s’est étendue a divers
domaines de recherche et d’application. Des études ont été menées sur les mécanismes
d’interaction entre les lectines bactériennes et leurs substrats, ainsi que sur leurs applications
potentielles en biotechnologie, en recherche biomédicale, en diagnostic et en développement de

thérapies.

Au fil du temps, de nouvelles techniques d’extraction et de purification ont été
développées, permettant une isolation plus efficace et une meilleure caractérisation de ces
protéines. Les progrés technologiques ont également permis I’utilisation de méthodes plus
sophistiquées d’analyse et de caractérisation des lectines bactériennes, contribuant ainsi a une

meilleure compréhension de leurs propriétés et de leurs applications.
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2. Technique d’extraction des lectines bactériennes

2.1.  Extraction par précipitation avec des sels

L'extraction par précipitation salinée est une méthode couramment utilisée pour isoler les
lectines bactériennes a partir d'extraits bactériens. Cette technique est basée sur le principe selon
lequel l'ajout de sels, tels que le chlorure de sodium (NaCl), & une solution protéique peut
provoquer la précipitation sélective des protéines solubles, y compris les lectines. Voici les

étapes principales de I'extraction par précipitation avec des sels :
2.1.1. Préparation de I'extrait bactérien

Les bactéries sont généralement cultivées en milieu approprié jusqu'a la phase de
croissance souhaitée. Ensuite, les cellules bactériennes sont récoltées par centrifugation ou
filtration. Les protéines extracellulaires, y compris les lectines, peuvent étre libérées des
bactéries en utilisant différentes méthodes de lyse, telles que la lyse chimique avec des agents
comme le Triton X-100 ou le lysozyme, la lyse mécanique par sonication ou la lyse
enzymatique avec des enzymes tels que le lysozyme ou la mutanolysine, en fonction des

caractéristiques de la bactérie étudiée (Pereira et al., 2017).
2.1.2. Ajout de solution salée

Une solution de chlorure de sodium (NaCl) est ajoutée a I'extrait bactérien. La
concentration de NaCl utilisée peut varier en fonction des besoins expérimentaux et des
propriétés spécifiques des lectines recherchées. Par exemple, Jermyn et Boyd (1972) ont utilisé

une concentration finale de NaCl de 2 M pour précipiter les lectines bactériennes.
2.1.3. Mélange et incubation

La solution bactérienne contenant le NaCl est soigneusement mélangée pour assurer une
répartition uniforme du sel dans la solution. L'incubation est généralement effectuée a une
température appropriée, souvent a 4 °C, pendant une période donnée. Cette étape permet aux
protéines solubles, y compris les lectines, de former des agrégats et de précipiter (He et al.,
2007).
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2.1.4. Centrifugation

Aprés l'incubation, la solution est centrifugée a une vitesse élevée et une durée
appropriées pour séparer la précipitation de protéines du surnageant. La centrifugation permet de
récupérer la fraction insoluble, qui contient les lectines précipitées. Le précipité est peut étre lavé
pour éliminer les contaminants. La centrifugation peut étre réalisée a basse température pour

minimiser la dégradation des protéines (Mohapatra et al., 2021).
2.1.5. Dissolution de la précipitation

La précipitation de protéines contenant les lectines est dissoute dans un tampon approprié
pour obtenir une solution de lectines purifiées. La composition du tampon dépendra des besoins
expérimentaux ultérieurs, tels que I'analyse fonctionnelle ou structurale des lectines. Par exemple,
un tampon Tris-HCI a pH neutre peut étre utilisé pour dissoudre les lectines précipitées (Tripathi
et al., 2012). Des techniques telles que I'électrophorese sur gel de polyacrylamide (PAGE) et des
tests d'activité spécifiques aux lectines peuvent étre utilisées pour caractériser et analysé le

précipité pour évaluer la pureté et I'activité des lectines extraites.

Il est important de noter que les protocoles d'extraction par précipitation salinée peuvent
varier en fonction des bactéries étudiées, des objectifs de I'étude et des conditions expérimentales

spécifiques.

L'extraction par précipitation avec des sels est une méthode relativement simple et
économique pour l'isolement des lectines bactériennes. Cependant, elle peut entrainer la co-
précipitation de protéines indésirables et nécessite souvent des étapes supplémentaires de
purification et de caractérisation pour obtenir des lectines hautement purifiées. D'autres
techniques d'extraction peuvent étre utilisées en combinaison avec la précipitation avec des sels

pour améliorer la pureté et I'efficacité d'extraction des lectines bactériennes.
2.2. Extraction par chromatographie d’echange d’ions

C’est une méthode largement utilisée et efficace. Cette technique repose sur la différence de
charge nette des protéines, y compris les lectines, qui permet leur séparation sur une colonne
chromatographique en fonction de leurs interactions avec les résines échangeuses d'ions. Voici

les étapes principales de I'extraction par chromatographie d'échange d'ions :
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2.2.1. Préparation de I'échantillon

L'échantillon contenant les lectines bactériennes est préparé en homogénéisant les
cellules bactériennes dans un tampon approprié. Le tampon doit étre compatible avec la
chromatographie d'échange d'ions et peut contenir des sels tampons, des agents réducteurs ou
d'autres additifs nécessaires.

2.2.2. Equilibre de la colonne chromatographique

Une colonne chromatographique contenant une resine échangeuse d'ions est préparée et
équilibrée avec le tampon approprié. La résine peut étre chargée positivement (anionique) ou

négativement (cationique), selon la charge des lectines bactériennes.
2.2.3. Chargement de I'échantillon

L'échantillon est chargé sur la colonne chromatographique. Les protéines, y compris les lectines,
s'adsorbent sur la résine en fonction de leurs interactions électrostatiques avec les groupes

fonctionnels de la résine.
2.2.4. Lavage de la colonne

Aprés le chargement de I'échantillon, la colonne est lavée avec un tampon approprié pour
éliminer les protéines non liées ou faiblement liées. Ce lavage permet de réduire les impuretés et

d'obtenir des lectines bactériennes plus pures.
2.2.5. Elution des lectines

Les lectines bactériennes sont ensuite éluées de la colonne chromatographique en
modifiant les conditions de I'élution, telles que la force ionique ou le pH du tampon. Les lectines
bactériennes se désorbent de la résine et sont collectées sous forme de fractions contenant les

protéines d'intérét.
2.2.6. Caractérisation et analyse

Les fractions contenant les lectines bactériennes sont caractérisées et analysées pour évaluer

leur pureté, leur activité et leur spécificité de liaison aux sucres. Des techniques d'analyse telles
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que I'électrophorese sur gel de polyacrylamide (PAGE), les tests d'agglutination ou

d’hémagglutination et la spectrométrie de masse peuvent étre utilisées.

L'extraction par chromatographie d'échange d'ions permet une séparation efficace des
lectines bactériennes en fonction de leurs charges nettes. Elle offre une grande flexibilité en
termes de choix de la résine et de conditions d'élution, ce qui permet d'optimiser la séparation et
la purification des lectines. Cependant, cette méthode nécessite une instrumentation spécifique et

peut étre plus colteuse que d'autres techniques d'extraction.
2.3. Extraction par chromatographie d'affinité

L'extraction des lectines bactériennes par chromatographie d'affinité est une méthode
puissante qui exploite I'interaction spécifique entre les lectines et leurs ligands, généralement des
sucres ou des glycoconjugués. Cette technique permet une purification hautement sélective des
lectines a partir d'extraits bactériens complexes. En suivant les étapes principales de I'extraction

par chromatographie d'affinité :
2.3.1. Préparation de la matrice d'affinité

Une matrice d'affinité est préparée en conjugeant les ligands spécifiques des lectines
(sucres ou glycoconjugués) a une matrice support telle que des billes de sépharose ou d'agarose.

La matrice est ensuite équilibrée avec un tampon approprie.
2.3.2. Chargement de I'échantillon

L'échantillon contenant les lectines bactériennes est chargé sur la colonne
chromatographique contenant la matrice d'affinité. Les lectines se lient spécifiguement aux

ligands immobilisés sur la matrice en raison de leurs interactions de reconnaissance.
2.3.3. Lavage de la colonne

Aprés le chargement de I'échantillon, la colonne est lavée pour éliminer les protéines non
spécifiques ou faiblement liées. Cela permet de réduire les impuretés et d'obtenir des lectines

bactériennes plus pures et spécifiques.
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2.3.4. Elution des lectines

Les lectines bactériennes sont éluées de la colonne chromatographique en utilisant un
tampon spécifique ou une solution compétitive contenant un exces du ligand correspondant.
L'élution compétitive rompt l'interaction entre les lectines et les ligands, permettant la

récupération spécifique des lectines bactériennes.
2.3.5. Caractérisation et analyse

Les fractions contenant les lectines bactériennes sont caractérisées et analysées pour
évaluer leur pureté, leur activité et leur spécificité de liaison aux sucres. Des techniques d'analyse
telles que I'électrophorése sur gel de polyacrylamide (PAGE), les tests d'agglutination ou

d’hémagglutination et la spectrométrie de masse peuvent étre utilisées.

L'extraction par chromatographie d'affinité permet une purification spécifique des lectines
bactériennes en exploitant leur affinité sélective pour des ligands spécifiques. Cette méthode offre
une haute pureté et une grande spécificité, permettant I'isolement de lectines intactes et actives.
Cependant, elle nécessite la disponibilité de ligands spécifiques et peut étre plus colteuse que

d'autres techniques d'extraction.
2.4. .Extraction par électrophorese

L'extraction des lectines bactériennes par électrophorése est une méthode basée sur la
séparation des protéines en fonction de leur mobilité électrophorétique dans un gel. Voici les

étapes principales de I'extraction par électrophorése :
2.4.1. Préparation de I'échantillon

L'échantillon contenant les lectines bactériennes est préparé en homogénéisant les cellules
bactériennes dans un tampon approprié contenant des agents de solubilisation et de dénaturation

des proteines.
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2.4.2. Préparation du gel d*électrophorese

Un gel délectrophorese est préparé, généralement en utilisant du polyacrylamide pour la
séparation des protéines. La concentration du gel est choisie en fonction de la taille des protéines

d'intérét.
2.4.3. Chargement de I'échantillon

L'échantillon est chargé dans les puits du gel d'électrophorése. Une électrode positive

(anode) et une électrode négative (cathode) sont placées aux extrémités du gel.
2.4.4. Electrophorése

Un courant électrique est appliqué aux électrodes, ce qui provoque la migration des
protéines dans le gel en fonction de leur charge électrique et de leur taille. Les lectines
bactériennes se deplacent a des vitesses différentes en fonction de leurs propriétés électro

phorétiques.
2.4.5. Fixation et visualisation des protéines

Apres I'électrophorése, les protéines sont fixées dans le gel, généralement en utilisant des
colorants tels que le Coomassie Brilliant Blue ou l'argent. Les bandes de protéines, y compris les

lectines, peuvent étre visualisées et excisées du gel pour une analyse ultérieure.
2.4.6. Caractérisation et analyse

Les bandes contenant les lectines bactériennes sont caractérisees et analysées pour évaluer
leur pureté et leur activité. Des techniques telles que la spectrométrie de masse, I'immunoblotting
ou les tests d'agglutination peuvent étre utilisées pour identifier et caractériser les lectines

extraites.

L'extraction par electrophorése permet la séparation des protéines, y compris les lectines
bactériennes, en fonction de leur mobilité électrophorétique. Cette méthode offre une séparation
rapide des protéines, mais elle peut nécessiter des étapes supplémentaires de purification et de

caractérisation pour obtenir des lectines hautement purifiées. Elle est souvent utilisee en
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combinaison avec d'autres techniques d'extraction et de purification pour une isolation plus

poussee des lectines bactériennes.
2.5. Extraction par ultrafiltration

Cette méthode permet de concentrer et de purifier les protéines en fonction de leur taille

moléculaire. Voici les étapes principales de I'extraction par ultrafiltration :
2.5.1. Préparation de I'échantillon

L'échantillon contenant les lectines bactériennes est préparé en homogénéisant les
cellules bactériennes dans un tampon approprié pour maintenir la stabilité et l'intégrité des

protéines.
2.5.2. Assemblage du systeme d'ultrafiltration

Un dispositif d'ultrafiltration est assemblé avec une membrane de filtration appropriée
pour retenir les protéines de taille supérieure a celle des lectines. La membrane choisie doit avoir
une taille de pores adaptée pour permettre le passage des lectines tout en retenant les molécules

de plus grande taille.
2.5.3. Chargement de I'échantillon

L'échantillon est chargé dans la chambre d'ultrafiltration. Lorsque la pression est
appliquée, le tampon et les petites molécules passent a travers la membrane tandis que les lectines

bactériennes de taille supérieure sont retenues.
2.5.4. Lavage et concentration

Le tampon de lavage est ajouté a la chambre d'ultrafiltration pour éliminer les impuretés
et les petites molécules non désirées. En continuant a appliquer la pression, les lectines

bactériennes sont concentrées a travers la membrane.
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2.5.5. Elution des lectines

Une fois les lectines bactériennes concentrees, elles peuvent étre eluées de la membrane
en utilisant un tampon approprié ou un agent de désorption spécifique. L'élution permet de

récupérer les lectines sous une forme plus concentrée.
2.5.6. Caracterisation et analyse

Les lectines bactériennes obtenues par ultrafiltration sont caractérisees et analysées pour
évaluer leur pureté, leur activité et leur spécificité de liaison aux sucres. Des techniques d'analyse
telles que I'électrophorése sur gel de polyacrylamide (PAGE), les tests d'agglutination ou

d’hémagglutination et la spectrométrie de masse peuvent étre utilisées.

L'extraction par ultrafiltration permet la concentration et la purification des lectines
bactériennes en fonction de leur taille moléculaire. Cette méthode offre une purification rapide et
efficace des protéines, en éliminant les impuretés et en concentrant les lectines dans une plus
petite volume. Cependant, elle peut nécessiter [I'utilisation de dispositifs spécifiques
d'ultrafiltration et une optimisation des conditions de filtration pour obtenir des rendements

élevés et des lectines de haute pureté.
2.6. Extraction par ultracentrifugation

L'extraction des lectines bactériennes par ultracentrifugation est une méthode basée sur la
séparation des composants cellulaires en fonction de leur densité et de leur taille. Voici les étapes

principales de I'extraction par ultracentrifugation :
2.6.1. Préparation de I'échantillon

L'échantillon contenant les lectines bactériennes est préparé en homogénéisant les
cellules bactériennes dans un tampon approprié pour maintenir la stabilité et l'intégrité des

protéines.

2.6.2. Centrifugation a basse vitesse
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L'échantillon est soumis a une premiére centrifugation a basse vitesse pour éliminer les
débris cellulaires, les membranes et les grosses particules. Cela permet d'obtenir une fraction plus

claire contenant les protéines solubles, y compris les lectines.
2.6.3. Ultracentrifugation

La fraction obtenue apres la centrifugation a basse vitesse est transférée dans des tubes a
ultracentrifugation et soumise a une ultracentrifugation a haute vitesse. Cette étape permet de
séparer les protéines en fonction de leur densité, les plus lourdes se sédimentant au fond des

tubes.
2.6.4. Récupération des fractions

Apres [l'ultracentrifugation, les fractions contenant les lectines bactériennes sont
récupérées en prélevant les couches supérieures du surnageant ou en prélevant les fractions

précipitées au fond des tubes, en fonction de la densité des lectines.
2.6.5. Lavage et purification

Les fractions contenant les lectines sont lavées pour éliminer les impuretés et les
contaminants indésirables. Des techniques de purification supplémentaires, telles que la
précipitation avec des sels ou la chromatographie, peuvent étre utilisées pour obtenir des

lectines plus pures.
2.6.6. Caractérisation et analyse

Les lectines bactériennes obtenues par ultracentrifugation sont caractérisées et analysées
pour évaluer leur pureté, leur activité et leur spécificité de liaison aux sucres. Des techniques
d'analyse telles que I'électrophorese sur gel de polyacrylamide (PAGE), les tests d'agglutination

ou d'hémagglutination et la spectrométrie de masse peuvent étre utilisées.

Ce type d’extraction permet la séparation des lectines bactériennes en fonction de leur
densité et de leur taille. Cette méthode offre une purification relative des protéines, mais elle peut
nécessiter des étapes supplémentaires de purification et de caractérisation pour obtenir des

lectines hautement purifiées. L'ultracentrifugation est une technique couramment utilisée en

22



Chapitre?2 : Extraction des lectines bactériennes

combinaison avec d'autres méthodes d'extraction et de purification pour isoler les lectines

bactériennes a partir de diverses sources.

3.  Comparaison des différentes techniques d’extraction des lectines

bactériennes

Voici le Tableau 1 :Comparaison des principales techniques d'extraction des lectines bactériennes
( boulahrouf khaled , et al 2023)

comparant les principales techniques d'extraction des lectines bactériennes, évaluant leur

efficacité, facilité de mise en ceuvre, cofit, ainsi que leurs avantages et inconvénients.

Tableau 1. Comparaison des principales techniques d'extraction des lectines bactériennes.

Techniques Avantages : Inconvénients

d'extraction

Séparation basee sur la Nécessite des équipements
_ ) densité et la taille des specialisés d'ultracentrifugation.
Ultracentrifugation . o )
protéines. nécessite souvent des étapes
rendement éleve. supplémentaires de purification.
Possibilité d'obtenir des faible spécificité de liaison.

fractions enrichies en lectines.

Concentration et purification | Nécessite des dispositifs spécifiques

rapides des lectines en d'ultrafiltration.
fonction de leur taille Optimisation des conditions de
moléculaire. filtration requise.

Ultrafiltration Rendement élevé. Peut nécessiter des étapes
Méthode douce pour les supplémentaires de purification.
protéines.
Méthode simple et peu Peut entrainer une contamination par
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colteuse. des sels.
Précipitation avec bonne récupération des des protéines indésirables et des
des sels lectines. impuretés.

adaptée a de grandes quantités | faible spécificité de liaison.

d'échantillons.

Bonne séparation des lectines | Nécessite des colonnes et des résines

en fonction de leur charge. d'échange d'ions.
) possibilité d'optimiser les Peut-étre plus colteuse.
Chromatographie . ) ] ) )
conditions de séparation. temps de séparation plus long.

Echangeuse d'ions | \eilleure spécificité de

liaison.

Grande spécificité de liaison | Nécessite des ligands d'affinité
grace a l'utilisation de ligands | spécifiques aux lectines.
specifiques aux lectines. codts plus éleves.

Chromatographie | Meilleure pureté des lectines. | processus de purification plus

d'affinité Méthode plus douce pour les | complexe.
protéines.
Bonne séparation des Peut nécessiter des équipements

protéines en fonction de leur | spécialisés.

i . taille et de leur charge. temps de séparation plus long.
Electrophorese i . ) )
Peut étre utilisée en faible rendement pour les lectines de
combinaison avec d'autres faible abondance.
techniques.

Tableau 1 :Comparaison des principales techniques d'extraction des lectines bactériennes (
boulahrouf khaled , et al 2023)

4. Meéthode d’analyse de lectine bactérienne

Il existe plusieurs méthodes d'analyse couramment utilisées pour étudier les lectines

bactériennes. Ces méthodes permettent de caractériser les propriétés et les interactions des
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lectines, d'évaluer leur activité de liaison aux sucres et de déterminer leur structure. Voici

quelques-unes des principales méthodes d'analyse des lectines bactériennes :

4.1. Electrophoreése sur gel de polyacrylamide (PAGE)

Cette méthode permet de séparer les protéines en fonction de leur taille et de leur charge.
Elle est souvent utilisée pour évaluer la pureté des lectines et pour analyser les interactions

protéine-protéine.
4.2. Western blot

Le western blot est une technique qui permet de détecter spécifiqguement les lectines
bactériennes dans un échantillon a l'aide d'anticorps specifiques. Elle permet de confirmer la

présence des lectines et d'évaluer leur expression et leur quantité.
4.3. Test d'agglutination

Les lectines bactériennes ont la capacité de provoquer I'agglutination (regroupement) des
cellules ou des particules qui contiennent des sucres spécifiques. Ce test est utilisé pour évaluer

I'activité agglutinante des lectines et pour déterminer leur spécificité de liaison aux sucres.
4.4. Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est utilisée pour déterminer la masse moléculaire des lectines
et pour identifier les peptides constitutifs. Elle peut également étre utilisée pour étudier les
modifications post-traductionnelles des lectines et pour évaluer leur structure

tridimensionnelle.
4.5. Résonance plasmonique de surface (SPR)

La SPR est une technique qui permet d'étudier les interactions entre les lectines
bactériennes et leurs ligands (sucres) en temps réel. Elle fournit des informations sur I'affinite,

la cinétique de liaison et la spécificité de liaison des lectines.

4.6. Microscopie a fluorescence
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La microscopie a fluorescence est utilisée pour visualiser la localisation et la distribution
des lectines bactériennes a l'intérieur des cellules ou sur des surfaces. Elle permet de

comprendre leur localisation subcellulaire et leur role dans les interactions cellulaires.

4.7. Biocapteurs

Les biocapteurs basés sur des lectines sont utilises pour détecter et quantifier
specifiquement la présence de sucres dans des échantillons biologiques. Ces dispositifs
permettent de réaliser des dosages sensibles et spécifiques des sucres et de comprendre leur role

dans les interactions lectine-sucres.
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1. Mécanismes d'extraction des lectines bactériennes

1.1. Principes de la preécipitation avec des sels

La précipitation avec des sels repose sur la solubilité différente des protéines dans
différentes conditions de concentration ionique. Les sels, tels que I'ammonium sulfate, sont
ajoutés a I'échantillon pour atteindre une concentration critique ou les protéines precipitent, tandis
que les lectines restent en solution. Ce processus repose sur la séparation des protéines en
fonction de leur hydrophobicité et de leur stabilité structurale en présence de concentrations

élevées de sels.
1.2. Meécanismes de la chromatographie d*échange d'ions

La chromatographie d'échange d'ions est basée sur l'interaction entre les charges des
protéines et les groupes ioniques immobilisés sur la résine de la colonne. Les protéines, y compris
les lectines bactériennes, sont séparées en fonction de leur charge nette. Les protéines chargées de
maniere opposee a la résine sont retenues et peuvent étre éluées en modifiant les conditions de

I'élution, comme le pH ou la force ionique de la solution.
1.3. Meécanismes de la chromatographie d*affinité

La chromatographie d'affinité utilise des ligands spécifiques immobilisés sur la résine de
la colonne pour se lier sélectivement aux lectines bactériennes. Les ligands sont choisis en
fonction de leur affinité pour les lectines, généralement des sucres ou des glycanes spécifiques.
Les lectines se lient spécifiquement aux ligands d'affinité, tandis que les autres protéines sont
éluées. Les lectines peuvent ensuite étre récupérées en utilisant une solution compétitive ou en

modifiant les conditions de I'élution.
1.4, Mécanismes de I'électrophorese

L'électrophorese est basée sur le mouvement des particules chargées sous l'influence d'un
champ électrique. Les lectines bactériennes sont séparées en fonction de leur charge électrique et
de leur taille moléculaire en utilisant un gel de polyacrylamide ou un gel d'agarose. Les protéines
migrent a travers le gel en fonction de leur charge, leur taille et la force du champ électrique

appliqué, ce qui permet de séparer les lectines des autres protéines présentes dans I'échantillon.
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1.5. Meécanismes de l'ultrafiltration

L'ultrafiltration est basée sur la séparation des protéines en fonction de leur taille
moléculaire a travers une membrane semi-perméable. Les lectines bactériennes sont concentrées
et purifiées en passant I'échantillon a travers une membrane avec une taille de pore adaptée pour
exclure les molécules de taille supérieure, tout en permettant le passage des lectines. Le
mécanisme repose sur la différence de taille moléculaire entre les lectines et les autres protéines

présentes dans I'échantillon.
1.6.  Meécanismes de I'ultracentrifugation

L'ultracentrifugation est basée sur la séparation des particules en fonction de leur densité
et de leur taille dans un gradient de densité généré par une centrifugation a grande vitesse. Les
lectines bactériennes sont séparées des autres composants de I'échantillon en fonction de leur
densité et de leur taille. Les particules plus denses sédimentent plus rapidement vers le fond du
tube de centrifugation, tandis que les particules moins denses se trouvent dans les fractions

supérieures.
2. Facteurs influencant I'extraction des lectines bactériennes

2.1. Nature de la source de lectines bactériennes

La source de lectines bactériennes, c'est-a-dire I'espéce bactérienne a partir de laquelle les
lectines sont extraites, peut avoir une influence sur le rendement et la qualité de I'extraction.
Différentes espéces bactériennes peuvent produire des lectines avec des caractéristiques
structurales et fonctionnelles variables. Par conséquent, il est important de prendre en compte la

nature de la source lors du choix de la technique d'extraction et des conditions expérimentales.

Plusieurs lectines ont été découvertes suite a des tests d'adhésion de diverses bactéries sur
différents types de cellules via une interaction avec les glycosides présents sur la surface

cellulaire.

Au début des années 1980, les bactéries spécifiques au mannose avaient été identifiées, le
principal exemple étant E. Coli type 1. Depuis, une trés grande variété de bactéries se liant a des

glycosides, via des lectines.
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Pseudomonas aeruginosa est un pathogene opportuniste une grande quantité de produit
protéine se liant aux glycosides, incluant les lectines solubles 1(PA-IL ou Lec A) et Il (PA-IIL ou
Lec B). Spécifiques pour la sous-unité galactose et fucose respectivement. Les deux protéines
sont principalement présentes dans le cytoplasme de la bactérie mais dans certaines conditions

elles sont aussi présentes sur la surface de la membrane externe de la bactérie .

PA-IL a été la premiére lectine de P. oeruginosa a étre isolée par chromatographie
d'affinité utilisant une colonne sepharose. Cette protéine est constituée de 121 acides aminés

(12.75 kD par monomere) associé en un homotétramere.

Les toxines du type AB5 sont secrétées par différents microorganismes tels que Vibrio

cholerae, certaines souches d’E.coli (ETEC), Shigella dysenteriae et Borderella pertussis.

Chromobacterium violaceum est aussi un pathogene pour les humains et produit une

lectine, CV-IIL, ayant une forte homologie de séquence avec PA-IIL.

RSL est une lectine produite par la bactérie Ralstonia solanacearum, qui attaque les

racines des plantes.

La Cyanovirine-N, produite par le cyanobactérie Nostoc ellipsosporum est sans doute la
lectine bactérienne la plus connue et mieux étudiée, car cette protéine montre une puissante
activité antivirale et plus précisément elle est capable d’inhiber le virus du SIDA (HIV) (Boyd,
Gustafson et al. 1997).

2.2.  Choix de la technique d'extraction

Le choix de la technique d'extraction des lectines bactériennes est important pour obtenir
un rendement élevé et une pureté satisfaisante. Différentes techniques d'extraction, telles que la
précipitation avec des sels, la chromatographie d'échange d'ions, la chromatographie d'affinité,
I'électrophorese, l'ultrafiltration et l'ultracentrifugation, peuvent étre utilisées en fonction des
caractéristiques des lectines et des objectifs de I'étude. Chaque technique présente des avantages

et des limites spécifiques en termes de rendement, de pureté et de facilité d'utilisation.
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2.3. Condition de I’extraction

Les conditions expérimentales utilisées lors de I'extraction des lectines bactériennes
peuvent avoir un impact significatif sur I'efficacité de I'extraction. Cela comprend des facteurs
tels que le pH, la force ionique, la température, le temps d'incubation, le type et la concentration
des sels utilises, ainsi que la méthode d'extraction spécifique. 1l est important d'optimiser ces

conditions pour maximiser le rendement et la purete des lectines extraites.

2.4.  Etapes de purification et caractérisation

Les étapes de purification et de caractérisation apres I'extraction initiale sont également
importantes pour obtenir des lectines bactériennes de haute qualité. Cela peut inclure des
techniques de purification supplémentaires, telles que la chromatographie par affinité, la filtration
sur gel, I'électrophorése bidimensionnelle, ainsi que des méthodes d'analyse pour évaluer la
pureté, l'activité et la structure des lectines extraites. Les étapes de purification et de
caractérisation doivent étre adaptées aux objectifs de I'étude et aux exigences spécifiques des

lectines bactériennes étudiées.

En prenant en compte ces facteurs, il est possible d'optimiser l'extraction des lectines
bactériennes afin d'obtenir des rendements éleveés, une pureté satisfaisante et des échantillons de

lectines de qualité pour des applications ultérieures.
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1. Perspectives de recherche

Les techniques d'extraction des lectines bactériennes continuent d'évoluer et peuvent
bénéficier d'améliorations afin d'optimiser les rendements et la pureté des lectines extraites.

Certaines pistes de recherche pour I'amélioration des techniques d'extraction comprennent :

1.1. Amélioration des techniques d'extraction

1.1.1. Optimisation des conditions d'extraction :

Explorer différentes conditions expérimentales telles que le pH, la force ionique, la
température, le temps d'incubation, et la concentration des réactifs peut améliorer I'efficacité de

I'extraction des lectines bactériennes.
1.1.2. Utilisation de techniques combinées :

La combinaison de techniques comme la chromatographie d'affinit¢ avec la
chromatographie d'échange d'ions peut augmenter la spécificité de I'extraction des lectines

bactériennes.
1.1.3. Développement de nouveaux ligands d'affinite :

Creéer des ligands d'affinité spécifiques pour les lectines bactériennes peut améliorer la
sélectivité de I'extraction. Des recherches supplémentaires sont nécessaires pour développer de

nouveaux ligands ou améliorer ceux existants afin de faciliter cette extraction.
1.1.4. Utilisation de nouvelles technologies :

Explorer des technologies telles que I'extraction assistée par ultrasons, par micro-ondes,
par solvant supercritique, ou l'utilisation de nanomatériaux peut améliorer l'efficacité et la

rapidité de I'extraction des lectines bactériennes.
1.2. Développement de nouvelles techniques d'extraction

En parallele de I'amélioration des techniques existantes, le développement de nouvelles
méthodes d'extraction des lectines bactériennes est également prometteur. Certaines perspectives

de recherche incluent :
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1.2.1. Extraction assistée par enzymes :

L 'utilisation d'enzymes spécifiques peut faciliter une extraction plus sélective des lectines

bactériennes en ciblant leurs interactions avec les substrats, préservant ainsi leur intégrité.
1.2.2. Extraction basée sur des technologies de microfluidique :

Les dispositifs de microfluidique permettent un controle précis des conditions
d'extraction, une rapidité accrue et une faible consommation de réactifs, ce qui pourrait

révolutionner I'extraction des lectines bactériennes.
1.2.3. Utilisation de techniques de séparation avancées :

L'application de techniques comme la chromatographie en phase liquide a haute
performance (HPLC) ou en phase supercritique (SFC) peut améliorer I'efficacité et la précision

de la séparation des lectines bactériennes.

1.3. Etude des mécanismes d’interaction entre les lectines bactériennes et leurs

substrats

L'étude approfondie des mécanismes d'interaction entre les lectines bactériennes et leurs
substrats est cruciale pour comprendre la spécificité et I'affinité de liaison des lectines. Voici

quelques aspects clés de cette étude :
1.3.1. Caractérisation des sites de liaison :

Utilisation de techniques telles que la cristallographie aux rayons X, la spectroscopie
RMN et la modélisation moléculaire pour déterminer la structure tridimensionnelle des

complexes lectine-substrat et analyser les interactions moléculaires.
1.3.2. Etude de la spécificité de liaison :

Utilisation de substrats variés pour évaluer la spécificité de liaison des lectines
bactériennes, avec des approches comme la spectroscopie de fluorescence, I'l'TC et la bio-

informatique.
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1.3.3. Détermination des constantes d'affinité :

Mesure précise des constantes d'affinité entre les lectines bactériennes et leurs substrats
par des méthodes comme I'I'TC, la SPR et la chromatographie d'affinité pour évaluer la force de

I'interaction.
1.3.4. Exploration des mécanismes de reconnaissance :

Comprendre comment les lectines bactériennes reconnaissent spécifiquement leurs
substrats pour concevoir des ligands d'affinité spécifiques et développer de nouvelles stratégies

d'extraction et de purification.

Ces perspectives de recherche offrent un cadre complet pour I'amélioration continue des
techniques d'extraction des lectines bactériennes, visant a répondre aux défis actuels et a explorer

de nouvelles applications potentielles de ces biomolécules importantes.
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Conclusion

En conclusion, notre étude des techniques d'extraction des lectines bactériennes a mis en
lumiére leur importance en tant que proteines spécifiques capables de se lier aux sucres. Nous
avons exploré diverses méthodes telles que la précipitation avec des sels, la chromatographie
déchange d'ions, la chromatographie daffinité, [I'électrophorése, [l'ultrafiltration et
l'ultracentrifugation, chacune offrant des avantages spécifiques pour répondre aux besoins de

caractérisation des lectines.

Les techniques d'analyse comme I'ELISA, la chromatographie d'affinité inversée et
I'électrophorése sur gel ont été utilisées pour étudier la spécificité de liaison et l'affinité des
lectines extraites, bien que le développement continu de méthodes plus sensibles et spécifiques

soit nécessaire pour une caractérisation approfondie.

Comprendre les mécanismes d'extraction et d'interaction des lectines bactériennes est
essentiel non seulement pour optimiser les procédures d'extraction, mais aussi pour explorer leur
potentiel dans des applications biomédicales, pharmaceutiques et biotechnologiques. Ces
protéines jouent un réle crucial dans la reconnaissance moléculaire et offrent des opportunités de

développement de nouveaux outils thérapeutiques et de diagnostic.

Pour l'avenir, il est recommandé de poursuivre la recherche sur Il'amélioration des
techniques d'extraction afin d'augmenter le rendement et la spécificité des lectines bactériennes.
De plus, approfondir notre compréhension des mécanismes d'interaction aidera a concevoir de
nouveaux ligands d'affinité et a explorer de nouvelles applications dans la détection des glycanes,
la thérapie ciblée et la conception de vaccins.

En somme, I'étude des lectines bactériennes représente une voie prometteuse pour la
recherche fondamentale et appliquée. En continuant a explorer leurs propriétés et leurs
applications potentielles, nous pourrons exploiter pleinement leur diversité fonctionnelle et
contribuer a de nouvelles avancées dans les domaines de la biologie structurale et des interactions

protéine-sucres.
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