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Introduction

Les lectines sont des protéines ou des glycoprotéines d’origine non immune capable de

reconnaitre spécifiquement les sucres terminaux de glycoprotéines et d’autres

glycoconjugués et de s’y lier avec une haute affinité de manière réversible sans altérer la

structure covalente d’aucun des résidus (ligands) glycosyles reconnus (kocourek et Horejs,

1983).

Ce sont des molécules ubiquitaires, car elles se retrouvent chez toutes les classes

d’organismes, chez les microorganismes (virus, bactéries), chez les plantes, chez les insectes

et les animaux (Goldstein, 1978 ; Pusztai et al., 1983 ; Etzler, 1985 ; Kocourek,1983 ;

Liener et al., 1986).

Les lectines comportent généralement plusieurs sites de liaison. Par conséquent, leur

interaction avec les glucides à la surface des érythrocytes cause l’agrégation d’un grand

nombre de ces cellules (phénomène appelé hémagglutination) (Dam et Brewer, 2002).

Les lectines expriment diverses activités biologiques telles que la précipitation des

glycoprotéines, l’activation de la voie alterne du complément et l’agrégation des

immunoglobulines (Nachbar et al, 1980), l’induction de la libération de l’histamine a partir

des cellules basophiles et des mastocytes (Gomes, 1994), les effets pro et anti-inflammatoires

(Assreuy, 1997), l’induction de l’apoptose (Kulkarni, 1988).

Les méthodes anciennement utilisées pour leur identification consistent à mélanger

l’extrait à examiner (dérivé par exemple d’un tissu ou d’une plante) avec des érythrocytes en

solution. L’agglutination ou la précipitation des cellules indique que la solution analysée

contient une (ou parfois plusieurs) molécules agglutinantes. Les premières lectines furent

identifiées chez les plantes au début du vingtième siècle mais la communauté scientifique ne

commença à s’intéresser à cette classe de protéines qu’à partir des années soixante, en

concomitance avec la naissance de la glycobiologie.

Le nombre de travaux publiés sur les lectines a vu une grande croissance

principalement grâce à l’abondance des lectines dans tous les organismes vivants,

accompagné d’une certaine facilité de purification. Dans les dernier temps, on a aussi

commencé à considérer les lectines comme des molécules bioactives et on s’est de plus en

plus intéressé aux rôles biologiques de ces molécules (Wiley, 1987).
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L’intérêt pour l’étude des lectines s’est intensifié depuis qu’il a été démontré que ces

dernières jouent un rôle particulier dans de nombreux processus biologiques importants.

Ainsi, il a été démontré que les lectines peuvent être utilisées pour la détection (Sharon et

Lis, 1989), et la purification des lectines a permis leur usage dans la détermination des

groupes sanguins (Bird, 1974). Elles ont surtout été utilisées pour étudier la physiologie ou

certaines activités immunologiques des cellules (Sharon et Lis, 1972). L’isolation et la

caractérisation des glycoconjugués (molécules possédant des sucres en périphérie) notamment

dans l’étude des changements de glycosylation lors du développement de métastases. De plus,

les lectines sont impliquées dans le contrôle intracellulaire des glycoprotéines, dans

l’adhésion d’agents infectieux, et dans les interactions avec le système immunitaire (Sharon

et Lis, 1989). Elles sont impliquées dans la communication entre les cellules, dans

l’interaction de certaines molécules avec la surface cellulaire, mais aussi facilitent le contact

primaire des pathogènes (virus, bactérie, parasite) avec les cellules de hôte (Dam et Brewer,

2002).

L’objectif principal de ce travail est de chercher la présence de lectine dans cinq

plantes médicinales, l’extraction des lectines à partir des plantes médicinales et leur étude

biologique.

Le travail s’articule sur les points suivant :

- La première partie est une étude bibliographique consiste en une recherche bibliographique

dans laquelle nous résumons l’essentiel des connaissances sur le lectine repartie en trois

chapitres :

 Dans le premier chapitre introductif, nous présenterons une généralité, historique,

spécificité, la propriété  l’utilisation et distribution des lectines.

 Dans le second chapitre nous présenterons les plantes médicinales sur lesquelles nous

avons travaillées et ses places en médicine traditionnelle

 dans le dernier chapitre, fait un survol bibliographique sur le système sanguin humain

ABO et la structure de leurs antigènes.

- La deuxième partie décrit le matériel et les méthodes utilisés lors du travail expérimental

qui comportent deux chapitres:

 Le premier chapitre sur l’étude phytochimique. Nous avons récupéré des substances à

partir d’une poudre de racine et de feuille à l’aide d’une solution tampon, l’extrait brut



Introduction

3

que nous avons obtenu est d’abord testé sur les hématies, puis passé dans la

chromatographie sur colonne.

 Le second chapitre sur l’étude biologique, nous avons étudié les limites

d’agglutination, test ABO, test d’inhibition, effet de température, effet de pH et

l’activité antibactérienne.

- La troisième et la quatrième partie regroupe les principaux résultats obtenus et leur

discussion.

Et enfin une conclusion permet de faire une synthèse des résultats obtenus.
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Chapitre I : Les lectines

I-1- Définition

Le mot lectine dérive du verbe latin legere qui veut dire « sélectionner » ou « choisir»,

un nom bien approprié pour cette très importante classe de protéines (Kocourek et Horejsi,

1981).

Elles sont aussi appelées agglutinines car elles sont capables d’agglutiner les cellules (comme

les érythrocytes) et les glycoconjugues. Cette caractéristique très importante des lectines est

due au fait que ces protéines sont généralement multivalentes, car elles possèdent au moins

deux sites de reconnaissances par molécule, ce qui permet d'expliquer pourquoi elles vont

précipiter des polysaccharides, des glycoprotéines ou des glycolipides et induire

l'agglutination de cellules diverses (Liener et al., 1986).

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

végétale ou animale, dépourvues d'activité enzymatique et non synthétisées par un système

immunitaire (Goldstein et al., 1980).

On peut classer les lectines selon leur origine (lectines virales, bactériennes, végétales

etc.), selon leur spécificité à l’égard de glucides, selon leur structure moléculaire ou selon

d’autres critères. Grâce au séquençage d’un nombre toujours croissant de génomes, le nombre

de lectines découvertes croît à une vitesse vertigineuse, tandis que les structures

cristallographiques et RMN croissent à un rythme bien plus faible. Une banque de données

rassemblant les données structurales de lectines est disponible sur Internet à l’adresse suivante

: http://www.cermav.cnrs.fr/lectines/

Cette base de données comprend aujourd’hui plus de 500 structures tridimensionnelles

de lectines dont certaines sont représentées par plusieurs structures obtenues avec différents

ligands. La banque de lectines comprend ainsi 36 familles structurales différentes dont 5

familles d’origine virale, 8 d’origine bactérienne, 5 d’origine fongique, 5 d’origine végétale et

13 d’origine animale (Dam et Brewer, 2002).

I-2- Historique

Les lectines ont été décrites pour la première fois en 1888 par Stillmark (Renkonen,

1948). Celui-ci a dans un premier temps mis en évidence l’existence de molécules ayant la

capacité d’agglutiner les érythrocytes. Ces molécules ont ainsi été nommées hémagglutinines

ou phytoagglutinines (Sharon et Lis, 2004). La première de ces molécules a été extraite du

ricin (Ricinus communis) et a été appelée Ricine (Lefrere et Berche, 2010).
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En 1954, Boyd et Sharpleigh ont démontre la propriété de ces protéines d’agglutiner

sélectivement des érythrocytes humains d'un groupe sanguin donné. Le tableau 1 montre

l’historique de découverte des lectines (Renato, 1991).

Tableau 01 : Historique de découverte des lectines (Renato, 1991).

Année Auteurs Découvertes

1884 Warden et Waddel /
Bruyllant venneman

Toxicité de la graine d'Abrus precatorius

1886 Dixson Toxicité de la graine d'Ricinus communis

1890 Erlich
Utilisation de l'Abrine et la racine dans les

recherches immunologquees

1891 Hellin
Activité hémagglutinante de la graine d’Abrus

precatorius

1897 Elfstrand Introduction de terme d'hémagglutinine

1902 Kauss
L'inhibition de l'activité hémagglutinante par

chaleur

1907 Lansteiner et
Raubitschek

Activité hémagglutinante dans les plantes non
toxiques

1908
Lansteiner et
Raubitschek

La spécificité des espèces de plantes à
hémagglutinines

1909 Lansteiner
L'inhibition de l'activité hémagglutinante par un

traitement thermique de sérume

1919 Sumner
Isolement et cristallisation de la Concanvalina

A(ConA)

1926
Marcusson Begun /

Siever
Application des lectine sur les groupes sanguins

1947
Boyd et Reguera /

Renkonen

Spécificité groupes de sang des plantes à
hémagglutinines

1949 Lienre Toxicité hémagglutinines de Phaseolus vulgaris

1949 Jaffé
Inactivation thermique des  hémagglutinines de

Phaseolus vulgaris

1952 Watkins et Morgan
L'inhibition de lectines par les sucres simples
démonstration avec l'aide de lectine que les
sucres sont déterminants de groupe sanguin

1954 Boyd et Shrpleigh Introduction de terme de lectine

1960 Nwell
La stimulation mutogenique des lymphocytes par

la lectine de Phaseolus vulgaris

1965 Agrawal et Golsten
Chrmatographie 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 molle

osseuse

1990
Yamauchi et
Minamikawa

Expression de ConA dans les cellules
d'Escherichia coli
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I-3- Spécificité et l’affinité  des lectines
La plupart des lectines sont spécifiques pour un petit nombre de sucres et que, dans la

majorité des cas, ces sucres sont présents dans et sur la surface des cellules, surtout sous la

forme de glycoconjugues.

On peut identifier deux classes de lectines par rapport a leur spécificité : celles qui

reconnaissent un monosaccharide spécifique et celles qui reconnaissent exclusivement des

oligosaccharides (Sharon et al., 2003).

L’affinité des lectines pour les monosaccharides est généralement assez faible (Kd de l’ordre

de 1 mM) en comparaison avec leur affinité pour les oligosaccharides (Lis et Sharon, 1998 ;

Dam et Brewer, 2002).

Parmi les monosaccharides le plus souvent reconnus par les lectines on retrouve le

mannose, le fucose, le galactose/GalNAc et la N-acetylglucosamine.Très peu de lectines

reconnaissent l’acide sialique sous la forme de monosaccharide (Botos et al., 2002). Cette

reconnaissance est souvent désignée comme « la spécificité primaire » des lectines (Dam et

Brewer, 2002).

La similitude topologique entre certains monosaccharides est déterminante pour la

spécificité des lectines : par exemple, la plupart des lectines, qui reconnaissent le Gal, lient

aussi le GalNAc (Park et al., 2008). Certaines lectines présentent une affinité pour des

monosaccharides qui ne semblent pas être structurellement proches, par exemple Fuc, Man et

Fru (fructose). Pourtant, les trois fonctions hydroxyles, qui sont fondamentales pour la liaison

du sucre à la lectine, ont une topologie très similaire (Loris et al., 2003).

Figure 01 : Le D-fructopyranose (Fru), le L-fucopyranose (Fuc) et le D-mannopyranose

(Man).
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Tableau 02 : Lectines spécifiques pour les monosaccharides (Sharon et al., 2003).

Monosacharide lectine
Man Allium;Canavalia ensiformis;Crocus sativus;Vicia faba

Fur Aleuria aurantia ; Anguilla anguilla;Ulva lactaca;lotus tétraganolobus

Gal /GalNAc Arachis hypogoea; Coprinus cinerus;Ricinus communis;Helix pomatia

Glc /GalNAc Congutinin; Ulex europeur;ella  Pasthyrella velutina

Pour la reconnaissance des structures oligosaccharidiques, la similitude topologique

joue un rôle encore plus important. La surface d’une lectine peut porter plusieurs sites qui

peuvent reconnaître des unités saccharidiques: le site principal reconnaît spécifiquement les

unités monosaccharidiques, alors que les sites secondaires (appelés parfois "les sites

hydrophobes") reconnaissent par exemple la cyanovirine-N qui reconnaît des glycannes de

type oligomannose tels que la glycoprotéine gp120 du virus VIH (Loris et al., 1998 ; Botos et

al., 2002) ou la toxine de choléra qui est spécifique pour le GM1 présent sur la surface de

cellules épithéliales (Merritt et al., 1994).

Les oligosaccharides sont reconnus par les lectines dans une conformation unique, qui

ne doit pas forcément correspondre à la conformation de plus basse énergie que

l’oligosaccharide adopterait en solution (Bush et al., 1999).

I-4- Sites de reconnaissance

Toutes les informations disponibles sur les modes de reconnaissance ont été établies

sur la base de l’analyse cristallographique des complexes lectine-sucre. Dans les lectines

spécifiques pour les monosaccharides, les sites de liaison sont généralement 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 qui ressemble à l’interaction protéine-substrat chez les

enzymes (Vyas, 1991).

La lectine interagit avec le ligand par un réseau de liaisons hydrogène et

d’interactions hydrophobes (Leonidas et al., 1998) Seules les liaisons hydrogènes sont

impliquées dans l'interaction du sucre avec la protéine (Ng et al., 2002).
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I-5- Propriétés générale des lectines

I-5-1- caractéristique physico-chimique

De nombreuses lectine purifiées à ce jour comprennent des sucres liés de façon

covalente à la chaine polypeptidique et son de ce fait des glycoprotéines (pusztai, 1991)

La masse moléculaire de lectines varie énormément d’une molécule à l’autre

l’agglutinine d’Urtica dioica .L (UDA) est la plus petite lectine isolée à ce jour à une masse

moléculaire de l’ordre de 8à 9KDA (Broekert et al., 1989) alors que celle de l’une des

lectines isolées de Phseolus lumatus.L est de  245 KDA.

Pour certaine lectines, l’activités biologique est associée à la présence de cation

bivalents, ainsi la ConA est une métalloprotéine, dont l’activité biologique nécessite

obligatoirement la présence de manganèse (Mn+2) et de calcium (Ca+2) (Edelman et al.,

1972). En revanche, l’activité de la GNA n’est pas dépendant de la présence de tel cation

(Van Damme et al., 1987).

I-5-2- Quelque  Propriétés Biologiques des lectines

Les propriétés biologiques des lectines sont multiples et variées.

I -5-2-1- Liaison avec les sucres

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

spécifique conditionne la mise en évidence de l’activité de la lectine (Myoshi, 1982).

I-5-2-2- Agglutination cellulaire

C’est la manifestation la plus facile à observer de l’interaction entre  une lectine et des

cellules. Elle ne peut pas avoir lieu que si la lectine se lie par de multiples pontages aux

cellules, mais il n’y a pas de corrélation simple entre la concentration en lectine et le nombre

de cellules agglutinées (Sharon, 1986).

I-5-2-3- Mitogènicité

Certaines lectines peuvent stimules les mitoses des lymphocytes (Sharon, 1996) mais

en général elle ne s’exerce que sur les lymphocytes T (Nachbar et al, 1980 ; Falasca, 1989 ;

Babosa, 2001).

I-5-2-4- Effets mimétiques des hormones

Les lectines des graines de haricot rouge (Phaseolus vulgaris), qui ont une haute

réactivité avec les membranes cellulaires et leurs récepteurs peuvent mimer les effets des
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hormones. En effet, les lectines pures des graines de haricot rouge sont connues pour avoir

une activité insuline-like sur les grosses cellules isolées (Greer et al, 1985). De même les

lectines des graines de Momordica charantia comme diverses autres lectines possèdent des

activités antilipolytiques et lipogenique (activités insuline-like) a cause de son interaction

avec les récepteurs d’insuline des adipocytes (Wang et al, 1998).

I-5-2-5- Inhibition de la croissance des cellules cancéreuses

Les travaux de Valentier et al (2003), suggèrent que les lectines alimentaires

Pourraient inhiber la croissance cellulaire des cellules du cancer du sein de l’homme in vitro.

Quant à Banwell et al (1983), ils montrent que les lectines des graines de haricot rouge

provoquent l’inhibition de la migration des cellules cancéreuses.

I-5-2-6- Actions antivirales

Les lectines peuvent avoir des actions antivirales comme celles observées par les RIPs

(Ribosomes inactivant les protéines) (Wang et al., 1998).Les lectines mannose-spécifiques

isolées de bulbes de 15 espèces sauvages du genre Narcissus cultivees en Espagne ont une

activité inhibitrice anti-VIH1. L’activité anti-VIH-1 la plus efficace est obtenue avec les

extraits de l’espèce Narcissus tortifolious (Lopez, 2003).

I-5-2-7- La symbiose

La symbiose entre les bactéries du genre Rhizobium et les Légumineuses est un

processus complexe qui s'établit en plusieurs étapes : adhésion de la bactérie aux racines,

internalisation et nodulation. Elle confère aux Légumineuses la propriété de fixer l'azote

atmosphérique (Kaminski et al., 1987 ; Diaz et al., 1989).

I-6- Utilisation des lectines

Par leur grande diversité, leurs différentes origines et leurs propriétés biologiques. Les

lectines peuvent interagir avec des systèmes biologiques et développer une diversité

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

importance car elles se retrouvent impliquées dans des processus biologiques ainsi que dans

des processus pathologiques (Lis et Sharon, 1998).
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I-6-1- Dans le domaine biomédical

 Hématologie :

Certaines lectines reconnaissent spécifiquement les antigènes des groupes sanguins

humains (Boyd et Sharpleigh, 1954) et sont utilisées pour leur identification dans des

banques de sang.

 Immunologie :

Par leur spécificité, les lectines immobilisées sur colonne peuvent être utilisées pour

l’identification et la purification des glycoconjugues aussi bien que pour leur caractérisation

(Hirabayashi, 2004).

 Biologie cellulaire :

Les lectines sont des outils pour étudier la nature, les structures, la dynamique des

membranes cellulaires (possédant des résidus saccharidiques) sous des conditions normales et

pathologiques (Jaffe, 1980). Certaines lectines purifiées à partir des graines de légumineuses

tropicales présentent des propriétés anti-inflammatoires (Alencar, 1999).

 Cancérologie :

Certaines lectines purifiées a partir d’invertébrés terrestres ou marins sont employées

comme marqueurs histochimiques puisque certaines maladies tel le cancer sont associées à

une modification des glycannes présents sur les cellules (Guillot et al., 2004).

I-6-2- Dans le domaine agronomique

Les lectines peuvent être utilisées dans la lutte contre les agents pathogènes (nuisibles)

des plantes telles que les insectes, les nématodes du sol, les vers parasites qui commettent

d’importants dégâts dans des cultures (Murdock et Shade, 2002).

Par exemple, la lectine de blé et celle de graine de Bauhinia purpurea ont des effets

létaux pour deux insectes (Ostrinia nubilabis et Diabrotica undecimpunctata) se nourrissant

sur le maïs, l’action des lectines peut se faire a des concentrations relativement faibles

(Peumans et Van Damme, 1995).

І-7- Distribution des lectines dans le monde vivant

La présence des lectines a été rapportée dans plusieurs variétés de plantes. Elles sont

rencontrées dans de nombreux légumes secs (Yagi et al., 2002 ; Rudiger, 2001). Elles sont en

effet largement répandues dans le monde vivant. Elles sont détectées dans les moisissures, les

lichens, les champignons et les spermaphytes mais plus fréquemment dans les légumineuses

et les Euphorbiacées des lectines sont également décrites chez les protozoaires tels que
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Entamoeba histolytica et Entamoeba dispar, on en rencontre même chez les animaux

supérieurs, notamment chez l’homme ou elles sont impliquées dans de nombreux processus

physiologiques (Renkonen, 1948 ; Grant, 1991).

I-7-1- Chez les plantes

Chez les végétaux, les lectines sont retrouvées dans la plupart des tissus, et en

particulier dans les graines où elles peuvent représenter une grande proportion des protéines

totales (Peumans et van Damme, 1995 ; Sharon, 2008). Elles se forment au cours de la

maturation des graines pour atteindre leur taux maximum dans la graine mure et disparaissent

progressivement au cours de la germination en même temps que prennent place les réserves

(Jaffe, 1980).

La famille des Légumineuses offre le plus grand nombre d’espèces contenant des

lectines végétales, les lectines de légumineuses telle que la Concanavaline A (ConA) ont été

les premières à être caractérisées. Elles se retrouvent dans de nombreux tissus mais sont très

abondantes dans les parties de la plante susceptibles de subir une attaque par des organismes

étrangers, notamment les organes intervenants dans la suivie de l’individu ou de l’espèce

(Nachbar et al., 1980).

La fonction de ces lectines est orientée vers des mécanismes de défense contre les

phytopathogènes (Peumans et van Damme, 1995 ; Sharon, 2008) et les prédateurs, certaines

ayant des activités insecticides (Van Damme et al., 1987 ; Chrispeels et Raikhel, 1991 ;

Rudiger et Gabius, 2001).

Les lectines végétales peuvent avoir un rôle important en cancérologie (De Mejia et

Prisecaru, 2005 ; Liu et al., 2010). De plus, des études épidémiologiques ont montré qu’un

régime alimentaire à base de plantes est fortement associé à la diminution des risques de

développer un cancer (Block et al., 1992). Ceci peut être dû au fait que les plantes

contiennent des composés actifs qui peuvent altérer les voies de signalisation associées à

l’initiation, la promotion ou la progression tumorales (Liu et al., 2010).

І-7-2- Chez l’animale
Les lectines animales sont des protéines qui se lient au glucide exprimées dans une

variété de tissus. Ils sont excrétés ou des protéines membranaires (Bianchet et al., 2009).

Les lectines animales sont assez nombreuses et ont probablement des fonctions

biologiques importantes (David, 1995). Ils peuvent etre impliques dans l’adherence cellules-
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Cellules et la différenciation (Basu et Appukuttan, 1983 ; Yuriev et Ramsland, 2013). Elles

impliquent aussi dans les réponses innée aux pathogènes (Bianchet et al., 2009). Ils ont des

rôles particulièrement importants dans la croissance et dans le développement des organismes

supérieurs. Chez l’oursin, l’acrosome contient une protéine qui se combine à des glucides, une

lectine appelée bindine lliant le spermatozoïde à la membrane vitelline située à la surface de

l’ovocyte (Wehner et al., 1999).

Les lectines animales sont reparties dans des familles très différentes, les trois familles

les plus étudiées sont les galectines, les lectines de type C et les sigles. Les lectines de type C,

parmi lesquelles les sélectines, nécessitent la présence de calcium dans le milieu pour se fixer

à leur ligand et présentent fréquemment une forme insoluble le plus souvent associée aux

membranes cytoplasmiques (Soussi, 2000 ; De Franco, 2009), à l’inverse, les lectines de type

S ou galectines, plus petites, sont solubles et ne requièrent pas la présence de calcium pour

l’activité de liaison (Pontet, 1996 ; Soussi, 2000).

І-7-3- Chez les bactéries

Les lectines bactériennes sont généralement situées sur la surface de la bactérie ou

localisées dans le cytosol et jouent des rôles importants dans la reconnaissance des

glycoconjugués présents à la surface des cellules de l’hôte pendant la première étape du

processus d’infection, ce qui a attiré bien évidement beaucoup d’attention dans ces dernières

années (Sharon,1996).

La plupart des bactéries produisent des lectines de type soluble ou assemblées à

l’extrémité d’appendices de surface de la bactérie comme les flagelles ou fimbriae. D’autres

peuvent être situées à la surface des pilis ou fimbriae présents sur les bactéries. Ces lectines de

par leurs interactions avec les hydrates de carbone participeraient à des mécanismes

d’interaction protéine-sucre et seraient impliquées dans les phénomènes d’adhésion entre

bactéries ou entre bactéries et cellules hôtes (Imberty et al, 2005).



Synthèse bibliographique Chapitre I : Les lectines

13

Figure 02 : Représentation schématique du rôle des lectines dans l’adhésion cellulaire

(Imberty et al., 2005).
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Chapitre II : Les plantes médicinales

II-1- La phytothérapie

Du grec « phytos » = plante, et « therapiea » = thérapie, c’est l’art de soigner par les

plantes (Bruneton, 2009 ; Belfadel, 2013 ; Lambert, 2013). C’est l’utilisation thérapeutique

des plantes médicinales et de leurs extraits (Lambert, 2013). A travers les siècles, les

traditions humaines ont vu développer la connaissance et l’utilisation des plantes médicinales

(Attou, 2011) Toutefois, malgré les énormes progrès réalisés par la médecine moderne, la

phytothérapie offre des multiples avantages (Nadia, 2009 ; Attou, 2011 ; Belfadel, 2013).

La phytothérapie fait donc partie de l’arsenal thérapeutique à la disposition du

vétérinaire. C’est une médecine dite « de terrain », de type allopathique, (Lambert, 2013) qui

repose sur l’utilisation des propriétés thérapeutiques des plantes médicinales (Medjdoub,

2007 ; Zeghad, 2009). La phytothérapie est le traitement des maladiespar des plantes dites

médicinales (Mohammedi, 2013). Selon l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) plus de

80% de la population mondiale ont recours à la pharmacopée traditionnelle pour faire face

aux problèmes de la santé (Nadia, 2009). La phytothérapie peut être vue comme un

précurseur de la pharmacologie moderne (Firenzuoli et Gori, 2007).

II-2- Les plantes médicinales

La définition d'une plante médicinale est très simple. En fait il s'agit d'une plante qui

est utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux (Farnsworth et al, 1986), grâce à

la présence d'un certain nombre de substances actives dont la plupart agit sur l'organisme

humain (Babulka, 2007).

Ces plantes sont des drogues végétales dont au moins une partie possède des

propriétés médicamenteuses (Farnsworth et al, 1986), et couramment utilisée en

phytothérapie pour ses propriétés sédative, vasculoprotectrice et anti-oxydante (Avaoto et al,

2000).

Environ 35 000 espèces de plantes sont employées par le monde à des fins

médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les êtres

humains. Les plantes médicinales continuent de répondre à un besoin important malgré

l'influence croissante du système sanitaire moderne (Elqaj et al, 2007).
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II-3- Astragalus armatus

II-3-1- Description botanique

Le mot astragale est d’origine grec, il  désigne l’os de la cheville ou plus exactement

l’un des os de l’articulation tibiotarisienne (James et al., 1981), Astragalus armatus est connu

en Algérie sous le nom «El guendoul» (Trabut, 1935). Appartenant à la famille des

légumineuses Fabacées.

Ce genre de légumineuses compte quelque deux milles espèces d’annuelles, de vivaces

et d’arbustes rencontrés dans une grande partie des régions climatiques méditerranéennes, le

long des côtes Pacifiques de l'Amérique du Sud du nord et, en Europe méridionale et

l’Afrique du nord (Somasegaran et Hoben, 1994 ; Chaudharyand et Srivastava, 2007).

C’est un arbrisseau de 80cm de hauteur, à épines blanchâtres. Les pétioles sont durs et

aigus (Ozenda, 2004). Les feuilles forment d'abord un bouquet serré puis elles s'éloignent de

la tige, en séchant les folioles tombent. Il ne reste plus qu'une longue épine. Les fleurs sont

blanches et nombreuses tout autour de la tige. Le calice est poilu et renflé.

Il contient le fruit. Les gousses sont uniloculaires, demeurent enfermées dans le calice

fortement accrescent, à parois parcheminées, glabres réticulées (Quezel et santa, 1963).

II-3-2- Classification systématique

Tableau 03 : classification systématique de l’espèce Astragalus armatus (Lam)

(Ozenda, 2004).

Embranchement Spermaphyte

Sous embranchement Angiosperme

Classe Dicotylédones

Ordre Rosales

Famille Fabaceae

Genre Astragalus

Espèce Astragalus armatus (Lam.)
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Photo 01 : Astragalus armatus

II-3-3- Utilisation

En Algérie sont utilisés dans les cas de fatigue, engourdissement, le froid, la grippe,

les douleurs arthritiques et déficience du système immunitaire (Saoudi, 2008). Et sont utilisés

contre la toux,  l'arthrite et les piqûres de scorpions (Bellakhdar, 1997). Les prestations de

santé supposée de l'astragale sont un peu vagues, au moins à partir d'un point de vue

scientifique. Astragale prévenir l'asthme et les symptômes d'allergie, il a été proposé comme

un remède à base de plantes pour tout, de Le SIDA, le syndrome de fatigue chronique,

l'hépatite, la myasthénie grave et de cancer (Bate et al., 1998 ; Kerry, 1993).

II-4- Salvia officinalis

II-4-1- Description botanique

Le genre Salvia (la sauge) d'origine méditerranéenne de la famille des labiées. Il existe

environ 900 espèces identifiées autour du monde (Kabouche, 2005) et 23 espèces en Algérie

(Quezel et Santa, 1963).

Ce sont des arbustes ou des plantes herbacées elle peut être annuelle, bisannuelle ou

vivace selon l'espèce. Le calice est bilabié, variable, à lèvre supérieure tridentée, l'inférieure

Bidentée. La corolle est bilabiée. Elle comporte deux étamines, à filet court surmonté d'un

long Connectif à 2 branches inégales, l'une portant une loge de l'anthère et l'autre, le plus

court, une écaille, ou bien terminé en pointe (Kabouche, 2005).
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Plante à racine ramifiées et ligneuses, à tige quadrangulaire dressée et très ramifiée,

blanche, tomenteuse, peut atteindre de 20 à 60 cm de haut.

Ses feuilles de 3 à 30 cm de long et de 1.5 cm de large sont opposées, ovales, et

allongées, gris verdâtre, feutrées. Ses fleurs bleues ciel à violet ont 2à 3 cm de long. Une lèvre

supérieure courte et sont groupées par 4 à 8 verticilles (Alloum, 2007).

C’est une plante qui dégage une odeur agréable. Elle a des usages médicinaux et

culinaires multiples (Abeiri, 2007).

II-4-2- Classification systématique

Tableau 04 : classification systématique de l’espèce Salvia officinalis.L (Ristic et al.,

1999)

Photo 02 : Salvia officinalis

Règne Plantae

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Salvia

Espèce Salvia officinalis.L
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II-4-3- Utilisation

L’appellation latine démontre bien l’importance de la sauge dans la pharmacopée

Traditionnelle. Salvia a toujours été considérée comme une plante magique qui sauve des vies

humaines (Kabouche, 2005).

La sauge est appliquée en gargarisme contre les inflammations de la bouche (les

aphtes, les gingivites, l’amygdalite et l’ulcère), les abcès, et aussi pour la cicatrisation des

plaies.

Les infusions de la sauge sont appliquées pour le traitement de plusieurs maladies

comme la circulation sanguine.

Elle est utilisée dans la prise en charge de différents problèmes digestifs :

Ballonnements épigastriques, digestion lente, renvois et flatulences. Aussi comme

antibactérien, antiviral, anti tumoral, antispasmodique, antioxydant, céphalique, fébrifuge, les

traitements anti-inflammatoires et des troubles mentaux et nerveux (Bruneton, 2009).

Elle peut calmer les crises de la maladie d'Alzheimer et a une activité tranquillisante,

antiseptique et astringente. Régularise le cycle menstruel, la transpiration, les bouffées de

chaleur et modifications hormonales. Les feuilles séchées à fumer contre l'asthme, morsures,

piqûres, diarrhées, sueurs nocturnes. Une décoction de racines est utilisée en cas de maladies

cardiaques et lors de la ménopause (Iserin, 2001).

II-5- Juniperus phoenicea

II-5-1- Description botanique

Le juniperus phoenicea est un arbuste dressé ou arbrisseau touffu, de forme

pyramidale, résineux et aromatique, qui fait de 4 à 8 mètres de haut, des peuplements ouverts

(Bouilet, 2007). Il est également d'un port buissonnant, tronc grêle ordinairement, atteignant

2 mètres de circonférence, branches et rameaux exondant. Ramules et ramilles nombreux

étalés (Yousefi, 2002), écorce d'un brun rouge, légèrement lamelleuse fibreuse, devient assez

épaisse, à système racinaire profond (Rameau et al, 2008).

les feuilles ont une extrémité obtus et une grands dorsale , il n’y a pas de bourgeons

apparents, le tronc est droit , l’ écorce gris rose, se détache en lanières , le système racinaire

est profond , les fleurs males , petites, sont situées à l’extrémité des rameaux , les fleurs

femelles , également petites, sont globuleuses avec des écailles opposées soudées à la base ,le
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fruit est formé d’écailles sont charnues. La pulpe est jaune, fibreuse et résineuse, le fruit

contient de quatre à neuf graines, ovales  aux extrémités aigues avec une enveloppe dure  qui

retarde la germination.

Le peuplement de genévrier de Phénicie peut atteindre des âges importants malgré une

taille modeste, des individus de 1.5 m de haut, avec un tronc de 8 cm de diamètre sont âges de

1150 ans. Dans les falaises des gorges, il existe des arbres vivantes nettement plus vieux, que

1500 ans et que certaines souches mortes sont en place depuis plusieurs millénaire (Mandai,

2005).

II-5-2- Classification systématique

Tableau 05 : classification systématique de l’espèce Juniperus phoenicea (Teib, 1992)

Règne Plantas

Sous règne Tracheobionta

Embranchement Spermaphytes

Sous Embranchement Gymnosperme

Classe Pinopsida

Ordre Pinales

Famille Cupessaceae

Genre Juniperus L

Espèce Juniperus phoenicea

Photo 03 : Juniperus phoenicea (Bouilet, 2007)
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II-5-3- Utilisation

Cette espèce est très utilisée en médecine traditionnelle, les feuilles sont utilisées sous

forme de décoction comme hypoglycémiantes, anti-diarrhéiques, antirhumatismales et

antiseptiques et pour traiter la maladie broncho pulmonaires, urinaires et gastriques.

Les fruits peuvent guérir les ulcérations de la peau et les abcès (Lefloc, 1983 ; Bellakhder,

1997 ; Bnouham et al., 2002).

II-6- Ruta montana

II-6-1- Description botanique

Rutaceae a été décrite initialement en 1782 par Durande, puis par A.L Jussieu en 1789

(Benkiki, 2006). La famille des Rutaceae comprend prés de 1500 espèces regroupées en

environ 150 genres (Benkiki, 2006 ; Attou, 2011). Cette famille caractérisée par des poches

sécrétrices (Hammiche, 1995).

Ruta montana c'est la rue des montagnes (synonymes: Ruta legitima Jacq) appelle

vulgairement en Algérie fidjlet el-djbel ou Fidjela, a une odeur fétide très intense, se trouve

sur les coteaux arides et dans endroits secs et pierreux de la région méditerranéenne (Baba

Iassa, 1999), Plante glauque, glabre, glanduleuse dans le haut de 20-40 cm de l’hauteur à tige

rameuse dans sa partie supérieure, semi-ligneux. Les feuilles oblongues dans leur pourtour,

finement découpées en segments linéaires-obtus, le terminal un peu plus large et a fleurs

jaunes, petites, bradées, à 0 ,6cm de longueur (Jayaprakasam et Ravi, 2012 ; Quezel et

Santa, 1963 ; Francis et Devergnas, 2012) et sépales lancéolés en alêne, longuement

acuminés, à pétales concaves, denticulés sur les marges (Quezel et Santa, 1963 ;

Jayaprakasam et Ravi, 2012). Calice persistant; elles comportent 4 à 5 carpelles libres,

multi-ovulés, à style soudé. A maturité, le fruit est une capsule globuleuse, s’ouvrant en deux

valves et laissant apparaître une graine globuleuse noire et brillante (Benkiki, 2006). La

floraison dans la période située entre Mai et Juillet (Achille, 1980).



Synthèse bibliographique Chapitre II : Les plantes médicinales

21

II-6-2- Classification systématique

Tableau 06 : classification systématique de l’espèce Ruta montana (Clus.)L (Quezel

et Santa, 1963).

Règne Plantae

Sous règne Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Sous division Angiospermae

Classe Magnoliopsida

Ordre Sapindales

Famille Rutaceae

Genre Ruta L.

Espèce Ruta montana (Clus.)L

Photo 04 : Ruta montana

II-6-3- Utilisation

La rue est très utilisée à des fins diverses : Fébrifuge, antivenimeux local, contre les

nausées et les vomissements, dans les constipations, dans le paludisme, pour soigner les

anémies (Merad, 1973), le rhumatisme, contre les douleurs gastriques, les vers intestinaux

(Baba Iassa, 1999), dans les accouchements difficiles, les maux des yeux et des oreilles, dans

l’asthme, les névroses (Merad, 1973).
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II-7- Rosmarinus officinalis.L

II-7-1- Description botanique

Le  romarin est un ornement des collines, des coteaux et des basses montagnes,

Surtout calcaires, originaire des régions méditerranéennes et on la trouve dans tout le sol

Algérien.

C’est une plante qui se reconnait de loin à son odeur pénétrante (Beniston, 1984). Elle

se plait dans les jardins d’ornement à condition d’être à l’abri du vent.

C’est un arbrisseau touffu toujours vert de 0.5 à 1.5m, de hauteur ses tige ligneuses

sont pourvues de feuilles persistantes, sessiles coriaces, étroites de 2 à 3  cm de long ,à bords

enroulées , d’un vert sombre brillant à la face supérieure, blanchâtres tomenteuses et mates à

la face inferieur .le fleurs d’une bleu pale ,d’environ 1 cm ,sont réunies en petites grappes

serrées à l’aisselle des feuilles ;leur corolle présent deux lèvres ,l’une à deux lobe dressées

abritant les deux étamines , l’autre à trois lobes  ,le médian est concave. Le fruite se compose

de quatre petites akènes (tétrakène), luisants d’un brun foncé .a l’intérieure de chaque akène

se trouve un embryon dépourvue d’albumen à cotylédons bombes, toute les plante dégage une

odeur agréable en fleurs toute l’année (Quezel et Santa, 1963 ; Perrot et Paris, 1971; Sell et

al., 2002).

II-7-2- Classification systématique

Tableau 07 : classification systématique de l’espèce Rosmarinus officinalis.L (Quezel

et Santa, 1963).

Embranchement Phanérogames ou Spermaphytes

Sous-embranchement Angiospermes

Classe Eudicots

Sous-classe Gamopétales

Ordre Lamiales

Famille Lamiacées

Genre Rosmarinus

Espèce Rosmarinus officinalis.L
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Photo 05 : Rosmarinus officinalis

II-7-3- Utilisation

Cette plante est utilisée en médicine en raison de ses différentes propriétés :

 Anti spasmolytiques, diurétiques, hépato protectrices, soulagement des désordres

respiratoires (Lemonica et al 1996 ; Souza et al 2008).

 Antibactériennes, antimutagéniques, antioxydantes, chémopréventives (Ibanez et al.,

2000 ; Pérez et al., 2007 ; Wang et al., 2008).

 Anti-inflammatoires, antimétastasiques (Cheung et Tai, 2007).

 Inhibition de la genèse des tumeurs mammaires (Singletary et Nelshoppen, 1991) et

la prolifération des tumeurs cutanées (Huang et al., 1994).

 D’autres études montrent que les composants du romarin inhibent les phases

d’initiation et de promotion de cancérogénèse (Offord et al., 1995).

 Carnosol du romarin possède une activité antivirale contre le virus du SIDA (HIV)

(Aruoma et al., 1996), alors que l’acide carnosique a un effet inhibiteur très puissant

contre la protéase de HIV-1 (Paris et al., 1993).
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Chapitre III : Système ABO

III-1- Historique

La découverte du système ABO signe la date de naissance de l’immunogénétique et a

été à l’origine de progrès considérable en médecine en permettant d’envisager des

transfusions compatible chez l’homme (http://www.snv.jussieu.fr). Historiquement, Karl

Landsteiner a publié le 23 mars 1900 dans le « Central Blatt fur Baktériologie » une très

courte communication dans laquelle il affirme que « le sérum de personnes saines agglutine,

non seulement les globules rouges d’animaux mais également des globules rouges d’autres

personnes (Reviron et Reviron, 1984). Ainsi, il a identifié les deux antigènes principaux (les

antigènes A et B avec leurs sérums respectifs (anti-A et anti-B).

En 1902, le phénotype AB a été décrit par les élèves de (Landsteiner, 1993). En 1901,

ce même auteur a systématisé ses premières observations et décrit trois groupes sanguins chez

l’homme (1, 2 et 3 correspondant aux groupes sanguins A, B et O) en fonction des réactions

d’agglutination observées en testant le sérum et les globules rouges de sujets de son

laboratoire (Morgan et Watkins, 2001). Les hématies AB furent identifiées deux ans plus

tard par Décastéllo et Sturli (Irshaid, 2001). Cette découverte a eu un intérêt considérable ;

elle a démontré que les individus appartenant a la même espèce pouvaient présenter des types

sérologiques et biochimiques différents, ce qui permet d’édicter les règles de la compatibilité

(Ruffie et Sournia, 1996).

En 1924, Bemstein montre que les groupes constituent des caractères héréditaires

transmis selon les lois de Mendel (http://www.snv.jussieu.fr).

III-2- Systèmes des antigènes des groupes sanguins

La notion de groupe sanguin est née de la découverte de l’agglutination des hématies

par les sérums. Ce phénomène d’agglutination est en réalité le résultat d’une réaction

antigène-anticorps. Certains antigènes sont spécifiques d’un type de cellules : la distribution

des groupes sanguins KELL, RHESUS, DUFFY, KIDD est strictement limitée aux hématies

(Cartron, 1993).

Les groupes sanguins érythrocytaires peuvent être définis comme l’ensemble des

antigènes allotypiques, génétiquement transmis, détectés par des anticorps spécifiques à la

surface de la membrane érythrocytaire (Chiaroni et al., 2005).
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Les groupes sanguins sont déterminés par un ensemble de molécules de surface

cellulaire d’origine héréditaire et appelées antigènes. La majorité des antigènes de ces groupes

sanguins peut être regroupée, sur des critères génétiques, au sein de systèmes (Miquel et al.,

2005).

Actuellement, on dénombre chez l’homme plus de 250 antigènes, dont 229 d’entre eux

sont regroupés en systèmes sanguins selon la nomenclature recommandée par la Société

Internationale de Transfusions Sanguines (SITS), mais en réalité plus de 600 facteurs ont été

identifiés à la surface de l’hématie (Olsson, 1997 ; Irshaid, 2001).

les principaux systèmes de groupes sanguins érythrocytaires les mieux connus sont :

les systèmes ABO et RH (Germain et al., 1999).

III-3 Système ABO

Il est défini par la présence ou non des antigènes A et B sur les hématies, leucocytes,

plaquettes mais aussi sur la plupart des tissus et dans les sécrétions (Andre, 2010).

Tableau 08 : Sérologie et génétique du système ABO (Reviron et Reviron, 1984)

phénotype génotype antigène anticorps
A A/A ou A/O A Anti B
B B/B ou B/O B Anti A

AB A/B A et B Absence d’anticorps
O O/O Absence d’antigène Anti A et anti B

Le système ABO est le système majeur de l’immunologie transfusionnelle. Il est le

plus important de tous les systèmes de groupes sanguins sur le plan clinique (Cartron, 1993).

Les antigènes A et B détectés par des anticorps spécifiques définissent quatre groupes

sanguins principaux : A, B, AB, O (absence d’antigènes A et B). Dans le sérum on trouve

toujours l’anticorps correspondant aux antigènes ou à l’antigène absent des globules rouges.

Ainsi, les sujet du groupes A ont toujours un anti-B ; les sujets du groupes B ont toujours un

anti-A ; les sujet de groupe AB n’ont pas d’anticorps et les sujets de groupe O ont les deux

anticorps anti-A et anti-B (http://www.snv.jussieu.fr).

Les deux antigènes principaux (A et B) définissent quatre groupes sanguins :

 Le groupe A, si l’antigène A est seul présent sur les hématies.

 Le groupe B, si l’antigène B est seul présent sur les hématies.

 Le groupe AB, si les antigènes A et B sont tous présents.
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 Le groupe O, si aucun antigène n’est présent (ni l’antigène A, ni l’antigène (Cartron,

1993).

III-4- Système Rhésus

C’est le système des groupes sanguins le plus complexe. Son nom, il le doit aux

travaux de Landsteiner et Weiner (1940), qui avait identifié un anticorps (anti-rhésus) dans le

sérum de cobayes et de lapins immunisés par le sang du Macaca mulatta (Levine, 1941).

C’est l’un des plus importants systèmes de groupes sanguins après le système ABO. Le

système rhésus est le système le plus immunogène et le plus polymorphe de tous les systèmes

de groupes sanguins érythrocytaires connus chez l’homme (Avent et Reid, 2000).

La découverte du système rhésus est historiquement associée à la première

description de la maladie hémolytique du nouveau-né. Le système a été découvert en 1940 par

Landsteiner et Wiener.

En 1939, Levine et Steton avaient décrit la première allo-immunisation en référence

aux travaux de Landsteiner. En 1940, Karl Landsteiner et Alexander Wiener décrivent aussi la

première hétéro immunisation en immunisant des cobayes ou des lapins par des globules

rouges du singe Macacus rhésus (Cartron, 1993). Le système rhésus se définit par sa

complexité par rapport à tous les systèmes de groupes sanguins. A ce jour, près de 50

antigènes du système rhésus ont été décrits (Genetet et al., 1984).

III-5- Structure chimique des antigènes de groupes sanguins du système

ABO

Les antigènes de du système ABO proviennent d’une famille de glycolipides présents

à la surface des globules rouges. Leur structure de base est constituée de lipidecéramide

auquel est attaché un oligosaccharide composé d’un glucose (Glu), d’un galactose (Gal),

d’une N-acétyl-galactosamine (Gal Nac), d’un galactose (Gal) et d’une fucose (Fuc). Les

sujets du groupe O ne produisent que ce glycolipide. Les sujets du groupe A ont un enzyme

qui ajoute une molécule de N-acétyl-galactosamine à la chaine oligosacchridique pour former

l’antigène A, alors que les sujets du groupe B ont une enzyme qui ajoute une molécule de

galactose pour former l’antigène B, les globules rouges des sujets du groupe AB expriment en

plus la structure de base dépourvue des glucides terminaux, ce qui explique pourquoi des

alloanticorps ne sont pas produits contre le groupe O (Parham, 2000).
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III-6- Lectines spécifiques des groupes sanguins

Plusieurs lectines agglutinent les hématies des fois avec une spécificité de groupe

sanguin (Bird, 1974). La spécificité des lectines aux groupes sanguins est présentée dans le

tableau 4 (Doumbia, 2004).

Tableau 09 : La spécificité des lectines d’origine végétales aux groupes sanguins.

Spécificités Plante Référence
Anti-A Phaseoluslimensis

(Doumbia, 2004)
Anti-A1 Dolichosbiflorus
Anti-B Ptitaplumosa

Anti-A+B Crotalariastriata

Anti- A
Bandereira

simplicifolia-I
(Richard, 1998)

Anti-A, Anti-B Sophora japonica

Anti B Vicia villosa
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Partie ІІ : Matériels et méthodes

Chapitre I : L’étude phytochimique

I-1- Extraction

I-1-1- Préparation de la plante

I-1-1-1- Récolte des plantes

Notre travail a été effectué sur les plantes médicinales suivantes :

 Ruta montana ont été récoltés de la montagne de kerkar à yabous à khenchela au mois

de mars 2015.

 Juniperus phoenicea ont été récoltés de la montagne d’Arriss à Batna au mois de

mars2015.

 Salvia officinalis ont été récoltés de la montagne de kerkar à yabous à khenchela au

mois de mars 2015.

 Rosmarinus officinalis ont été récoltés de la montagne de kerkar à yabous àkhenchela.

Au mois de mars.

 Astragalus armatu sont été récoltés d’Ouled rchach à Khenchela au mois de mars.

Les plantes ont été séchées à température ambiante.

I-1-1-2- broyage

Les plantes ont été concassées minutieusement dans le mortier puis broyées dans un

broyeur jusqu'à  l’obtention d’une poudre, cette dernière a été tamisé, et conservé dans un

emballage fermé.

I-1-2- Extraction par la solution tampon

Pour macérer la poudre obtenue,  une quantité de la solution tampon (Annexe : 01) à

pH=7.2, a été ajouté à une quantité de la poudre de la plante étudiée, l’ensemble a été agité

puis laissé pendant 24 h , après le mélange a été centrifugé à 6000tr/min pendant 30 min à 4ºC

à l’aide d’une centrifugation à froid ,le surnageant obtenu a constitué notre extrait brut, puis le

surnageant a été conservé au frais et a servi pour le test d’hémagglutination et aussi pour la

suite de nos investigations.
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24 h à 4 ºC

Figure 03 : Schéma d’extraction des lectines à partir des poudres des différentes plantes

I-2- Test d’hémagglutination

Ce test a été porté sur les hématies du lapin :

Les hématies utilisées sont issues de sang du lapin provenant d’élevage de ferme.

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

Érythrocytes en présence de lectine. Il a été réalise afin d’effectue la présence des lectines.

I-2-1- Préparation des hématies à 3%

Les hématies du lapin sont collectées pour la mise en évidence la présence des lectines

dans les extraits, et les hématies de groupe sanguins humains ABO pour tester la Spécificité

de la lectine des extraits au groupe sanguin ABO. Les hématies collectées ont été au préalable

soumises à un lavage, puis à une dilution.

I-2-1-1- Lavage des hématies :

Une quantité du sang a été posée dans un tube puis, l’eau physiologique (Annexe : 02)

a été ajoutée dans le même tube, après le mélange a été centrifugé à 4000 tours/min pendant

50g Poudre des plantes+150ml
solution tampon

Centrifugation

SurnageantCulot

L’extrait brut
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15 min. La centrifugation a été répétée jusqu’à l’obtention d’un surnageant transparent, le

lavage des hématies a été répétée  4 fois et dans les mêmes conditions.

I-2-1-2- Dilution des hématies

Après le quatrième lavage les globules rouges sont diluées avec d’eau physiologique à

raison de 1,5ml des hématies dans un 48,5 ml d’eau physiologique, afin d’obtenir d’hématies

a 3%.

I-2-2-Technique d’hémagglutination
Dans chaque puits d’une microplaque 50μl des hématies du lapin ont été ajouté à

50μl d’extraits bruts de chaque plante. Après 1h l’agglutination est observée par l’œil nu

(Annexe : 03) et le microscope optique (Annexe : 04).

Après le test d’hémagglutination seuls les extraits positifs ont été retenus pour notre

étude.
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4 fois

Après 1 h

Figure 04 : Schéma de test d’héméagglutination

Le sang du lapin

Centrifugation  (4000tr/min, 15 min)

:;xdfwdx

iyhhhhhhnnhjjjj
Surnageant

Culot

Dilution

(1,5 ml hématies +48,5ml de l’eau physiologique)

l’eau culot+48.5mll

(
Posé dans les puis de microplaque

(50µl de l’extrait brute + 50µl d’hématies)

L’observation microscopique
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I-3- Chromatographie sur colonne

Cette étape a été réalisée pour éliminer les impuretés, et améliorer la pureté de notre

Extrait.

Le gel séphadex G200 a été percolé jusqu’a la moitie de la colonne, et lavé avec de

tampon pH 7,2. Ensuit l’extrait brut a été versé lentement et en petits fractions dans la

colonne. Enfin L’extrait a été recueilli par l’élution avec le tampon (pH= 7,2) dans des tubes

secs (5 ml par tube).

L’extrait ainsi récupéré a été testé sur les hématies du lapin. Pour assurer que l’activité

hémagglutinante est améliorée après la chromatographie sur colonne.

І-4- Spectrophotométrie à UV

Les extraits issus de la chromatographie sur colonne sont placées dans le

spectrophotomètre à UV afin de mesurer l’absorbance a longueur d’onde 280 nm, puis on a

tracé la courbe d’absorbance en fonction de tube.
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Chapitre II : L’étude biologique

ІІ-1- Limites d’hémagglutination

Ce  test   permet  de    déterminer  le  pouvoir  agglutinante, et  en  déduire  le  titre  en

lectine.

Dans une première étape, 50μl de tampon ont été déposés dans chaque puits, ensuite,

un volume de 50μl d’extrait a été ajoute au premier puits, puis une gamme de concentration

par double dilution a été réalisée dans les puits suivants. Un volume de 50μl des hématies a

été ajouté aux 50μl d’extrait dans chaque puits.

La lecture d’activité hémagglutiante à été réalisée après 1 heure à température

ambiante.

L’activité hémagglutinante est exprimée en titre qui est la réciproque du plus grand

rapport de dilution pour lequel on observe une hémagglutination.

ІІ-2- Test d’agglutination avec les hématies humaines ABO

L’étude a été effectuée sur les hématies humaines :

Il faut noter qu’il existe plusieurs antigènes du groupe sanguin humain, mais les études sont

effectuées sur les antigènes des hématies humaines appartenant au système du groupe sanguin

ABO.

La spécificité de groupe sanguin de l’extrait a été établie à l’aide des érythrocytes des

différents groupes du système ABO.

Dans un puits d’une microplaque, 50μl des hématies de chaque groupe a été ajouté à

50μl d’extraits de plante. Après 1heure d’incubation, la lecture est faite à l’aide d’un

microscope optique.

ІІ-3- Test d’inhibition d’agglutination par des sucres simples

La spécificité de sucre de la lectine a été étudiée par la capacité d’une série de sucres

simples à inhiber l’agglutination des érythrocytes.

Dans un puits d’une microplaque, 50μl de solution de sucre (glucose, Galactose, Maltose,

fructose, lactose, sucrose, saccharose) (1mg du sucre dissout dans 1ml d’eau distillée) sont

ajoutées à 50μl d’extrait, le mélange est incubé pendant 1h à température ambiante, cela

permettre au lectine de reconnaitre le sucre, ensuite 50μl des hématies du lapin ont été

ajoutées. Après 1h la lecture a été faite par l’observation microscopique.
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ІІ-4- Effet de température sur l’hémagglutination

À l’aide d’un bain marie ,5 tubes à essai contenant une quantité de l’extrait brut ont été

incubés à des températures différentes (50, 60, 70, 80, 90ºC) pendant une heure. Après le

temps requis, l’extrait brut chauffé a été refroidi à la température ambiante, enfin le test

d’hémagglutination a été fait.

ІІ-5- Effet de pH sur l’hémagglutination

L’utilisation des tampons à différents valeurs de pH (1 jusqu’à 12) permet de

déterminer  l’effet de ph sur l’activité hémaglutinante , chaque tampon a été mélangé avec la

poudre de la plante étudiée, après 24 h  le mélange a été centrifugé et le surnageant a été

récupéré pour faire le test.

ІІ-6- L’effet de l’Astragalus armatus sur l’activité anti bactérienne

Les souches bactériennes utilisées pour déceler l’activité antibactérienne de l’extrait

d’Astragalus armatus font partie du quatre familles des micro-organismes.

Tableau 10 : les souches bactériennes testées et leurs propriétés

Les souches testées ATCC Gram Source

Pseudomonas

aeruginosa
27853 Négatif

Institut pasteur

Alger

Salmonella typhi 3022 Négatif
Institut pasteur

Alger

Proteus mirabilis

(multirésistant)
Non référencée Négatif Bactérie hydrique

Staphylocoque

aureus
25923 positif

Institut pasteur

Alger

Staphylocoque

aureus
43300 positif

Institut pasteur

Alger

Escherichia coli 25922 positif
Institut pasteur

Alger
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ІІ-6-1- Détermination des diamètres des zones d’inhibition par méthode de

diffusion (la méthode des disques)

La méthode adoptée pour l'évaluation de l'activité antibactérienne de l’extrait végétal

obtenu à partir de la plante d’Astragalus armatus est la technique par contact direct dite

diffusion.

ІІ-6-1- Principe de méthode de diffusion

Ce test est effectué par dépôt d'un disque stérile en papier wattman N 3, de 6 mm de

diamètre imprégné d'une quantité de 30 µl de l'extrait végétal  sur un milieu gélosé

préalablement ensemencé avec une culture bactérienne. Après l'incubation, la lecture des

résultats se fait par mesure des diamètres des zones d'inhibition en millimètres.

ІІ-6-2- Préparation des suspensions bactériennes

Nous avons effectué un prélèvement des souches test, Ces dernières ont été inoculées

dans un bouillon nutritif et incubées à 37 °C pendant 24h. Seules les souches âgées de 18 à

24h ont été utilisées. Après la période d’incubation 1 ml du bouillon nutritif a été ensemencé

sur une gélose nutritive préalablement mise en boites de pétri  incubées à 37 °C pendant

24h.Trois à quatre colonies ont été prélevées à l'aide d'une anse stérile et introduites dans un

tube contenant 5 ml d’eau  physiologique stérile, et subit à une bonne agitation et

homogénéisation à l'aide d'un vortex.

ІІ-6-3- Mode opératoire

Des disques de 6mm de diamètre sont découpés dans du papier Wattman N°3 puis

autoclavés pendant 20 min à 121°C. Ces disques sont ensuite imbibés avec 30μl de l’extrait

d’Astragalus armatus. Des disques imprégnés de solution tampon sont utilisés comme témoin

négatif et les disques imprégnés de Gentamicine (antibiotique à large spectre de famille des

aminosides dont la charge du disque est 10µg) sont utilisés comme témoin positif. Le test est

effectué en cultivant les bactéries sur un milieu Muller Hinton.

Chaque boîte de pétri a reçu du milieu de culture et est ensemencée par inondation

avec 1 à 2 ml de la suspension microbienne. Les disques stériles imprégnés de l'extrait sont

déposés délicatement à l’aide d’une pince stérile à la surface du milieu préalablement

ensemencés par les bactéries-tests. Ensuite ils ont été inversés et incubés dans une étuve à une

température de 37°C durant 24h.L’activité antibactérienne est estimée par la mesure du
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diamètre de la zone d’inhibition. La sensibilité des différentes souches vis-à-vis de différents

extraits étudiés est classée selon le diamètre d'inhibition selon les critères suivants:

 Non sensible (-) ou résistant : diamètre < 8 mm.

 Sensible (+) : diamètre compris entre 9 à 14 mm.

 Très sensible (++) : diamètre compris entre 15 à 19mm.

 Extrêmement sensible (+++) diamètre > 20 mm (Anonyme).

Tableau 11 : les valeurs limitent des diamètres zones d’inhibition de Gentamicine

pour les souches testées (Standardisation de l’antibiogramme en médecine humaines à

l’échelle nationale,  2005).

Antibiotique Charge

du disque

Pseudomonas

aeruginosa

Staphylocoque

aureus 25

Escherichia-

coli 25922

Gentamicine 10 µl 16-21 19-27 19-26
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Partie ІV : Discussion

Les phyto-hémagglutinines ou agglutinines végétales sont des substances extraites des

plantes qui ont la propriété d’agglutiner les globules rouges humains ou animaux. La plupart

des phyto-agglutinines connues se trouvent dans les graines d’où on peut les obtenir par

extraction aqueuses, mais quelques-unes existent aussi dans les feuilles, les tiges, les racines

ou les tubercules. En générales, il s’agit de légumineuses, mais il en existe aussi dans les

plantes d’autres familles végétales (Saint-Paul, 1961).

Les lectines sont depuis quelques années largement étudiées et leur utilisation s’est

développée dans différentes applications en microbiologie (Sumner, 1919), ainsi que utilisées

comme outils dans la recherche, dans le secteur biomédical et dans le domaine agronomique

(Boyd et Sharpleigh, 1954).

Notre travail concerne la recherche des lectines dans quelques plantes médicinales de

notre région, l’extraction des lectines et l’étude biologique de ses molécules.

Nous avons commencé le travail par le test de la présence des lectines dans les ses

plantes médicinales et pour cela nous avons utilisé les érythrocytes du lapin avec l’extrait brut

des plantes récupéré à l’aide d’une solution tampon.

Quand les lectines sont présentes dans les plantes, la chromatographie sur colonne est

établie puis des tests biologiques ont été effectués.

Nous avons observé l’activité hémagglutinante de nos extraits dont trois extraits

donnent un résultat positif (présence d’agglutination) (Juniperus phoenicea , Ruta montana,

Astragalus armatus) tandis que les deux autres extraits donnent un résultat négatif (absence

d’agglutination).

Ces résultats montrent que les extraits de Juniperus phoenicea,Ruta montana et

Astragalus armatus ont sans doute des molécules agglutinantes les hématies.

Dans le but d’éliminer les impuretés afin d’améliorer l’activité hémagglutinante des

extraits bruts de nos plantes, nous avons procédés à la chromatographie sur colonne (gel de

sephadex).

Il faut noter que les extraits issus de cette dernière ont une activité hémagglutinante

plus forte que les extraits initiaux.
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Nous avons réalisé le test de limites d’hémagglutination, dont le but est de déterminer

le pouvoir agglutinante des extraits.

L’activité hémagglutinante de l’extrait de Juniperus phoenicea (1024), cet résultat est

en accord avec celle de l’extrait de Phaselous vulgaris (1024) (Meite at al., 2008).

L’activité hémagglutinante de Ruta montana(512) et de l’Astragalus armatus (512)

sont plus faible par repport à celle de l’extrait de Juniperus phoenicea (1024) et en accord

avec les études fait sur l’extrait d’Astragalus armatus (Messai, 2014).

Puis nous avons réalisé le test d’agglutination sur les hématies humaines ABO pour

effectuer la spécificité des extraits étudiés à des hématies humaines et de trouver un extrait

spécifique à un seul groupe sanguin et l’utilisation de ce extrait comme nouveau réactif.

L’extrait de Juniperus phoenicea agglutine tous les types de groupes sanguins

humaines, donc nous pouvons classer ce extrait parmi les lectines qui agglutinent tous les

types les groupes sanguins humaines c’est-à-dire de lectines non spécifiques, Ce résultat est

en accord avec les résultats de (Kuku et Oladiron, 2004) réalisé sur les lectines de l’extrait

de Glycin max.

l’extrait de l’Astragalus armatus nous donne une spécificité pour les hématies de

groupe A ,ce résultat est en accord avec les lectines de winged bean seeds qui agglutinent

seulement les hématies de type A (Masako et Kazuo, 1985).

À partir de ce résultat nous pouvons donc utilisé l’extrait d’Astragalus armatus

comme réactif de groupage.

par contre l’extrait de Ruta montana qui agglutine les hématies de groupe B et ce résultat est

en accord avec les études de (Goker et al., 2008 ) réalisé sur les lectines de Nelumbo vucifea

donc nous pouvons l’utiliser pour le groupage.

Concernant le test d’inhibition nous avons réalisé ce test à l’aide de différents sucres

(galactose, maltose, sucrose, fructose, glucose, saccharose).

L’extrait de l’Astragalus armatus est spécifiquement inhibé par le sucrose, et l’extrait

de Ruta montana est inhibé par galactose et glucose et ce resultat est en accord avec les études

de (Masako et Kazuo, 1984) réalisés sur les lectines de Winged Bean Seeds qui sont inhibés

par le galactose ,et cette inhibition est due à l’occupation du site de reconnaissance par les

sucres.par conséquent, il est possible d’utiliser ces sucres spécifiques  comme ligand dans la

chromatographie d’affinité pour purifier la lectine correspond.



Discussion

53

Il y’a plusieurs paramètres qui influencent la forme et fonction biologique de la

protéine, y compris la température et pH. Dans notre travail nous avons étudié l’effet de pH et

de température sur les lectines.

L’effet de la température sur les lectines a  été étudié par plusieurs auteurs.

L’extrait de genévrier de Phénicie et de Ruta montana sont stable jusqu’à70ºC, ce résultat est

en accord avec les études réalisés par (Silva et al., 2001) sur la lectine de Bauhinia pentandra

qui est stable à 70°C pendant 60min.

L’extrait de l’astragalus armatus est stable jusqu’à 60ºC, le résultat est en accord avec

celle de (Oliveira et al., 2002), qui ont trouvé que la lectine de de Pterocladiella capillacea

est stable à  60°C pendant 30min.

Enfin, nous pouvons dire que les extrait de Juniperus phoenicea et de Ruta montana

sont plus résistants à des températures élevées par rapport à celle l’extrait de l’extrait

d’Astragalus armatus.

Plusieurs auteurs ont étudiés l’effet de pH sur les lectines :

(Maria et al., 2005) montrent que les lectines de Synodenium carinatin sont stables

dans la gamme 6-9.

(Chaudhary et Sood, 2008) ont montré que les lectines de Ricin communis sont

stables dans la gamme 3-7.

(Mohammed et Yasser, 2012) montrent que les lectines de Phaseolus vulgaris L sont

stables dans la gamme 4-11.

(Ihuoma et al., 2013) montrent que les lectines de l’erythrophleum suaveolens sont

stables dans la gamme 3-7.

L’extrait de Juniperus phoenicea est stable dans la gamme pH 1-8, l’extrait de Ruta

montana est stable dans la gamme de pH 7-9, l’extrait d’Astragalus armatus est stable dans la

gamme de pH 5-9, ces résultats sont en accord avec certains auteurs.

Concernant l’activité antibactérienne, l’extrait d’Astragalus armatus montre seulement

une activité sur les souches de Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis et Salmonella

typhi.
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L’hypersensibilité de la souche Pseudomonas aeruginosa et Salmonella typhi peut

s’expliquer par la probabilité de la sensibilité des bactéries Gram- aux changements

environnementaux externes.

Les souches bactériennes testées sont extrêmement sensibles à l’antibiotique par

rapport à l’extrait d’Astragalus armatus avec des diamètres d’inhibition variant de 25 à

30mm. L’extrait de l’Astragalus armatus est plus efficace sur les souches Pseudomonas

aeruginosa (19 mm) que les souches de Selmonella typhi et Porteus mirabilis où les diamètres

d’inhibition sont 11mm et 9,5mm respectivement.

La paroi des bactéries Gram+ est riche en protéines tandis que chez les souches Gram–,

elle est surtout assemblée en lipopolysaccharides (LPS), la membrane extérieure de ces

dernières constitue une barrière de perméabilité efficace. Le LPS, grâce à ses charges

négatives de surface, empêche la diffusion des molécules hydrophobes, et les protéines

excluent le passage des molécules hydrophiles de poids moléculaire élevé (Ousslah et al.,

2007), cela semble avoir une nette corrélation avec notre résultat pour des souches Gram+. Le

résultat négatif pour les autres espèces bactériennes (Staphylocoque aureus 25, Staphylocoque

aureus 43 et Escherichia coli) peut signifier la résistance de ces dernières.



Résultats

37

Partie ІІІ : Résultats

Chapitre I : L’étude phytochimique

І-1 Le test d’hémagglutination
La plupart des lectines sont capables d’interagir avec des globules rouges. Si une

solution des hématies est placée dans un puits, la sédimentation naturelle conduit à un dépôt

des hématies au fond du puits. L’ajout d’une lectine permet la formation d’un réseau entre les

hématies et les lectines, ces interactions forment une suspension gélatineuse homogène ; ceci

correspond au phénomène d’hémagglutination.

Tableau 12 : l’agglutination des hématies du lapin par les extraits des plantes

médicinales.

Plante Test d’agglutination

Juniperus phoenicea +++

Ruta montana +++

Astragalus armatus +++

Salvia officinalis -

Rosmarinus officinalis -

+++ : Très forte agglutination.

- : absence d’agglutination.

L’activité hémagglutinante de la lectine des extraits bruts de trois premiers plantes

(Juniperus phoenicea, Ruta montana, Astragalus armatus) est positive, on observe une

agglutination totale des hématies du lapin après une heure,  l’autre extraits n’a donné aucune

agglutination des hématies.

Photos : 6, 7, et 8 montrent l’observation microscopique de l’agglutination des trois extraits

qui ont test positif.
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Photo 06 : l’agglutination des hématies du lapin par l’extrait d e Juniperus phoenicea

Photo   07 : l’agglutination    des  hématies   du  lapin   par   l’extrait   de Ruta montana
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Photo 08 : l’agglutination des hématies du lapin par l’extrait d’astragalus armatus

І-2 Chromatographie sur colonne

І-2-1 Astragalus armatus

La figure 05 : représente la courbe d’absorbance de l’extrait Astragalus armatus après

leur passage à travers la colonne chromatographique.

La valeur maximale de l’absorbance à 280 nm se trouve dans les tubes nº 3, 4, 5, 6, 7.

(Figure:05)

І -2-2 Juniperus phoenicea

La figure 06 : représente la courbe d’absorbance de l’extrait de Juniperus phoenicea

après leur passage à travers la colonne chromatographique.

La valeur maximale de l’absorbance à 280 nm se trouve dans les tubes nº 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,

10, 11 (Figure : 06).

І -2-3  Ruta montana

La figure 07 : représente la courbe d’absorbance de l’extrait Ruta montana après leur

passage à travers la colonne chromatographique.

La valeur maximale d’absorbance se trouve dans les tubes nº 2, 3, 4, 5,6, 7(Figure:07).
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І -2-3  Ruta montana

La figure 07 : représente la courbe d’absorbance de l’extrait Ruta montana après leur

passage à travers la colonne chromatographique.

La valeur maximale d’absorbance se trouve dans les tubes nº 2, 3, 4, 5,6, 7(Figure:07).
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І -2-3  Ruta montana

La figure 07 : représente la courbe d’absorbance de l’extrait Ruta montana après leur

passage à travers la colonne chromatographique.

La valeur maximale d’absorbance se trouve dans les tubes nº 2, 3, 4, 5,6, 7(Figure:07).
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Figure 05: la filtration de l’extrait d’Astragalus armatus sur colonne de Sephadex G200.

Eluant était : pH 7,2

Absorbance à 280nm

La taille de la fraction était : 5ml

Figure 06: la filtration de l’extrait de Juniperus phoenicea sur colonne de Sephadex G200.

Eluant était : pH 7,2

Absorbance à 280nm

La taille de la fraction était : 5ml
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Figure 07 : la filtration de l’extrait de Ruta montana sur colonne de Sephadex G200.

Eluant était : pH 7,2

Absorbance à 280nm

La taille de la fraction était : 5ml
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Chapitre ІІ : l’étude biologique

ІІ-1 Les limites d’hémagglutination

L’activité hémagglutinante est exprimée en titre qui est la réciproque du plus grand
rapport de dilution pour lequel on observe une activité  hémagglutinante.

Tableau 13 : l’activité hémagglutinante des extraits Ruta montana, Juniperus

phoenicea et Astragalus armatus.

dilution

Extraits
1 :2 1 :4 1 :8 1 :16 1 :32 1 :64 1 :128 1 :256 1 :512 1 :1024 1 :2048

Juniperus

phoenicea
+++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ ++ + + -

Ruta

montana
+++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ + + - -

Astragalus

armatus
+++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ + + - -

+++ : Très forte agglutation.

- : absence d’agglutination.

++ : Forte agglutination.

+ : faible agglutination

L’activité hémagglutinante d’extrait d’Astragalus armatus a été 1 :9 (512).

L’activité hémagglutinante d’extrait de Ruta montana a été 1 :9 (512).

L’activité hémagglutinante d’extrait de Juniperus phoenicea a été 1 :10 (1024).
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ІІ-2 Test d’agglutination sur les hématies humaines ABO

Tableau 14 : l’agglutination des hématies humaines par les extraits bruts du Ruta

montana, Juniperus phoenicea et d’Astragalus armatus.

Les groupes sanguins

Les plantes A B O

Ruta montana - +++ -

Juniperus phoenicea +++ +++ +++

Astragalus armatus +++ - -

+++ : Très forte agglutination.

- : absence d’agglutination.

L’extrait du Ruta montana n’agglutine que le groupe B. (Photo 09)

L’extrait de Juniperus phoenicea agglutine tous les types des groupes sanguins.

L’extrait d’Astragalus armatus n’agglutine que le groupe A. (Photo 10)
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Photo 09 : agglutination des hématies de groupe B par l’extrait de Ruta montana

Photo 10 : agglutination des hématies de groupe A par l’extrait de l’astragalus armatus
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Photo 09 : agglutination des hématies de groupe B par l’extrait de Ruta montana

Photo 10 : agglutination des hématies de groupe A par l’extrait de l’astragalus armatus
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Photo 09 : agglutination des hématies de groupe B par l’extrait de Ruta montana

Photo 10 : agglutination des hématies de groupe A par l’extrait de l’astragalus armatus
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ІІ-3 Test d’inhibition d’agglutination par des sucres simples

Le test d’inhibition a été effectué avec certains sucres simples (glucose, galactose,

fructose, maltose, saccharose, sucrose) pour déterminer la spécificité des extraits en sucre.

L’agglutination ne se fait pas dans le cas où la lectine va fixer l’inhibiteur plutôt que les

Hématies, les résultats obtenus ont été décrit dans le tableau (10).

Tableau 15 : test d’inhibition des extraits d’Astragalus armatus et Ruta montana,

Juniperus phoenicea par des sucres simples.

- : Pas d’inhibition et présence d’agglutinatunation.

+++ : Inhibition et absence d’agglutinatination.

L’extrait de Juniperus phoenicea n’a pas inhibé par les sucres simples.

L’extrait de l’Astragalus armatus a été spécifiquement inhibé par le sucrose.

L’extrait de Ruta montana a été inhibé par galactose et glucose.

Sucre

Extrait Galactose maltose sucrose glucose fructose saccharose

Juniperus

phoenicea - - - - - -

Ruta

Montana +++ - - +++ - -

Astragalus

armatus - - +++ - - -
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ІІ- 4 L’effet de température sur l’hémagglutination

Les résultats obtenus après le test d’hémagglutination des extraits exposés à des

températures différentes ont été présentés dans le tableau suivant :

Tableau 16 : l’effet de la température sur l’activité hémagglutinante des extraits

Juniperus phoenicea, Ruta montana et d’Astragalus armatus.

+++ : Très forte agglutination.

++ : Forte agglutination.

+ : Faible agglutination

- : Absence d’agglutination.

L’extrait de Juniperus phoenicea est stable jusqu’à 70ºC. L’extrait de Ruta montana

est stable jusqu’à 70ºC. L’extrait d’Astragalus aramtus est stable jusqu’à 60ºC.

Température

(ºC)

Extrait
50 60 70 80 90 100

Juniperus

phoenicea +++ +++ +++ ++ ++ -

Ruta

montana +++ +++ +++ ++ + -

Astragalus

armatus +++ +++ - - - -



Résultats

47

ІІ-5 L’effet du pH sur l’hémagglutination

Tableau 17 : l’effet de pH sur l’activité hémagglutinante des extraits : Juniperus

phoenicea, Ruta montana et Astragalus armatus.

pH

Extrait

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Juniperus

phoenicea ++ +++ +++ ++ ++ ++ +++ +++ ++ + - -

Ruta

montana - - - + + + ++ +++ +++ ++ + +

Astragalus

armatus - - + ++ ++ +++ ++ ++ + - - -

+++ : Très forte agglutination.

++ : Forte agglutination.

+ : Faible agglutination

- : Absence d’agglutination

L’extrait de Juniperus phoenicea est stable dans la gamme 2-9.

L’extrait de Ruta montana est stable dans la gamme 7-10.

L‘extrait d’Astragalus armatus est stable dans la gamme 3-8.
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ІІ-6 L’effet de l’Astragalus armatus sur l’activité antibactérienne

Nous rapportant sur le tableau 18 les diamètres des zones d’inhibition des différentes

souches bactériennes.

Tableau 18 : diamètres des zones d’inhibition en mm obtenus par l’effet de l’extrait

de l’Astragalus armatus sur différentes souches bactériennes.

La souche Diamètre de la

zone (mm)

Diamètres

De la zone de

l’antibiotique

Staphylocoque aureus 25923 - 25

Escherichia coli - 26

Pseudomonas aeruginosa 9.5 23

Staphylocoque aureus 43300 - 25

Proteus mirabilis 13 25

Selmonella thyphi 11 23

L’évaluation de l’activité antibactérienne de l’extrait des racines de l’Astragalus

armatus a été effectuée par la méthode de diffusion, la sensibilité des souches bactériennes

testées à l’extrait est déterminée en mesurant autour du disque le diamètre de la zone

d’inhibition.

La mesure des zones d’inhibition de l’extrait montrent une activité antibactérienne

variable l’extrait entre vis-à-vis les différentes souches l’extrait

À  partir deces résultats nous pouvons dire que l’extrait d’Astragalus armatus est

efficace sur Pseudomonas aeruginosa, mais inefficace sur Selmonella typhiet manque.

Et concernant les souches Escherichia coli, Staphylocoque aureus et Staphylocoque

aureus, on observe aucune zone d’inhibition autour du disque, c’est-à-dire que l’extrait n’a

aucun effet sur les souches bactériennes.

Selon le diamètre de la zone d’inhibition :
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La zone d’inhibition est claire ; c’est-à-dire que les souches bactériennes sont

sensibles et leur développement est inhibé par l’extrait.

La zone d’inhibition avec colonies ; c’est-à-dire que certaines des souches

bactériennes sont sensibles et d’autres sont résistantes à l’extrait.

Absence des inhibitions ; c’est-à-dire que l’extrait n’a aucun effet sur le

développement des souches bactériennes.

La souche Pseudomonas aeruginosa est très sensible à l’extrait de l’Astragalus

armatus dont  le diamètre moyen de zone d’inhibition est 19 mm, et les deux autres souches

sont sensibles dont les diamètres des zones d’inhibition sont 11mm et 9.5mm sur Selmonella

typhi et Proteus mirabilis respectivement.

Les souches bactériennes sont extrêmement sensibles à l’antibiotique dont les

diamètres variantes : 23-26.
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Photo 11 : montre l’effet Antibactérien de l’astragalus armatus sur Pseudomonas aeruginosa

Photo 12 : montre l’effet antibactérien de l’Astragalus armatus sur Selmonella typhi

Photo 13 : montre l’effet antibactérien de l’astragalus armatus sur proteus mirabilis
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Conclusion

Nous avons au cours de notre travail extrait des substances appelées : les lectines, qui

ont un effet sur l’agglutination des hématies.

Parmi les cinq plantes médicinales étudiées, seul trois ont donné une activité

hémagglutinante il s’agit de Juniperus phoenicea, Ruta montana et l’Astragalus armatus.

L’extrait de Juniperus phoenicea a montré leur pouvoir à agglutiner les hématies sans

spécificité de groupe sanguins dans le système ABO, l’extrait de Ruta montana a montré une

spécificité de groupe B et l’extrait d’Astragalus armatus a montré une spécificité de groupe

A.

L’extrait de l’Astragalus armatus est inhibé par le sucrose et l’extrait de Ruta montana

est inhibé par le glucose et galactose, cette affinité de la lectine pour ces sucres peut être

utilisée pour sa purification.

L’extrait de Juniperus phoenicea est thermorésistant et plus résistant à la température

par rapport à l’extrait de Ruta montana et l’extrait d’Astragalus armatus.

L’extrait de Juniperus phoenicea est stable dans la gamme pH acide-base, l’extrait de

Ruta montana est stable dans la gamme pH base, l’extrait de l’Astragalus armatus est stable

dans la gamme pH neutre.

L’extrait de l’Astragalus armatus a un effet sur le développement des souches

bactériennes par l’inhibition de leur croissance.

Les perspectives de ces travaux sont nombreuses. Il serait intéressant de valoriser ces

plantes médicinales par l’élaboration des produits pharmaceutique

Du fait des propriétés antibactériennes mises en évidence au cours de notre travail, il

s’avère intéressant, d’envisager l’utilisation de ces propriétés à des fins thérapeutiques.
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Annexe

Annexe 01 : Préparation de solution tampon de phosphate

Pour 5 litre l’eau distillée

2.175g Na2Hpo4

5 g NaH2po4

45g NaCL

Pour 100ml

 Na2Hpo4

5000ml 2175g
100ml X

Donc X=0.0435g

 NaH2po4

5000ml 5g
100ml X

Donc X=0.1

 NaCL
5000ml 45g
100ml X

Donc X = 0.9

Annexe 02 : Préparation de l’eau physiologie

NaCL : 0,9g

L’eau distillée : 100ml
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ملخص

.اللكتینات ھي مواد بروتینیة  مستخلصة من النباتات أو الحیوانات

ة وذلك عن طریق اختبار التراص طبینباتاتاللكتینات في مستخلص خمسة ي البحث عن وجودھدف من ھذه الدراسة ھال
.ثم دراستھا بیولوجیاواستخلاصھا 

إتمامیرھا عبر الكروماتوغرافي العمودي ثم تمروھا ونقعھا في محلول ملحي تمت عملیة الاستخلاص عن طریق طحن
.الاختبارات على المستخلصات 

أما بالنسبة لمستخلص، 1:10(1024) نتیجة نشاط التراص كانت Juniperus phoenicea بالنسبة لمستخلص

                                                                                     .1:9(512) فكانت Astragalus armatus

.B أعطت انتقائیة عالیة على الكریات الدمویة الحمراء للمجموعة Ruta montana المستخلص

.A أعطت انتقائیة عالیة على الكریات الدمویة الحمراء للمجموعة Astragalus armatus ومستخلص

.لیس لھ القدرة على التمیز بین مجموعات الكریات الدمویة الحمراء البشریة Juniperus phoenicea بینما مستخلص

لھم القدرة على تثبیط عملیة تراص اللكتین المستخلص من   فقط غلوكوز و غلاكتوزمن بین السكریات المستعملة 

اللكتین المستخلص من   ، وسكروز لھ القدرة على تثبیط عملیة تراص  Ruta montana

.Astragalus armatus

لمدة ساعة  60°C وعند درجة الحرارة  pH 3-8مستقرة في نطاق Astragalus armatus التراص لمستخلص ةعملی

70°C وعند درجة الحرارة pH 7-10استقرارھا یكون في نطاق فإن Ruta montana بینما

70°Cوعند درجة الحرارة pH 2-9فإن استقرارھا في نطاق Juniperus phoenicea ومستخلص

.ابكتیریالدضلھ تأثیر Astragalus armatus مستخلص

،استخلاص،، لكتین Juniperus phoenicea ,Ruta montana  ،Astragalus armatus الكلمات المفتاحیة :

. ابكتیریللتراص، مضاد 



Abstract

Abstract

Lectins are proteins substances extracted from plants or animals.

The main objective of this work is to look for the presence of lectins in five medicinal plants,

and their extraction and their biological study. The extraction was made by crushing and

soaking in buffer solution followed by column chromatography then bioassays was made on

our extracts.

The hemagglutinating activity of extracts Juniperus phoenicea was 1:10 (1024).And

that of Astragalus armatus and Ruta montana was 1: 9 (512).

Ruta montana extract gave high selectivity on the red cells of Group B, the extract of

Astragalus armatus gave a highly selective group of erythrocytes A. And that of Juniperus

phoenicea showed no ability to distinguish human blood groups.

For some number of single sugar glucose and galactose inhibit hemagglutinating

activity of Ruta montana lectins. And sucrose inhibits the hemagglutinating activity of lectins

Astragalus armatus.

The hemagglutinating activity of Astragalus armatus extract was stable in the pH

range 3-8 and up to 60 ° C for one hour. While of Ruta montana was stable in the pH range 7-

10 and up to 70 ° C for the heure.et exteait Juniperus phoenicea was stable in the pH range 2-

9 and up to 70 ° C for an hour.

The Astragalus armatus extract have an antibacterial effect.

Key words: Astragalus armatus L, L Ruta montana, Juniperus phoenicea L, lectin, Extraction,

Hémmagglutination, Antibacterial activity.



Résumé

Résumé

Les lectines sont des substances protéiques extraits des plantes ou d’animaux.

L’objectif principal de ce travail est de chercher la présence de lectines dans cinq

plantes médicinales, et leur extraction, puis leur étude biologique. L’extraction à été faite par

broyage et macération dans solution tampon suivi par la chromatographie sur colonne puis des

tests biologiques a été fait sur nos extraits.

L’activité hémagglutinante d’extraits Juniperus phoenicea a été 1:10(1024).Et celle

d’Astragalus armatus et Ruta montana a été 1:9(512).

L’extrait de Ruta montana a donné une forte sélectivité sur les hématies du groupe B,

l’extrait d’Astragalus armatus a donné une forte sélectivité sur les hématies du groupe A. Et

celle d’ Juniperus phoenicea n’a montré aucune capacité à distinguer les groupes sanguins

humains.

Pour certains nombre des sucres, seul le glucose et galactose inhibent l’activité

hémagglutinante des lectines de Ruta montana. Et le sucrose inhibe l’activité

hémagglutinante des lectines d’Astragalus armatus.

L’activité hémagglutinante d’extrait d’Astragalus armatus a été stable dans la gamme

pH 3-8 et jusqu’à 60°C pendant une heure. Tandis que de Ruta montana a été stable dans la

gamme pH 7-10 et jusqu’à 70°C pendant une heure, et l’exteait Juniperus phoenicea a été

stable dans la gamme pH 2-9 et jusqu’à 70°C pendant une heure.

L’extrait d’Astragalus armatus a un effet antibacterienne.

Mots clés : Astragalus armatus , Ruta montana , Juniperus phoenicea , Lectine, Extraction,

Hémmagglutination, Activité antibactérienne.
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