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Résumé :

Les lectines sont des protéines ou des glycoprotéines ubiquitaire, d’origine non
immunitaire. Elles sont souvent multivalentes et possédent la capacité bien connue d’agglutiner
les erythrocytes.

Dans ce travail on a choisi le champignon de Tricholoma sp comme source pour
I’extraction des lectines aprés macération de la poudre fongique par un tampon PBS.

L'étude vise a identifier les lectines du champignon Tricholoma Sp en utilisant le test
d'agglutination avec le sang de lapin (3%) qui est une étape essentielle qui indique la présence
des lectines Plusieurs tests sont utilisés comme les effets du pH , la température, des metaux et
les interactions avec les sucres .

L’activité agglutinante de 1’extrait de Tricholoma sp a montré une activité hémagglutinante
avec les érythrocytes du lapin.

Le test d’inhibition par différents glucides a montré une affinité avec quatre sucres et avec
un glycoprotéine.

Le traitement thermique de I’extrait de Tricholoma sp a stimulé I’activité agglutinante de
I’extrait a (T=40°C), puis elle a disparu totalement a (60°C ,80°C, 100 °C).

La lectine de Tricholoma sp n’a aucune activité lectinique dans les milieux trés acide et
trés basique . Mais elle est maximale dans pH 7 (pH optimal).

Aprés  D’application d'effet des métaux (CuCl,CaCly,MnCly,FeCl;) par  test
hémagglutination indique que la lectine est métalloprotéine.

L’utilisation de I’extraction par filtration sur colonne de DEAE-Séphacyl donne 4 pics .

Mots clés : Lectine, Hémagglutination, inhibition, sucres, protéines, Extraction, affinité .



uadla

Leds 58Sl Baxnia (ysSE e Llle o ¢ oo lin e dhal 0l 4y S Sl s ) S S (5880 5 50 il g 50 (o (SU)
ool aall Gl S al F oAb paas )

. PBS Jslas pladiuly (5 yhdll (5 samiall adi 2ay Sl ) jA30Y jaaeS Tricholomasp Uil Jeall laa 3
(3%) <)Y a3 e sl sl jliia) alasiuls Tricholoma sp ke it e o jaill 1 A all Cangs

Soal a3 s puell B0 L Jie il ad) sae aladiul x5 s Sl 2a sy lo AYal Gl 35ka A
LSl ae cBle L) g alall,

Y ) paaldl aall iy S a5 0l al il Bl Tricholoma sp galiiua (al il bl ekl

(S (i e 5y S )l e )l 3 g g Adlinie ol 50 S A 5o Tl sl el

de Ll &4 o5 (T=40°C) e galdiuadl al yill LU Tricholoma sp  oaliiuad 4 )l jall dadlaall & s
( 60,80,100°C)

AN (& (o) 2all ST 5 s AulY) 5 s dpasal) bl gl 8 adie Ll (o) Tricholoma sp ¢S sl
(B i g el a8l 7 s g )

8 oke Gl o) s (g seall al Al L) 33,k e (Cu Clp,Ca Cly , Mn Cly, FeClg) ¢otaddl il Budai aay
(e Ol s R e

5,04 ey DEAE-Séphacyl 2see (e mad 5l 5y 5k (e 7] )a5uY aladi)

L@ ¢ alltiue ol g el S oJanis (ual ‘Q;SJ;ELPM\QLASM



Abstract:

Lectins are ubiquitous proteins or glycoproteins of non-immune origin. They are often
multivalent and have the well-known capacity to agglutinate erythrocytes.

In this work we chose the Tricholoma sp fungus as a source for the extraction of lectins after
maceration of the fungal powder with a PBS buffer.

The study aims to identify the lectins of the Tricholoma Sp fungus using the agglutination
test with rabbit blood (4%) which is an essential step which indicates the presence of lectins.
Several tests are used such as the effects of pH, the temperature, metals and interactions with
sugars.

The agglutinating activity of the Tricholoma sp extract showed hemagglutinating activity
with rabbit erythrocytes.

The inhibition test by different carbohydrates showed an affinity with four sugars and with a
glycoprotein.

The heat treatment of the Tricholoma sp extract stimulated the agglutinative activity of the
extract at (T=40°C), then it completely disappeared at (60°, 80°, 100°).

Tricholoma sp lectin has no lectinic activity in very acidic and very basic media. But it is
maximum in pH 7 (optimal pH).

After applying the effect of metals (Cu2+, Ca2+, Mn2+, Fe3+) by hemagglutination test
indicates that the lectin is a metalloprotein.

The use of extraction by filtration on a DEAE-Sephacyl column gives 4 peaks.

Keywords: Lectine, Hemagglutination, Inhibition, sugars, proteins, Extract, affinity .
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Introduction :

Les lectines sont des protéines qui se fixent de maniere spécifique et réversible a des
glucides particuliers, jouant un réle essentiel dans divers processus biologiques tels que la
reconnaissance cellulaire, notamment dans les réponses immunitaires et les infections (Amit,
2016).

Les lectines ont été redéfinies par Peumans et Van Damme en 1995 comme étant des
protéines possédant au moins un domaine non catalytique qui se lie de maniere réversible a un
mono- ou oligosaccharide spécifique. Cependant, selon Cummings (1997), les protéines ayant
une activité enzymatique liée aux hydrates de carbone ne peuvent pas étre considérées comme
des lectines. Grace a leurs propriétés chimiques, les lectines sont devenues un outil précieux dans
plusieurs domaines de la recherche biologique, notamment :

-Immunologie.

-Biologie cellulaire.

-Etude de la structure des membranes.

-Recherche sur le cancer Génie génétique. (Lis et Sharon, 1994).

Les lectines sont des molécules ubiquitaires, car elles se retrouvent dans toutes les classes
d’organismes (Sharon and Lis, 2004). Elles agissent comme des molécules de défense dans les

plantes en reconnaissant des organismes pathogéenes (Hyun-Ju.H et al., 2020).

Les lectines fongiques ont suscité ces derniéres années un intérét particulier motivé par la
découverte de leurs propriétés pharmacologiques intéressantes, comme la stimulation du systeme
immunitaire, contre I'hypertension et I'hypercholesterolemie, mais aussi antivirales et anti-
cancéreuses (She Q.B. et al., 1988; Sze S.C.W et al., 2004).

Nous avons réalisé cette étude pour découvrir la présence de lectines dans la poudre
fongique de Tricholoma sp.

Toutes les extractions de lectine sont réalisees en milieu aqueux (tampon PBS).

Notre travail se répartie en :
-Une étude bibliographie sur les lectines et les champignons de Tricholoma sp.

- Extraction des lectines.
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-Des tests d'agglutination.
-Purification partielle.
- Résultat et Disscussion.

Dans cette étude, notre objectif :

« Etude de la présence des lectines par le test d'hémagglutination avec le sang de lapin.

« Etude de I'effet de température ,du pH et des métaux sur l'activité de ces lectines.
«Etude de l'affinité de ces lectines vers les glucides par le test d'inhibiton.

* Purification par chromatographie échange d’anion sur la colonne DEAE-Séphacyl.
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1. généralités sur les lectines :

1.1. Définition des lectines :

Les lectines sont des protéines ou glycoprotéines non immunitaires qui se lient
spéecifiquement aux glucides . (Janand Vticlav, 1981).

Les lectines ont la capacité de se lier de maniére réversible a des sucres simples ou a des
oligosaccharides sans altérer leur structure (Ram Singh et al., 2019).

Ces interactions sucre-lectine sont généralement établies par des liaisons hydrogéne, des
interactions hydrophobes ou par I'intermédiaire de cations. (Kocourek and Horejsi, 1981).

Ces protéines ne montrent aucune activité enzymatique vis-a-vis de leur ligand (Lis and
Sharon 1998).

Les lectines sont des molécules largement répandues, se retrouvant dans une variété
d'organismes tels que les microorganismes (virus, bactéries), les plantes, les insectes et les
animaux. Elles sont généralement constituées de deux (dimeres) ou quatre (tétrameéres) sous-

unités identiques. (Hopkins et al., 2003).

Les lectines, également connues sous le nom d'agglutinines, ont la capacité d'agglutiner les
cellules telles que les érythrocytes et les glycoconjugués. Cette caractéristique essentielle des
lectines découle de leur nature multivalente, possédant au moins deux sites de reconnaissance
par molécule. Cela explique leur capacité a précipiter les polysaccharides, les glycoprotéines ou
les glycolipides, ainsi qu'a induire I'agglutination de diverses cellules (Liener et al., 1986).

1.2. Historique des lectines :

Les lectines, initialement découvertes dans les plantes, sont également présentes dans le
monde animal (Kamoun et al., 2003).

En 1888, Hermann Stillmark a identifié une molécule présente dans I'extrait toxique des
graines de ricine capable d'agglutiner les érythrocytes, qu'il a ensuite identifiée comme étant une
protéine nommée la Ricine. Il a introduit le terme "phytoagglutinines™ pour désigner toutes les
protéines induisant I'agglutination. Cette avancée scientifique a marqué le début de I'évolution des
sciences immunologiques et glycobiologiques (Peumans W.J.,et Van Damme E.J., 1995).

En 1954, Boyd a introduit le terme

"lectine” dérive du mot latin

"lectus”, participe passé du verbe

"légere" signifiant "sélectionner' ou "choisir" (Liener et al., 1986).
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Ce choix de nom s'avere particulierement pertinent pour désigner cette classe essentielle de

protéines, également connues sous le nom d'hémagglutinines ou de phytoagglutinines, car elles

ont été initialement identifiées dans des extraits de plantes (Sharon et lis, 2004)

Le géneticien Goldstein a formulé une définition scientifique des lectines basée sur leurs
propriétés biochimiques, incluant la spécificité cellulaire, le mécanisme d'agglutination, la
spécificité et l'affinité aux ligands. Il les a décrites comme des protéines ou glycoprotéines
d'origine non immune capables de se lier aux sucres, de précipiter les glycoconjugués solubles ou

fixés, et d'agglutiner les cellules sans provoquer de modification catalytique sur les ligands

(Slifkin M. et Doyle R.J., 1994).

Tableau 1: Histoire des lectines (Renato et al., 1991).

Auteur Découverte

Année

1888

1891

1897

1919

1926-1927

1947-1949

1949

1952

Stillmark

Hellin

Elfstrand

Sumner

Marcusson-Begun/Siever

Boyd &Reguera /Renkonen

Liener and Jaffe

Watkins &Morgan

Boyd &Sharpleigh

Nowell

Activité hémagglutinante de la graine de
Ricinuscommunis toxicité de la graine de
Croton triglium

Activité hemagglutinante de la graine
d’Abrus Precatorius

Introduction du terme d’'hémagglutinine

Isolement et cristallisation de la
Concanavaline A

Application des lectines sur les groupes
sanguins

Spécificité groupe de sang des plantes a
Hémagglutinines

Inactivation Thermique des
hémagglutinines de Phaseolusvulgaris

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

Introduction du terme de lectines
La stimulation mitogénique des

lymphocytes par la lectine de
Phaseolusvulgaris
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1965 Agrawal &Golstein Chromatographie d'affinité 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&Minamikawa Expression de Con A dans les cellules
d’Escherichia coli

1.3. structure des lectines :

Les structures biochimiques des lectines présentent genéralement des variations en raison
de la polymérisation et du repliement de la chaine polypeptidique. Selon Sharon N. et Lis H.
(1998), on peut distinguer trois catégories structurales de ces protéines.

1.3.1. structure simple :

Les lectines se composent de multiples monomeéres, gu'ils soient identiques ou non, avec
une masse moléculaire généralement inférieure a 40 kDa. Cette catégorie englobe la plupart des
lectines végétales, des lectines bactériennes solubles et des galectines (une famille de lectines

animales spécifiques au galactose) selon Lenka (2006) (Figure 01).

Figure 1. Représentation graphique d’un monomére de concanavaline A de Canavalia

ensiformisen complexe avec le trimannoside (code PDB 1CVN) (Lenka et al., 2006).
1.3.2. structure mosaique :

Les molécules complexes se composent de divers types de modules ou domaines, parmi

lesquels un seul contient le site de liaison. Cette catégorie englobe une variété de protéines
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provenant de différentes sources telles que les virus et les animaux (Lenka et al., 2006) (figure
02).

Figure 2. illustre un schéma représentant un trimére d’hémagglutinine du virus de la grippe

en interaction avec l'acide sialique (Lenka et al., 2006).

1.3.3. Assemblages macromoléculaires :

Les lectines de ce type sont fréquemment trouvées chez les bactéries ; ou elles forment des
structures filamenteuses de 3 a 7 nm de diamétre, et jusqu’a 100 nm de longueurs ; appelées
fimbriae. La majeure partie d'un filament fimbrial est constituée par la polymérisation d'une unité
principale qui a un réle purement structural. Seule une catégorie d'unités, généralement en
minorité, possede le site de liaison aux glucides et est donc responsable de la capacité d'adhésion
du fimbrial.ou pili (Lenka et al., 2006) (Figure 03).

K99

Figure 03. schéma de différents types de fimbriae chez Escherichia coli ( Sharon N. et Lis
H., 1998) .
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1.4. La structure tridimensionnelle et Classification des lectines :

1 .4.1. structure tridimensionnelle des lectines :

La structure cristalline est composée des sous-unités ( Figure 04) et généralement
caractérisee par une séquence peptidique stable ou hautement conservée qui constitue le domaine
structural essentiel pour la liaison au ligand. La configuration quaternaire d'une lectine peut
varier, allant d'un dimére a un pentamére formé par des associations non covalentes. Une
deuxiéme catégorie présente une structure en hélice de type B, ou le domaine de liaison se répéte
plusieurs fois. Enfin, une derniere catégorie montre deux domaines de reconnaissance distincts

reliés par un domaine de jonction (Gianluca, 2006).

Figure 4. Structure tridimensionnelle de la concavaline A. Une lectine d’origine
Iégumineuse de Canavalia ensiformis. Possede une structure simple qui comprend quatre S/U
symétriques. Chaque monomere, comporte un site CDR spécifique du mannose ou du glucose et
un site pour la fixation des oligoéléments manganese et calcium (source PDB: 1BXH, Moothoo
D.N., et al., 1999).

1.4.2. Classification des lectines :

Les lectines sont des protéines qui possédent la capacité de reconnaitre les glucides. Elles
sont regroupees en différentes familles en fonction de leur localisation cellulaire et de leur affinité
pour diverses structures glucidiques, déterminée par les caractéristiques de leurs modules de

domaine de reconnaissance des glucides (CRD) (Liu Y, 2015).
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1.4.2.1. Chez les animaux:

1.4.1.1.Les lectines extracellulaires :

Les lectines extracellulaires, comprenant diverses familles telles que les lectines de type C,
de type R et les Galectines, jouent un réle crucial dans la signalisation cellulaire, I'adhésion, le
dégagement des glycoprotéines et méme la détection des pathologies (Chabrol, 2012). Dans le
regne animal, les lectines extracellulaires se regroupent en trois familles principales : les lectines

de type S, de type | et de type C (Bulteau, 2020), comme illustré dans la Figure 5.

S-type C-type I-type
I |

Selectin

Galectin w
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Figure 5. Familles de lectines extracellulaires et membranaires impliquées dans I’interface

avec les cellules chez les mammiferes. Les CRDs des différentes familles sont représentés par CL
pour les C-type lectines, GL pour les galectines et IL pour les I-type lectine (Bulteau, 2020).

1.5.1.2.Les lectines intracellulaires:

Les lectines intracellulaires se divisent en quatre groupes , les calnexines, les lectines de
type M, P et L. Elles sont impliquées de maniere cruciale dans divers processus cellulaires tels
que le transport intracellulaire, le ciblage des glycoprotéines et leur dégradation, (Chabrol et al.
2012).

1.5.2.2. Chez les végétaux:

En 1995, Peumans et Van Damme ont établi une catégorisation des lectines végétales en

quatre groupes distincts : les meérolectines, les hololectines, les chimerolectines et les

8
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superlectines. Cette classification se base sur les caractéristiques structurales et la réactivité de
ces lectines, notamment en considérant le nombre de sites fonctionnels, (Houles ,2001)

1.5.2.2.1.Les mérolectines :

sont de petits peptides, formés d’une seule chaine polypeptidique et ne possédant qu’un
seul domaine de liaison aux glucides, dit monovalentes (exemple : hévéineprotéines d’orchidées),
et ils sont incapables de précipiter les glycoconjugués ou d’agglutiner les cellules, donc non
agglutinantes (Peumans et Van Damme, 1995).

1.5.2.2.2. Les hololectines:

Les hololectines contiennent deux (ou plus) domaines de liaison aux glucides presque
identiques, ou du moins trés homologue. lls peuvent précipiter des glycoconjugués ou agglutiner
cellule. Les lectines végeétales les plus connues sont les hololectines.(Zitouni ET Necib 2017b).

1.5.2.2.3.Les chimérolectines:

protéines chimérique consistant en une liaison glucidique et le domaine d’activité de
stimulation. Selon les sites de liaison, ils travaillent a comme merolectine ou hololectine. (kumar
et al.,2022).

1.5.2.2.4. Les superlectines:

Elles sont constituées de molécules avec deux ou plusieurs domaines distincts de liaison

aux glucides ( Santos et al., 2014).

1 .5. Sites de reconnaissance des lectines :

Les lectines se lient généralement a un site spécifique sur leur surface, formé par un creux
dont la structure reste stable méme apres la liaison au ligand. Leur interaction avec le ligand
repose sur des liaisons hydrogéne et des interactions hydrophobes (Goldstein et Poretz, 1986) ,
tandis que les interactions ioniques sont rarement impliquées, sauf pour des sucres charges tels
que l'acide sialique(Pontet, 1996) . Il est important de noter que les lectines n'altérent pas
biochimiquement les glucides auxquels elles se lient (Gabius, 1985).

L'étude des structures cristallographiques des complexes protéines/glucides révele la
diversité des propriétés et des mécanismes de reconnaissance des lectines vis-a-vis des glucides.

Les sites de liaison des lectines présentent géneralement des cavités peu profondes. La
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reconnaissance des glucides par les lectines repose principalement sur des liaisons hydrogene et
des forces de Van der Waals, constituant la majeure partie des interactions impliquées (Ashton
AW. et al., 1997) (Figure 06).

Figure 06. Représentation graphique de Fucose dans le site de reconnaissance de la lectine
de bactérie "Pseudomonas aeruginosa" (CERMAYV ,(janvier 2005)).

1.6.Propriétés des lectines:

Les lectines jouent des rdles biologiques variés en fonction des organismes qui les
contiennent. Dans le régne végétal, elles agissent comme agents de défense, contribuant a
maintenir I'équilibre interne et favorisant la symbiose entre les plantes et les bactéries nitrifiantes.
Quant aux animaux, leur fonction principale réside dans la reconnaissance cellulaire. Elles
participent a divers processus biologiques tels que la cytotoxicité, I'adhésion cellulaire, les
interactions entre cellules et matrice extracellulaire, la stimulation de l'apoptose ainsi que

I'agglutination des cellules et des bactéries (Danguy A. et al., 2002).
1.6.1. Interaction lectine-glucide:

Les lectines sont des protéines polyvalentes qui peuvent reconnaitre et se lier a diverses
structures glucidiques. Elles ciblent sélectivement les glucides et s'y attachent de maniere
réversible lorsque les ligands sont disposés de maniere spécifique pour former une interaction
lectine-glucide. Cette liaison est principalement due a des liaisons hydrogene et des forces

hydrophobes avec la cavité de reconnaissance des sucres (Raposo et al., 2021; Tripati, 2021) .

10
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1.6.2. Activité agglutinante :

L'agglutination est un processus complexe influencé par divers facteurs internes, tels que
les caractéristiques moléculaires de la lectine (comme sa taille, le nombre de sites de liaison aux
glucides, son affinité, les propriétés de surface cellulaire, la disponibilité des lectines pour les
ligands glucidiques et I'état métabolique cellulaire) (Wood, 1995). En outre, des facteurs externes
tels que la température, le type cellulaire et la concentration cellulaire peuvent également
impacter ce processus. Les lectines doivent posséder au moins deux sites de reconnaissance et de
liaison avec les sucres a la surface des cellules animales ou d'autres organismes (bactéries, virus,
mycoplasmes, champignons). Les lectines monovalentes, n'ayant qu'un seul site de
reconnaissance, ne sont pas capables d'induire I'agglutination (Peumans et al., 1995 ; Wang et
al., 1998).

*

anticorps antigéne particulaire

Figure 7 . Représentation schématique de la formation d’un complexe agglutinat a partir
d’interaction des lectines avec les antigénes spécifiques des cellules (hemagglutination des

érythrocytes) (Santos et al., 2014).
1.6.3. Activité mitogéene:

Dans les années 1960, P.C. Nowel a identifié le potentiel mitogene de certaines lectines en
démontrant leur capacité a provoquer la transformation des lymphocytes en lymphoblastes et a
stimuler la division cellulaire ( Zentero 1986). Les lectines possedent une capacité remarquable

de convertir les lymphocytes sanguins en cellules blastiques, en particulier les lymphocytes T,

11
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grace a leur action mitogene. Cette transformation lymphoblastique, constitue l'une des

caractéristiques les plus fascinantes de ces composés (Ramata, 2010).

1.6.4. Propriété antibactérienne:

Diverses lectines présentent des propriétés antibactériennes prometteuses, comme en
témoignent les travaux de (Jensen et al., 1997 ; Ottinger et al., 1999 ; Dong et al., 2004 ;
Tasumi et al., 2004). Une nouvelle lectine récemment découverte dans le venin du serpent
Bothrops leucurus démontre une forte activité antibactérienne contre des bactéries pathogénes a
Gram positif telles que Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis et Bacillus subtilis (Nunes
et al., 2011). Les lectines extraites des graines d’arachides Archidendron jiringa ont montré une
activité inhibitrice contre B. subtilis et S. aureus, mais n'ont pas eu deffet sur E. coli et
Pseudomonas aeruginosa (Charungchitrak et al., 2011). De nombreuses études ont mis en
évidence que les lectines ayant une affinité pour les acides sialiques ont la capacité d'agglutiner
les bactéries. Par exemple, la lectine SNAL isolée de Sorbus nigra a démontré son pouvoir
d'agglutination sur la souche Streptococcus suis (Charland et al., 1995). De méme, la lectine
extraite de Penaus merguinsis a montré sa capacité a agglutiner les souches de Vibrio

(Utarabhand et al., 2007).
1.6.5. Propriété antivirale :

Les lectines jouent un role crucial dans la liaison aux virus et dans l'arrét de leur
multiplication lors d'infections virales (Xu S. et al., 2014). Elles sont également impliquées dans
la détection des molécules pathogenes telles que les PAMPs associées aux virus (Kawamura T.
et al., 2014). De plus, ces protéines ont la capacité d'inhiber I'enzyme rétro-transcriptase du VIH-
1, ce qui permet de bloquer l'infection provoquée par ce virus (Tanaka H. et al., 2009). Les
lectines peuvent présenter des propriétés antivirales similaires a celles des RIPs (Ribosomes
Inactivating Proteins). Par exemple, les lectines spécifiques au mannose extraites des bulbes de
15 espéces sauvages du genre Narcissus cultivées en Espagne ont montré une activité inhibitrice
contre le VIH. L'espece Narcissus Tortifolious s'est révelée étre la plus efficace contre le VIH-1
(Zitouni A., 2015).

1.6.6. Propriété antifongique:

12
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Seules quelques-unes des nombreuses lectines purifiées démontrent une activité
antifongique, principalement celles possédant un domaine catalytique appartenant a la classe |
des chitinases (Ang A.S.W. et al., 2014) . Par exemple, les lectines de Phaselous vulgaris cv ont
montré une activité fongicide contre Valsa mali (Lam S.K. et Ng T.B., 2010), tandis que les
lectines de Tinospora tomentosa ont une action inhibitrice sur la croissance du champignon
Aspergillus niger (Saha R.K. et al., 2014).

1.7. Les fonctions biologique des lectines

1.7.1. chez les végétaux :

Les lectines jouent un role important dans divers processus biologiques tels que :

v" I'élongation des parois cellulaires.

v’ en agissant comme cofacteurs enzymatiques aux cotés d'enzymes glycoprotéiques.

v" Elles participent également au transport et au stockage des glucides dans les graines.

v" régulent la division cellulaire et la germination.

v" interviennent dans la reconnaissance cellulaire a cellule.(Etzler, 1986 ; Kaminski

et all.,1987)

v" Des recherches suggérent que les lectines peuvent faciliter I'invasion des plantes par des
pathogénes en agissant comme récepteurs de phytotoxines ou en se liant au pathogéne en tant que
molécules d'adhésion. Par exemple, l'infection de la canne a sucre par le champignon

Helminthosporium sacchari illustre ce mécanisme de pathogenése.(Etzler, 1986) .

1.7.2. Chez I’homme :
Les lectines chez I'étre humain présentent diverses fonctions bénéfiques, telles que :

v Réduction des risques de maladies cardiovasculaires.(Boston and Ma , 2019).

v' Contribution a la régulation de la digestion des glucides, entrainant une diminution du
risque de diabete de type 2.(Rea, Thompson and Jenkins, 1985).

v' Potentiel élevé en tant qu'anti-inflammatoire naturel, pouvant étre exploré pour des

applications pharmacologiques.(Campos et al., 2016).

v’ Capacité a inhiber la croissance des cellules cancéreuses en tant que protéines végétales

biologiquement actives.(Kenoth et al.,2001).

13
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v" Utilisation comme outil essentiel dans I'identification des différents groupes sanguins en
tant que déterminants antigéniques.(F et al., 2002).

v' Possibilité d'étre utilisées pour cibler et transporter des médicaments vers leur site
d'action (Bies, Lehr and Woodley, 2004).
v" Activité inhibitrice de la transcription inverse du VIH-1.

v" Utilisation de leur activité antioxydante pour traiter diverses maladies liées aux radicaux
libres (Singh, Walia and Kennedy, 2020).

1.8. L’utilisation thérapeutiques des lectines

Les lectines ont de nombreuses applications aux avantages thérapeutiques significatifs,
notamment dans le domaine du greffage de la moelle osseuse, du diagnostic medical de la
glycémie, du traitement antiviral contre le VIH et I'Influenza H2N1, ainsi que dans des
applications nutritionnelles telles que la lutte contre I'obésité avec la lectine de Pleurotus ostreatus
(Kawagishi H., et al., 2000 ; Necib Y., et al., 2014).

1.8.1. Application immunologique

En cas de déficit immunitaire affectant la mitogenése et la multiplication des lymphocytes
(Van Kooyk Y. et Rabinovich G.A., 2008), les lectines peuvent étre utilisées pour stimuler la
division cellulaire. Par exemple, la lectine extraite des graines d'Artocarpus lingnanensis favorise
la prolifération des lymphocytes T en activant la voie de signalisation de la tyrosine
kinase/phosphorylase via le récepteur CD45 (Cui B., et al., 2017).

1.8.2. Agglutination et groupage sanguin

Le groupage sanguin, connu sous le nom de systtme ABO ou ABH, repose sur la présence
d'antigénes qui sont des sucres variés ou des proteines liées aux différentes parties de la
membrane des globules rouges. Ces antigenes sont distingués par des résidus sucrés spécifiques a
I'extrémité de la chaine d'oligosaccharides commune. La classification du systeme ABO est
facilitee par la specificité des lectines pour les sucres, qui peuvent également étre utilisées pour
identifier d'autres types cellulaires et pour la taxonomie de certains microorganismes. De plus, les

lectines sont utiles dans le traitement des syndromes de polyagglutination induits par des
14
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enzymes telles que les sialidases, qui sont impliquées dans diverses pathologies telles que le
cancer, les maladies génétiques, ainsi que les infections bactériennes et virales. Ces enzymes
agissent en hydrolysant des antigénes naturels tels que I'Ac Si, présents en grande quantité sur la

membrane des globules rouges dans ces conditions pathologiques (Sharon N. et Lis 2003).

1.8.3. Traitement et diagnostic de cancer

Les lectines induisent lI'apoptose, également connu sous le nom de Programme de Mort
Cellulaire, en interagissant avec les glycanes présents sur ces cellules. Cette interaction déclenche
une cascade de signaux qui activent les voies des caspases 8 et 3, et elles se lient au récepteur
membranaire de la mort cellulaire, le «FasR» (Lichtenstein R.G. et Rabinovich G.A., 2013). En
raison de la forte présence de glycoprotéines a la surface des cellules cancéreuses et de leur
affinité d'interaction plus élevée par rapport aux cellules normales, les lectines peuvent étre

utilisées dans des kits médicaux pour la détection du cancer (Dan X., et al., 2015).
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1. Tricholomasp :

1. Définition

Tricholoma est un genre de champignons. Il appartient a la famille des Tricholomatacées
et comprend de nombreuses especes différentes . le genre Tricholoma est caractérisé par des
corps fongique a calotte bleuatre ou brune et a pétioles blancs ou jaunes . leur forme et leur

couleur varient en fonction de chaque especes (Noordeloos & Christensen 1999).

2. Historique et I’origine

Il est difficile de déterminer une histoire précise du genre Tricholoma et de son origine, en
raison de la diversité des especes et de leur présence dans différentes zones géographiques.
Cependant , certaines espéces ont été documentées dans les archives scientifiques depuis le
Moyen Age ( Heilmann-Clausen 2003).

Les espéces de Tricholoma sp sont répandues dans le monde entier et se trouvent dans les
foréts , les prairies et les zones humides . certaines espéces sont importantes sur le plan

nutritionnel et utilisées en cuisine , tandis que d’autre peuvent étre toxiques ou impropres a la

consommation (Sanchez-Clausen 2013) .

3. Classification :

Tableau 02 : classification des champignons Tricholoma sp (Christensen M et al.,2013).

Régne Fungi

Division Basidiomycota
Classe Agaricomycetes
Sous-classe Agaricomycetidae
Ordre Agaricales

Clade Tricholomatoide
Famille Tricholomataceae
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4 . Utilisation thérapeutique des Tricholoma sp :

Les champignons du genre Tricholoma sont utilisés a des fins thérapeutiques dans la
médecine traditionnelle dans certaines parties du monde. Par exemple, il est utilisé en médecine
chinoise traditionnelle pour ses propriétés anti-oxydantes , anti-inflammatoires et anticancéreux.
Il est également considéré comme un tonique pour renforcer le systtme immunitaire (Wasser et
al., 1999 ; wang et al.,2016).

Les tricholomes sont des champignons comestibles qui sont souvent utilisés dans la cuisine
traditionnelle de nombreuses cultures a travers le monde. lls peuvent étre préparés de différentes
manieres, notamment en sauté, en soupe, en sauce ou en conserve. En Europe, certaines espéces
de tricholomes sont considérées comme des délices culinaires prisés dans la gastronomie
traditionnelle. 1l est important de noter que certaines espéces de tricholomes peuvent étre
toxiques, et il est donc recommandé de faire preuve de prudence lors de la cueillette et de la
consommation de ces champignons. Il est également conseillé de consulter un mycologue ou un

expert en champignons avant de consommer des tricholomes sauvages (Bernard ., 2013).
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1. Matériel
1.1. Matériel fongique :

Tricholoma sp (figure 8) a été collectée(en 2019), au niveau de la zone du

Djebel EI Ouahch wilaya de Constantine .

Figure 8 : champignons Tricholoma sp ( Djebel EI Ouahch - constantine ).

2. Méthodes :
2.1. Extraction et purification de la lectine du champignon Tricholoma sp :
2.1.1. Extraction de protéines :
» 10 g de poudre fongique ont été ajouté dans 100 mL du tampon PBS pH 7,4 (10
mM Na,HPO, ; 2 mM KH,POy, ; 2,7 mM KCI ; 137 mM NaCl ; 2 mM EDTA) .
» Le mélange a été agité pendant 24h (poudre —PBS).
» Une Centrifugation (4 tubes de 15 mL ) pendant 20 min 6000 rpm a 4°C .
» Le surnageant obtenu a été utilisé pour détecter la présence de lectine par le test

d’agglutination (HA) et pour mesurer la quantité de protéine totale et rejet le culot .
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2.1.2. Evaluation de I’activité hémagglutinante (test d’HA) :
Une méthode rapide pour détecter les lectines et leur accumulation dans les extraits
protéiques est utilisée, mais elle n'est pas toujours précise (Sharon N . et Lis H. , 1998).
» Dans une microplaque, dans chaque puits on mis 50 uL de tampon PBS (10 mM
pH 7,4) .
» Pour les doubles dilutions, un volume équivalent de la solution protéique a été
ajouté dans le premier puits en mélangeant avec le PBS
» Un volume de 50 pL a été prelevé puis dilué avec puit suivant pour obtenir une
dilution au demi (1/2).
» La méme procédure se répete avec les autres puits et au dernier puit , 50 pL on été
jeté.
» Ont été ajouter 50 pL des hématies fixées du lapin a 3 % a tout les puits.
» L'activité agglutinante a été observées apres 30 min.
1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024 1/2048 1/4096
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Figure 9: Test d’HA des érythrocytes fixées, avant et apres la centrifugation (photo
personnelle prise le 13/02/2024 ).
2.1.3. Purification :
2.1.3.1. Test de précipitation :

Les protéines de I'extrait brut sont fractionnées en utilisant le sel de sulfate d'ammonium
(AMS) selon Dawson R.M.C. et al. (1969) (voir tableau de précipitation a 0°C ). Apres la
solubilisation du sel dans I'extrait protéique. La procédure consiste a ajouter suffisamment 25,8¢
d’AMS dans 50 mL de [I'extrait initial, puis a le dissoudre sous agitation a froid dans un bain de
glace pendant 10 minutes. Les protéines précipitées sont récupérées apres une centrifugation de
10 minutes, 6000 rpm a 4°C. Le surnageant rejet et récupérées le culot , enfin ajout 5mL de PBS
sur le culot .(Annexe 01)

2.1.3.2. Dialyse :
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La fraction 80% sont solubilisées dans un volume de 5mL de tampon PBS 10mM, pH 7,4
et mettre dans un boudin de dialyse , puis dialysées dans I’eau distillée pendant 24 h aprés dans
le PBS (pH 7,4) pendant 24 h .

2.1.3.3. Chromatographie échangeuse d’anions sur colonne de DEAE-Séphacyl :

Un volume de 3 mL de fraction 80% ont été injecté dans la colonne . Les parties non
retenues par la résine ont été éliminées en ringcant avec un tampon d'équilibration. Ensuite, les
fractions retenues ont été éluées en utilisant trois tampons PBS 10 mM a pH 8,4 contenant des
concentrations croissantes en NaCl (0,5 M , 1 M), avec un débit de 0,7 mL/min grace a une
pompe péristaltiqgue LONGER PUMP. Chaque fraction, collectée avec un volume de 3 mL par un
collecteur de fraction GILSON FC80. Le spectre chromatographique a été réalisé apres la mesure
des absorbances a 280 nm dans un spectrophotometre JENWAY 7035 UV -Visible, Puis on a
tracé la courbe d'absorbance en fonction des tubes. L'extrait récupéré ont été testé sur les

hématies du lapin pour détecter la fraction active.(Annexe 02)

3. Caractérisation biochimique de la lectine purifiee :
3.1. Test d’HA et d’inhibition :

Le test dinhibition de [I'agglutination héminthique (HA) avec les glucides et les
glycoprotéines se fait de la méme maniére que le test HA ( Sano K. et Ogawa H., 2014).

Dans une microplaque de 96 puits (8 lignes et 12 colonnes), ont été ajouté 25 pL de PBS
10 mM pH 7,4 a tous les puits, ainsi qu'un volume équivalent de sucre (400 mM pour les mono
ou oligosaccharides et 1 mg/mL pour les glycoprotéines préparées dans du PBS (pH 7,4)
uniquement dans le premier puits.

A partir de ce premier puits contenant le mélange (25 pL de sucre + 25 pL PBS), un
volume de 25 pL de sucre a été préleveé puis dilué avec 25 uL de PBS pour obtenir une dilution a
moitié (1/2). Les dilutions géométriques ont été effectuées pour I'ensemble des puits de la
microplaque, suivies de I'ajout d'un volume équivalent de lectine dans tous les puits, mixé a l'aide
d'une micropipette.

Les plaques ont été incubées pendant 1 heure a 37°C, puis un volume de 50 pL
d'érythrocytes (3%) de lapin fixés a été ajouté dans tous les puits.

La lecture des résultats a été réalisée apres une 30 min d'incubation a 37 °C.

3.2. Dosage des protéines :
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La quantification des protéines obtenues a chaque étape de purification a été effectuée en
utilisant la méthode de Bradford (1976). Le sérum albumine bovine (BSA) a été utilisé comme
standard et les absorbances ont été mesurées a 595 nm a l'aide du spectrophotométre JENWAY
7035 UV-Visible (Annexe 03) .

3.3. Evaluation de la stabilité protéique :

3.3.1. L’effet de la température sur ’activité agglutinante :

dans un tube en verre ont été ajouté 10 ml de L’extrait brut, puis incubée a des
températures différentes (40, 60, 80 et 100 °C) dans un bain-marie pendant 1h .

Aprés avoir été refroidis a la température ambiante, ont été testés 1’activité agglutinante
(chacune des températures dans une ligne).

Dans chaque ligne, ont été ajoute 50 pL de tampon PBS 10 mM, pH 7.4 dans tous les
puits.

Apres, ont été ajouté un volume de 50 pL d'extrait brut au premier puits. Ensuite, nous
avons effectuées des dilutions successives.

Enfin, nous avons ajouté 50 pL des hématies fixées du lapin a 3% dans tous les puits.

L'activité agglutinante a été observée aprés 30 minutes d'incubation a la température
ambiante.

3.3.2. L’effet du pH sur Pactivité agglutinante :

L’extrait chromatographie a été dialysé pendant 2h dans différents tampons a des pH
croissants : 2,5 (20 mM Glycine —Hcl ); 6 (20 mM sodium acétate ); 9 (20 mM Glycine-
NAOH) ; 10 (20 mM glucine-NAOH ) (annexe 01)

3.3.3. L’effet des métaux sur P’activité agglutinante :

A/ L'effet des métaux avant EDTA

Ont été réalisé le test ’HA pour évaluer 1’effet de chaque métaux ( Cu cl,, Cacl,, Mn cl,
, Fe cl3 ) Sur ’activité protéique. Nous avons ajouté 25 uL de PBS 10 mM ,pH 7,4 dans tous les
puits , apres ont été ajoutés 25 pL des métaux uniquement dans le premiére puits (ont utilisé la
méthode double dilution) .

Nous mettons un volume 25 pL de I’extrait dans tous les puits de la microplaque .

Enfin, 50 ul d’hématies du lapin sont rajoutées a tous les puits. La lecture a éte effectuée a

I’ceil nu apres 30 min d’incubation .

B/ L’effet des métaux apres EDTA
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Nous avons testés 1’effet des métaux sur activité agglutinante de 1’extrait traité par EDTA
sur quatre metaux ( Cu cl, , Cacl, , Mn cl, , Fe cl3 ) . aprés avoir appliqué la technique de la
ultracentrifugation pour augmenter la concentration de I’extrait. Nous suivons les mémes étapes
mentionnées précédemment de test d’HA .

L’observation de DI’activité agglutinante a ¢té effectuée aprés 30min d’incubation a une

température ambiante.
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1.Etude phytochimique:

1.1. Test d'hemagglutination:

La plupart des lectines possedent des caractéristiques d'agglutinations avec les hématies .
Les globules rouges se manifestent par la formation d'une interaction entre ces cellules et les
lectines. Apres incubation entre les globules rouges et I’extrait de lectine pour connaissance entre
les sucres des globules rouges et des lectines , on observe les agglutinations.

Pour évaluer l'activité lectinique de Tricholoma sp, des tests d’hémagglutination ont été

réalisés en utilisant des érythrocytes de lapin.

1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024 1/2048 1/4096

7 = - - ® T >
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Témoin négatif

Figure 10: test d'hémagglutination, en présence d’un témoin négatif(PBS) avant et aprés
centrifugation ( photo personnelle prise le 13/02/2024) .

Nos résultats montrent une activité hémagglutinante forte de ’extrait du Tricholoma sp
(Figure 10) au niveau des trois premiers puits .

Le pouvoir hémagglutinant de notre lectine commence a diminuer progressivement dans
les trois puits suivants allant jusqu’a la dilution (1/64), alors que dans le reste des dilutions et
jusqu’au douziéme puits (1/4096) I’activité agglutinante a disparu complétement.

L'observation visuelle de cette agglutination démontre la présence de lectines dans notre
champignon Tricholoma sp. En regle générale, l'interaction entre les lectines et les globules
rouges se produit lors du dépdt des lectines dans un puits contenant ces globules. Les globules
rouges se regroupent et forment un amas homogeéne sous forme d'une phase gélatineuse,

phénomeéne connu sous le nom d'agglutination.
2.Caracteristiques d'extrait de lectine du Tricholoma sp:

2.1. Test d'inhibition de I'activité hémagglutinate :
Pour évaluer les tests d'inhibition, les lectines peuvent se lier avec des structures

glucidiques spécifiques. Le test d'inhibition de l'activité d'hémagglutination, a été effectué en
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utilisant une gamme des sucres. Les résultats sont présentés dans le tableau et la figure ci-

dessous.

Figure 11: Test d'inhibition de I’activité hémagglutinante par les sucres et un glycoprotéine

(photo personnelle prise le 19/02/2024 ).

Cellobiose Glucose Glc Nac Methyl o -—D-Glyco
pyranoside

Mannitol Mucine Chitosonie Lactose

L + + + L + + +
M.a.L.Furo- M. a . D.manno- o .M.XO manno Mannitol
pyranoside Pyranoside pyranoside

Mélibiose Inositol L(+)Arabinose D(-) Sorbitol

Sorbitol D(+) Saccharose D(+)Galactose Xylose
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Cellulose Lactose Mannose 4-Nitrophenyl-B-D-
Glucopyranoside
L ++ + L o
4-Nitrophenyl-a -D- | 4-Nitrophenyl -a -D- | 4-Nitrophenyl-f - 2-Nitrophenyl-B-D
Glucopyranoside Galactopyranoside Galactopyranoside Galactopyranoside
+++ o +++ +++
+ : Inhibition d'agglutination. _ : Absence d'inhibition d'agglutination.

Tableau 3: Résultat de test d'inhibition d'extrait de Tricholoma sp par des sucres et un
glycoproteine.

La principale caractéristique des lectines est leur capacité a agglutiner les globules rouges,
facilitant ainsi la détection de ces protéines dans les extraits protéiques. Cependant, bien que ce
test puisse étre simple, il n'est pas toujours fiable pour identifier les lectines. Par conséquent,
d'autres tests basés sur la spécificité biochimique des lectines, tels que [linhibition de
I'agglutination par des glycoprotéines , sont souvent nécessaires pour une détection plus précise.

Nous avons utilisé 25 sucres et un glycoprotéine (Mucine) dans notre travail.

Le test d'inhibition d’hémagglutination nous a permis de montre que notre extrait de
Tricholoma sp présente une spécificité pour les quatre sucres (Lactose, 4-Nitrophenyl-o —-D
Glucopyranoside, 4-Nitrophenyl- —Galactopyranoside , 2-Nitrophenyl-B-Galactopyranoside) et
un glycoproteine (Mucine) et aucun affinité par les autres sucres .

Dans notre situation, L'inhibition avec Mucine est plus forte que celle des sucres.

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 I'affinité protéique, (Toumi
Mohamed, E : 2021).

2.2. L'effet de la température:

Les résultats obtenus aprés I'exposition de nos extrait a différent température (40°C ,
60°C ,80°C , 100°C) pendant 1h sont présentés dans le tableau suivant :

Température 40°C 60°C 80° 100°C

Tricholoma sp +++ --- - -

Tableau4: Résultats d'effet de température sur I'activité hémagglutinante de I'extrait brut.

+ + + : Présence d'agglutination. - - - - Absence d'agglutination.
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Figurel2: L'effet de la température sur l'activité hémagglutinante de I'extrait Tricholoma sp.

g
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En incubant nos extrait a différente température 40°,60°,80°,100°C Apres le traitement
thermique de I'extrait brut du Tricholoma sp pendant 1h.

notre lectine garde son pouvoir agglutinant aux 40°C ou son activité a 40°C se maintien
jusqu'au quateriemme puits (1/16), avec une perte totale d'activité a 60°,80°,100°C (pas
thermorésistante), notre lectine perd son pouvoir agglutinant.

Par contre les lectine extraites a partir de Ocimum basilicum qui résistant a haut
température (80et 100 C°) (Sakhri et Labiod.,2023 )

2.3.L'effet du pH:

L'activité hémagglutinante de I'extrait du Tricholoma sp a été testée a différents pH.
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Figure 13:L'effet du pH sur l'activité hémagglutinante de I'extrait Tricholoma sp.

pH 25 6 7 9 10

Tricholoma sp +++ +++ + 4+ o

+ + + : Présence d'agglutination - - - . Absence d'agglutination

Tableau 5: L'effet du pH sur I'activité hémagglutinante de I'extrait Tricholoma sp.
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Nos résultats ont montré que l'activité d'agglutination de lectine de Tricholoma sp est forte
avec un pH optimal (pH=7). alors qu'elle plus faible avec pH=2,5 et pH=6 . par contre avec
pH=9 et pH=10 I’activité agglutinante est disparait totalement .

La lectine purifiée de champignons Tricholoma sp présenté une activité maximale a pH=7

Ce qui montre que le pH acide et basique influence sur 1’activité hémagglutinant.

Donc nos lectine hémagglutine mieux les globules rouges a milieu neutre que acide et
basique.

2.4.1 "effet des métaux :

Pour déterminer I'effet des métaux sur I'extrait traité par EDTA, on a réaliser un test de

I'hnémagglutination par une gamme des métaux (Cu cl,, Ca cly, Mn cl,, Fe cl3).
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Figure 14:L'effet des métaux sur I'activité agglutinante d'extrait Tricholoma sp.

Métaux Cucl, Cacl, Mn cl, Fe cls
Tricholoma sp +++ ++ + ++ + ++ +

Tableau 6: L'effet des métaux sur I'activité agglutinante de I'extrait Traité par EDTA .

La lectine de Tricholoma sp présenté une activité avec les métaux (Cu cly, Ca cly, Mn cl,
Fe cl3) ce qui montre que la lectine est métalloprotéine.

Contrairement & la lectine de Amanita virosa qui une lectine non métalloprotéine.
(BENTAFAR et BOUARIOUA.,2023)

2.5. La separation des lectines par la chromatographie échangeuse
d’anions sur colonne de DEAE-Sephacyl:
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Tableau 7: Résultats de la séparation des lectines du Tricholoma Sp obtenues apres

chromatographie échangeuse d'anions sur colonne de DEAE-Sephacyl.

Fraction Absorbance Fraction Absorbance
1 0,001 41 0,619
2 0,011 42 0

3 0,108 43 0,576
4 0,298 44 0,609
5 0,182 45 0,522
6 0,106 46 0,465
7 0,067 47 0,356
8 0,042 48 0,392
9 0,036 49 0,323
10 0,035 50 0,294
11 0,026 51 0,290
12 0,020 52 0,289
13 0,012 53 0,274
14 0,012 54 0,394
15 0,015 55 0,443
16 0,011 56 0,394
17 0,011 57 0,366
18 0,063 58 0,668
19 0,007 59 0,705
20 0,007 60 0,678
21 0,211 61 0,229
22 0,003 62 0,376
23 0,004 63 0,347
24 0,021 64 0,300
25 0,002 65 0,267
26 0,006 66 0,286
27 0,007 67 0,286
28 0,035 68 0,246
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29 0,145 69 0,250
30 0,621 70 0,245
31 1,116 71 0,244
32 1,484 72 0,231
33 1,878 73 0,218
34 2,072 74 0,193
35 1,793 75 0,181
36 1,459 76 0,135
37 1,085 77 0,010
38 0,823 78 0,054
39 0,673 79 0,120
40 0,619 80 0,100

Pour interpréter les résultats présentés dans le (Tableau 7) ,on a tracé la courbe qui
illustrant le profil d'élution : Absorbance a 280 nm en fonction de nombre des tubes.

Eluant : PBS (pH=8,4)

Absorbance : 280 nm

Volume de rétention :3 mL

2,5
P3 M
0,5M .
2 A
[\ ‘
[\
1,5 / \
v [ \ ‘
(s 4] | |
< 1\
1 | \
| \ P4
| ~
F [
0,5 P1 P2 ’( y A~ 1“/
\Y / ~
A Y Y ——
I\ A v/
0 - —— Nl Lt \

1 4 7 1013 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 46 49 52 55 58 61 64 67 70 73 76 79
NUMERO DE TUBES

Figure 15:La courbe d'Absorbance de I'extrait du Tricholoma sp aprés leur passage a

travers la colonne de DEAE-Sephacyl.
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Le profil d'élution de la figure explique qu' il y'a quatre pics mesurés a 280nm.

ler et 2eme pics : Pics faibles dans les tubes 4 (Abs:0,298) et 21 (Abs:0,211) dans l'ordre .

3eme pic: Pic fort dans le tube 34 (Abs:2,072).

4eme pic: Pic moyenne dans le tube 59 (Abs:0,705).

Les résultats de séparation on montrés un bon fractionnement des extraits ( pics separées).

Un test d'hémagglutination a été effectuées sur tous les tubes pour déterminer la présence
de lectine.

Nos résultat montrée I'activité hémagglutinante a été présenté dans les tubes 4.21.34.59, qui
indigque la présence de lectine dans les quatre tubes.

L'activité hémagglutination des extraits est améliorée par la chromatographie échangeuse
d'anions.

2.6.Purification partiel de la lectine:

La chromatographie échangeuse d'anion sur la colonne DEAE-Sephacyl (figure 15 ) de la
fraction de titre d'HA élevé de saturation 80% avec AMS apres lavage et I'élution par différentes
concentrations de NaCl (0,5M . 1M )dans PBS pH 8,4 indique 4 pics. Les résultats du test
d'activité hémagglutinante (HA) indiquent que fraction du pic P3 présentent une activité HA
élevée .Le tableau 8 détaille les différentes étapes du purification.

L'activité hémagglutinante de chaque fraction est mentionnée avec l'indice de purification.

Apres la précipitation d'éxtrait brut par le sel de sulfate d'ammonium (AMS),elle a
une activiteé spécifique (Sac) de 0,34 UH/mg, L'élution avec une solution de NaCl a 0,5M dans le
PBS (10Mm- pH 8,4) a permis d'obtenir une activité spécifique (SAc) de 3,77 UH/mg de
proteines , ce qui correspond a un indice de purification de 11,08 et un rendement de 13%.

Tableau 8:Purification de la lectine a partir Tricholoma sp.

Fraction Protéines UHA Sac Indice de | Rendement
(mg) (UHA/mg) | purification (%)

AMS (80%) 704,4 240 0,34 1 100

Pic 0,5M NaCl | 84,8 320 3,77 11,08 13

% UHA(Activité hemagglutinante totale) = le titre multiplié % volume de fraction.

activité HA totale d’une fraction

%+ Auvtivité spécifique (SAc) =

la quantité totale de protéines (mg)’
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SAc de l' extrait brut aprés lrélution
SAc de la fraction purifiée

% L'index de purification =

% Rendement ou le purcentage de I'activité HA totale d'origine qui reste présente dans une

fraction considérée.

La fraction 80% de saturation présente une activité spécifique de 0,34 UHA/ mg de
protéines, apres I'élution(0,5M) l'activité spécifique est augmenté par rapport la fraction 80%
(SAc=3,77 UHA/mg), Cela signifie que I'augmentation de SAc liée a la présence de lectine, donc

on choisis SAc d'extrait le plus important .

2.7.Dosage des protéines :

Le calcul de la concentration aprés la précipitation par AMS et I'élution d'extrait brut a

partir de la courbe d'étalonnage.

1 Calcul de la concentration de I'éxtrait brut aprés le fractionnement par (AMS)

La D.O de notre échantillon brut est 0,811.
e y=ax+b
e y=0,0092x+0,5949
e x=(0,811-0,5949)/0,0092
o x=23,48x 30
e Xx=704,4ng/mL
e x=0,7044 mg/mL.

2_Calcul de la concentration de I'extrait brut apreés I'élution (0,5M)

La D.O de notre échantillon brut est 0,673.
¢ x=(0,673-0,5949)/0,0092
o Xx=8,48x10
e x=84,8 ng/mL
e x=0,0848 mg/mL.
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Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives:

Dans la présente étude, nous avons étudié les lectines d’origine fongique de Tricholoma sp .
ont été isolées par différentes techniques utilisées dans les études biochimiques et protéomiques.

-Les extraits bruts de la tricholoma sp affiche une activité hémagglutinine moyenne.

-Notre extrait présente une spécificité pour les sucres (Lactose, 4-Nitrophenyl-o —D
Glucopyranoside, 4-Nitrophenyl-p —Galactopyranoside , 2-Nitrophenyl-p-Galactopyranoside)et le
glycoproteine (Mucine) donc aucun affinité par les autres sucres.

-Les lectines de notre champignons sont thermorésistants a la température 40°C ils perdent
totalement leurs activité hémagglutinante a 60°C, 80°C,100°C.

-L'extrait de Tricholoma Sp montre que l'activité d'agglutination est forte avec un pH
optimal pH=7 ,plus faible avec pH=2,5 et pH=6 et disparu totalement avec pH=9 et pH=10.

-L'extraction des lectines par la chromatographie échangeuse d'anions sur colonne de

DEAE-Sephcyl a montré quatre pics pour 1’extrait de Tricholoma Sp.

Perspective:
Les résultats de ces travaux sont nombreux obtenus par des tests biologiques :
-La purification des lectines.

-Des tests biologiques: Immunologiques, Anti-cancer, antioxydant ......
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Annexe 01

_ préparation des tampons
Composition PM Molarité | PBS-EDTA | PBS1X PBS 1X

(g/mol) mM Disodique | (10Mm) (10 Mm)

PH7,410X |PHS8 4 PH 8,4
(NaCl 0,5M) | (NaCl 1M)
Na;HPO, 141 .96 10 14.196 ¢ 1.4196 g 1.4196 g
KH,PO, 136.086 2 2.7¢ 0.27 ¢ 0.27¢
KCI 2.7 29 029 029
NaCl 58.44 137 80¢g 29.22 g 58.44 g
EDTA-Na2 | 372.24 2 7.44 g / /
Eau distillée / / 1000 mL 1000 mL 1000 mL
- Préparation des solution tampons apH (2.5-6):
Tampon PH Molarité Composition Qantité Volume
glycine-HCI| 2.5 Glycine 15¢
HCI Quelques gouttes
20 mM

Sodium Sodium acétate | 2.72 g 1000mL
acétate- 6
Acide

acétique

Acide acétique

Quelques gouttes
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Tableau : précipitation avec sulfate d’ammonium (NH,4),SO, des protéines.

% de saturation en sulfate d'ammonium & 0°C

20 25 30 35 40 45 B0 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
grammes de sulfate d'ammonium & ajouter & un litre de solution:

106 134 164 194 226 258 291 326 361 398 436 476 516 559 603 650 697
79 108 137 166 197 229 262 296 331 368 405 444 484 526 570 615 662
53 81 109 139 169 200 233 266 301 337 374 412 452 493 536 581 627
26 54 82 111 141 172 204 237 271 306 343 381 420 460 503 547 592
O 27 55 83 113 143 175 207 241 276 312 349 387 427 469 512 557
O 27 56 84 115 146 179 211 245 280 317 355 395 436 478 522
O 28 56 86 117 148 181 214 249 285 323 362 402 445 488
O 28 57 87 118 151 184 218 254 291 329 369 410 453
0 29 58 89 120 153 187 222 258 296 335 376 418
0 29 59 90 123 156 190 226 263 302 342 383
0 30 60 92 125 159 194 230 268 308 348
0O 30 61 93 127 161 197 235 273 313
0 31 62 95 129 164 201 239 279
0O 31 63 97 132 168 205 244
0O 32 65 99 134 171 209
0O 32 66 101 137 174
O 33 67 103 139
0O 34 68 105

0O 34 70

0 35

0

Annexe 02 : chromatographie échange d’anion

(9.0 D) WNUOWIWD P S|DJNS US S|DIJIUI UOHDINGDS %
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Annexe 03

- Dosage des protéines (méthode du bradford , 1976) :

A- Pour préparer le réactif de Bradford :

1. commencez par dissoudre 100 mg de Bleu de coomassie R-250 dans 50 mL d'éthanol a
96° ou absolu.

2. Ensuite, ajoutez 100 mL d'acide ortho-phosphorique ou phosphorique & 85%. Sous
agitation constante, complétez avec de I'eau distillée jusqu'a atteindre un volume final de 1 L.

3. Apres agitation, filtrez le mélange trois fois a travers du papier Whatman N° 3 ou 1 pour
éliminer les exces et les particules non solubilisées de Bleu de coomassie.

4. Conserve le réactif dans le frigo sous obscurité a 4 °C

B- Préparation de la gamme d'étalonnage de BSA:

Pour préparer la gamme d'étalonnage de BSA, conservez le réactif au réfrigérateur a 4 °C, a
I'abri de la lumiére. Utilisez une solution mére de BSA (sigma) & une concentration de 1 mg/mL
préparée dans un tampon PBS 10 mM a pH 7,4.

Les dilutions : 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 et 100 ug /mL chaque dilution se répeéte trois

fois.

Dilution (ug/mL) 200 300 400 500 600 700 800 1000
BSA (Img/ml)(uL) | 20 30 40 50 60 70 80 100
E. Distillée (uL) 80 70 60 50 40 30 20 0
Réactif de bradford 4

(mL)

Les densités optiques mesurées a 595 nm correspondent a la gamme
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Concenration 20 30 40 50 60 70 80 100
de BSA
(Img/ml)(uL)
DO 1 0,718 0,838 0,987 1,079 1,189 1,241 1,329 1,471
DO 2 0,749 0,837 1 1,111 1,198 1,232 1,352 1,471
DO 3 0,735 0,880 1 1,078 1,134 1,290 1,352 1,455
abs vy =0.0092x+0.5949
1.6 1.465
14 1.344 | ¢
117 CDRe
12 0.995 128'
E 1 0.85 @
§ o8 0.734..@""
2 06
0.4
0.2
0
0 40 60 30 100 120
Concentration (pg/ml)

y=0,0092x +0,5949

La gamme d'étalonnage de BSA.
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Résume :

Les lectines sont des protéines ou des glycoprotéines ubiquitaire, d’origine non immunitaire.

Elles sont souvent multivalentes et possedent la capacité bien connue d’agglutiner les
érythrocytes.

Dans ce travail on a choisi le champignon de Tricholoma sp comme source pour I’extraction
des lectines aprés macération de la poudre fongique par un tampon PBS.

L'étude vise a identifier les lectines du champignon Tricholoma Sp en utilisant le test
d'agglutination avec le sang de lapin (3%) qui est une étape essentielle qui indique la
présence des lectines Plusieurs tests sont utilisés comme les effets du pH , la température,
des meétaux et les interactions avec les sucres .

L’activité agglutinante de 1’extrait de Tricholoma sp a montre une activité hémagglutinante
avec les érythrocytes du lapin.

Le test d’inhibition par différents glucides a montré une affinité avec quatre sucres et avec
un glycoprotéine.

Le traitement thermique de I’extrait de Tricholoma sp a stimulé ’activité agglutinante de
I’extrait a (T=40°C), puis elle a disparu totalement a (60c° ,80 c°, 100 c°).

La lectine de Tricholoma sp n’a aucune activité lectinique dans les milieux tres acide et tres
basique . Mais elle est maximale dans pH 7 (pH optimal).

Aprés I’application d'effet des métaux (Cu cl,,Ca cl, , Mn cl,, Fe cl3) par test
hémagglutination indique que la lectine est métalloprotéine.
L’utilisation de I’extraction par filtration sur colonne de DEAE-Séphacyl donne 4 pics .
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