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Introduction

Introduction

Les lectines sont des protéines ou des glycoprotéines, dépourvues d'activité
enzymatique et non synthétisées par un systeme immunitaire, Elles sont présentes dans
toutes les branches du régne vivant (Goldstein ez al., 1980). 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 Lis, 2003).

De part leur capacité de lier les glucides spécifiques, les lectines se sont révélées
étre, des outils tres utilisés au laboratoire dans les techniques préparatives ou analytiques.
L’intérét était, motivé surtout par leur utilisation dans la détéction, I’isolation et la
caractérisation d’oligosaccharides, tels que les déterminants de groupes sanguins et de

glycoconjugués surtout des glycoprotéines

L’intérét majeur qui pousse aujourd’hui la recherche sur les lectines est aussi lié
sans doute a leur capacité unique de lire I’information biologique qui est codifiée dans la
structure tridimensionnelle des sucres. Les lectines sont des récepteurs spécifiques pour les
interactions protéine-sucre qui jouent des rdles clé dans une multitude de processus de
reconnaissance moléculaire et de signalisation cellulaire.

Par exemple, I’hémagglutinine du virus de la grippe reconnait et se lit spécifiquement aux
oligosaccharides terminés par un acide sialique qui sont situés sur la surface des cellules
¢épithéliales des voies aériennes supérieures (Wiley et Skehel, 1987).

De la méme facon, les lectines situées sur la surface des bactéries, des virus ou des
parasites intestinaux, reconnaissent les glycoconjugués présents sur la surface des cellules

¢épithéliales, et donc facilitent les processus de colonisation et d’infection.

Elles possedent plusieurs propriétés biologiques notamment: I’agglutination des
cellules, I’activité mitogene, I’inhibition de la croissance des cellules cancéreuses,
Aujourd’hui elles sont largement utilisées comme outils dans la recherche et dans le
secteur biomédical :

-De part leur spécificité, les lectines immobilisées sur colonne peuvent étre utilisées pour

I’identification, la purification de glycoconjugués (Hirabayashi, 2004).
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-Certaines lectines reconnaissent spécifiquement les antigénes des groupes sanguins
humains (Boyd et Shapleigh, 1954) et sont utilisées pour leur identification dans des

banques de sang.

L’objectif principal de ce travail est de chercher la présence de lectine dans les
racines de deux plantes Astragalus Armatus et Ruta Montana, 1’extraction des lectines a
partir des plantes médicinales et leur étude biologique.

Notre travail sera répartit en deux parties:
» La premiére partie est une étude bibliographique.

Le premier chapitre est consacré a une revue non exhaustive de la lectine, en

particulier une généralité, historique, spécificité, distribution et leur réle dans I’immunité.

Nous avons ensuite abordé au deuxiéme chapitre les plantes, on donnant des,
généralité, descriptions botanique, systématique et quelque vertu thérapeutique des
différentes plantes.

» La seconde partie décrit :

Dans le troisieme chapitre matériel et les méthodes utilisés lors du travail
expérimental.

Le quatriéme et cinquieme chapitre regroupe les principaux résultats obtenus et leur
discussion.

Et enfin une conclusion permet de faire une synthése des résultats obtenus.










Chapitre I Généralité sue les lectines

I. Généralité sur les lectines

I.1. Définition des lectines

Les lectines sont dénommeées par Boyd en 1954, sous le nom «lectines» dérivée du
mot latin «lectus» qui est le participe pass¢€ du verbe «légerey, qui veut dire «sélectionner

ou «choisir» (Liener et al., 1986) .

Les lectines sont des protéines ou des glycoprotéines d’origine bactérienne, virale,
végétale ou animale, dépourvues d'activité enzymatique et non synthétisées par un
systtme immunitaire. Elles sont capables de reconnaitre spécifiquement les glucides

simples ou des oligosaccharides plus complexes sans les modifier (Goldstein et al., 1980).

Elles sont aussi appelées agglutinines car elles sont capables d’agglutiner les
glycoconjugués et les cellules comme les érythrocytes. Cette caractéristique est tres
importante des lectines est due au fait que ces protéines sont généralement multivalents,
car elles posseédent au moins deux sites de reconnaissance par molécule ce qui explique
leur pouvoir de précipiter des polysaccharides, des glycoprotéines ou des glycolipides et

entrainer 1’agglutination des cellules diverses (Liener et al., 1986).

Lorsque certains glucides sont ajoutés a ces protéines lors de ’interaction, leur activité
hémagglutinante est inhibée ce qui permet de déterminer leur spécificité (Van Damme et

al., 1998).

Les lectines sont relativement petites, leurs masses moléculaires étant comprises entre
50 et 120 KD. Elles sont habituellement formées de deux (dimeres) ou quatre (tétraméres)
sous-unités identiques (Ghopkins et Evrard, 2003).

Les lectines provoquent I’hypertrophie de I’intestin gréle et du pancréas et I’atrophie
de la rate et de thymus. Ces effets néfastes des lectines sont inactivés (principalement) par
leur traitement thermique dont I’efficacité est fonction de la température et de la durée de
traitement (Meite et al., 2006). Bien qu’il existe des lectines thermorésistants (Guillaume,
1993).

Dans les dernier temps, on a aussi commencé a considérer les lectines comme des
molécules bioactives et on s’est de plus en plus intéressé aux rdles biologiques de ces
molécules (Gianluca, 2006).

Chez les plantes on peut les extraire de différentes parties, surtout les graines et les

racines ou elles sont trés répandues.

)
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I.2. Historique

La premiere découverte de ces molécules était par Peter Hermann Stillmark en
1888 dans sa thése de doctorat présentée a 1'Université de Dorpat & partir de 1’extrait de

graines de ricin (Ricinus communis) agglutinaient des érythrocytes (Sharon et lis, 2004).

Ensuit P. Ethrliche a découvert la méme activité dans I’extrais d’Abrus precatorius
(poids rouge). A partir de ce moment, d’autres substances d'origine végétale possédant une

activité hémagglutinante ont été découvertes (Poiroux, 2011).

En 1919 James B. Sumner isolé a partir de haricot (Canavalia ensiformis) une
protéine cristalline qu'il a appelé la concanavaline A, en obtenant sans le savoir une

hémagglutinine pure pour la premiére fois (Sumner et Howell, 1936).

Prés de deux décennies se sont €coulées avant que Sumner et Howell (1936)
signalent que la concanavaline A agglutine les cellules telles que les érythrocytes et les
levures et précipite ¢également le glycogéne de la solution. Ils montré que
I'hémagglutination par la concanavaline A était inhibée par le saccharose, ce qui la

premicere fois la spécificité de sucre des lectines (Sumner et Howell, 1936).

En 1954, Boyd et Sharpleigh ont démontré la propriété de ces protéines
d’agglutiner sélectivement des érythrocytaires humains d’un groupe sanguin donne (Boyd
et Shapleigh, 1954). L’étape importante dans I’histoire des hémagglutinines est la
découverte que certaines d’entre elles agglutinent les globules rouges appartenant
uniquement a un groupe sanguin donnée (systtme ABO) sans affecter les cellules
sanguines des autres groupes. Le (tableau 01) montre 1’historique et les propriétés des

lectines les plus connues (Renato et al., 1991).

)
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Généralité sue les lectines

Tableau 01 : Historique et propriétés des lectines les plus connues (Renato et al., 1991).

Année Auteur Découvertes ‘

1888 Stillmark Activité¢ hémagglutinante de la graine de
Ricinus communis toxicité de la graine de
Croton triglium

1891 Hellin Activit¢ hémagglutinante de la graine
d’Abrus precatorius

1897 Elfstrand Introduction du terme d’'hémagglutinine

1919 Sumner Isolement et cristallisation de la
Concanavaline A

1926-1927 Marcusson-Begun/Siever Application des lectines sur les groupes
sanguins

1947-1949 Boyd &Reguera /Renkonen Spécificité groupe de sang des plantes a
Hémagglutinines

1949 Liener and Jaffe Inactivation Thermique des hémagglutinines
de Phaseolus vulgaris

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

1954 Boyd &Sharpleigh Introduction du terme de lectines

1960 Nowell La stimulation mitogénique des lymphocytes
par la lectine de Phaseolus vulgaris

1965 Agrawal &Golstein Chromatographie  d'affinit¢  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
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I.3. Les sites de liaisons des lectines

Le site de liaison d’une lectines est généralement constitue par un creux sur la
surface de la protéine, dont la forme ne varie pas beaucoup aprés la liaison du ligand
(Figure 01). La lectines interagit avec le ligand par un réseau de liaisons hydrogéne et
d’interactions hydrophobes (Goldstein et Poretz, 1986).

Les interactions de type salin ne sont généralement pas impliquées dans les
interactions lectines-sucre sauf pour des glucides chargés comme I’acide sialique (Pontet,
1996) Les lectines ne modifient pas biochimiquement les hydrates de carbone aux quels se

lient (Gabius, 1985).

Bacterium

Figure 01 : Représentation schématique d’exemples d’interaction lectines-glucides
(Sharon et Lis, 1993)
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1.4. La Structure des lectines

Selon leur topologie, les lectines sont classées en trois grandes classes :
1.4.1. Les lectines simple

Ces lectines sont formées de plusieurs monomeres (pas forcement identiques), dont
la masse moléculaire généralement ne dépasse pas 40KD. Cette classe comprend
pratiquement toutes les lectines végétales (Figure 02), les lectines bactériennes solubles et

les galectines (une famille de lectines animales spécifique pour le galactose) (Lenka ef al.,
2006).

Figure 02 : Représentation graphique d’un monomere de concanavaline A de canavalia
ensiformis en complexe avec le trimannosoide (Lenka et al., 2006)

La protéine est représenté par un ruban rouge pour les hélices o, un ruban jaune
pour les brins B et un fil pour les autres zones. Le sucre est représenté sous forme de baton

et les cations en boule (Lenka et al., 2006).
I. 4.2. Les lectines en mosaique

Ce groupe comporte diverses protéines de différentes sources : virus (Figure 03),
animaux. Il s’agit de molécules complexes qui sont composées de plusieurs types de

modules ou domaines, dont un seul possede le site de liaison (Lenka et al., 2006).
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Figure 03 : Représentation graphique d’un trimére d’hémagglutinine de virus influenza en
complexe avec de I’acide sialique (Lenka et al., 2006)

1.4. 3. Les assemblages macromoléculaires

Les lectines de ce type sont fréquemment trouvées chez les bactéries (Figure 04)
ou elles forment des structures filamenteuses de 3 a 7 nm de diametres et de 100 nm de
langueur, appelés fimbriae ou pili. La plus grande partie d’un filament fimbrial est formée
par polymérisation d’une unité prédominante, qui ne joue qu’un role structurale. Seul un
type des unités généralement une composante minoritaire possede le site de liaison pour les

glucides, donc il est responsable a I’adhésion fimbrial (Lenka ef al., 2006).

Figure 04. Représentation schématique de différents fimbriae de la bactérie
Escherichia coli (Lis et Sharon, 1998)
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L.5. Classification des lectines
Les lectines sont des protéines ubiquitaires, présentes dans tous les organismes
vivants. Il existe une grande variété de lectines qui présentent une trés grande diversité
structurale. Le nombre de structures cristallographiques de lectines est toujours en
croissance, et on connait aujourd’hui la structure tridimensionnelle d’environ 770 lectines.
La banque de lectines comprend ainsi 48 familles structurales différentes dont 6
d’origine végétale, 10 d’origine bactérienne, 18 d’origine animale, 5 familles d’origine

virale, 8 d’origine fongique et 1 famille d’algues sont illustrées dans le (Tableau 02).

Tableau 2 : Récapitulatif des structures tridimensionnelles de lectines (Karoline, 2008).

Plantes ConA 106 201 307
Ricine
Bactéries PA-IL de Pseudomonas 37 79 116

Toxine de cholera

Animaux E-selectin 80 152 232
Helix pomatia agglutinin

Virus Hemagglutinin de virus 43 25 68
Capside de rotavirus

Champignons lectine de mousseron 17 23 40

Algues Griffithsin 2 7 9

Total 285 487 772

L.5.1. Les lectines présentes chez les plantes
Selon la classification de Peumans et Van Damme (1995), quatre types majeurs de

lectines sont présentés chez les plantes (Figure 05).

v Les mérolectines
Les mérolectines sont de petits peptides, formées d’une seule chaine polypeptidique
et ne possédant qu’un seul domaine de liaison aux glucides, dit monovalentes exemple :
(héveine, protéines d’Orchidées).Les mérolectines sont incapables de précipiter les
glycoconjugués ou d’agglutiner les cellules, donc non agglutinantes (Peumans et Van

Damme, 1995).
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v Les hololectines
Les hololectines sont des lectines di ou multivalentes c’est a dire qu’ils contiennent
deux domaines (ou plus) de liaison aux glucides quasi-identiques ou du moins tres
homologues. Les hololectines peuvent précipiter les glycoconjugués ou agglutiner les
cellules. La majorité des lectines de plantes connues sont des hololectines(Peumans et
Van Damme, 1995).
v Les chimérolectines
Les chimérolectines posseédent un ou plusieurs domaines de liaison aux glucides
ainsi qu’un domaine ayant une activité catalytique bien définie et agissant
indépendamment du site de liaison(Van Damme ez al., 1998) Selon le nombre de liaison
aux glucides, les chimérolectines se conduisent comme des mérolectines (exemple :
chitinase classe I) ou comme des hololectines (exemple : type 2-Rip Ribosom Inactivating
Proteine : Protéine Inactivant les Ribosomes comme la ricine) (Peumans e Van Damme,
1995).
v Les superlectines
Les superlectines sont des oligomeres poly-spécifiques constitués de plus de quatre
monomeéres, elles sont considérées comme un groupe spécial de chimérolectines composé de

deux domaines différents structuralement et fonctionnellement (Van Damme et al., 1998).

Banana lectin
Heveina (IHEV) ConBr (3JU9) PPL2 (2GSJ) (2BMY)

Figure 05 : La classification structurale des lectines des plants (Van Damme et al., 1998)
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L.5.2 Lectines animales

Les lectines animales sont des protéines qui se lient aux glucides exprimées dans une
variété de tissus. Ils sont excrétés sous forme de protéines membranaires (Bianchet ef al.,
2009).
Les lectines animales sont réparties dans des familles trés différentes. Les trois familles les
plus étudiées sont les galectines, les lectines de type C et les siglecs. On peut les regrouper
dans deux principaux groupes :

e Les lectines intracellulaires

Les lectines intracellulaires sont composées de quatre groupes ; les calnexines, les lectines de
type M, P et L. ces lectines jouent des roles essentiels dans le trafic intracellulaire, I’adressage

des glycoprotéines ou encore dans leur dégradation (Chabrol et al., 2012).
e Les lectines extracellulaires

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

pathologies (Chabrol et al., 2012).

Un exemple de la structure tridimensionnelle (3-D) d’une lectine du type C est la
E-selectine en complexe avec le Sialyl Lewisx (PDB 1GIT) (Somers, et al, 2000),
(Figure 06).

Figure 06 : Représentation graphique de la structure de la E-selectine humaine en
complexe avec le Sialyl LewisX (PDB 1GI1T) (Somers, et al., 2000)

Le calcium est représenté par une sphere bleue et le ligand par des batonnets.

.
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I.5.3. Lectines des micro-organismes
Les microorganismes pathogeénes, virus, bactéries, champignons ou parasites

eucaryotes, utilisent fréquemment des lectines pour reconnaitre les sucres présents sur la
surface des cellules hdte. Ces interactions lectines-sucres jouent également un role dans
I’adhésion sur les tissus richement glycosylés présents dans les voies respiratoires, digestives
ou dans I’appareil urogénital (Imberty et Varrot 2008; Sharon ,1996).

Les lectines bactériennes connues peuvent étre classées en trois familles principales :
les lectines fimbriaes (pili et flagelles), les toxines et les lectines solubles (Imberty et al.,

2005).

I.6. Spécificité 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(Tableau 03). On peut identifier deux classes de lectines par
rapport a leur specificite : celles qui reconnaissent un monosaccharide specifique et celles
qui reconnaissent exclusivement des oligosaccharides (Sharon, 2003).

Tableau 03 : La Spécificité osidique de certaines plantes a lectines (Renato et al., 1991).

ESPECES SPECIFICITE ‘
Abrus precatorius Gal Gal

Adenia digitata Gal

Aleuria aurantiaca L-Fuc

Canavalia brasilensis Man > Gle
Canavalia ensiformis Man > Gle
Dolichos biflorus GalNAc
Phaseolus vulgaris GalNAc

Vicia sativa Man

Ulex europaeus 1 L Fuc
Momordica charantia GalNAc

Cytissus sessilifolia GlcNac >Fuc >Gal
Datura stramonium GlcNAc

Ces monosaccharides et leurs dérives sont ceux qui sont le plus souvent présents sur les

epitopes glycaniques des surfaces cellulaires.
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La plupart des lectines peuvent se lier a des monosaccharides, mais leur affinité sera en
général plus forte pour certains oligosaccharides. (Dam et Brewer, 2002).

La plupart des lectines peuvent se lier a des monosaccharides, mais leur affinité sera en
général plus forte pour certains oligosaccharides, leur constante de dissociation pour les
monosaccharides est de 1’ordre du millimolaire (mM), Par contre pour les oligosaccharides
elle est de I’ordre de la micromolaire (uUM) (Dam et Brewer, 2002).

I.7. Réles des lectines

L’intérét majeur qui pousse aujourd’hui la recherche sur les lectines est li¢ sans doute a
leur capacité unique de « lire » I’information biologique qui est codifiée dans la structure

tridimensionnelle des sucres (Wiley et Skehel, 1987).

Les lectines peuvent interagir avec des systeémes biologiques et développer une diversité
d’événements et des fonctions dans ces organismes vivants (Tableau 4) .Ces interactions
ont une grande importance car elles se retrouvent impliquées dans les processus

biologiques ainsi que dans les processus pathologiques (Lis ez Sharon, 1998).

+ Les lectines situées a la surface des bactéries, des virus ou des parasites intestinaux
reconnaissent les glycoconjugués présents sur la surface des cellules épithéliales et
donc facilitent les processus de colonisation et d’infection (Rudiger ez Gabius,
2001).

+ Les roles joués par les lectines des plantes restent toujours un mysteére. Une
hypothése trés probable est le role de défense du végétal contre les
phytopathogeénes ou contre les animaux qui peuvent se nourrir de la plante

(Rudiger et Gabius, 2001).

[

Les lectines jouent un role trés important dans le systéme immunitaire, dont elles
reconnaissent les carbohydrates qui se fixent exclusivement sur les agents
pathogénes ou celle qui sont inaccessible dans les cellules hotes (Renata et al.,
2015).

+ Elles controlent les niveaux des protéines dans le sang (Rydz et al., 2013) car elles
sont responsables au transport des protéines, peptides et les médicaments natifs
(Sutapa ef Gopa, 2013).

+ Pendant les processus de fertilisation, la reconnaissance s’effectue par I’interaction

entre une lectine du spermatozoide (spermadhesine) et un glycoconjugué présent

sur la surface des ovocytes (Topfer-Petersen et al., 1998).

&
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Tableau 4 : Roles physiologiques de quelques lectines dans le monde vivant (Gianluca,

2006).

Bactéries
Lectines fimbriales Adhésion, infection
Lectines solubles Adhésion, infection, formation de biofilm
Toxines Adhésion, infection
Virus
Influenza haemagglutinine Adhésion, infection
Plantes
Légumineuses Défense, symbiose avec les bactéries fixant I’azote
Animaux
Calnexine Controéle de la biosynthese des glycoprotéines
M-type Dégradation des protéines dans le RE

I.8. Propriétés Biologiques des lectines
Les propriétés biologiques des lectines sont multiples et variées.
I.8.1. Liaison avec les sucres

Les lectines sont toutes constituées d’au moins une cavité de reconnaissance
glycanique qui posseéde une plasticité et leur permet d’interagir plus spécifiquement avec
certains glycoconjugués que d’autres (Jain et al., 2001), ces glycannes interagissent par
des liaisons non-covalentes avec les acides aminés formant la cavité de reconnaissance
saccharidique de la lectine (Jeyaprakash et al., 2003). La partie non glycanique des
glycoconjugués peut également interagir avec les acides aminés avoisinant la cavité de
reconnaissance (Jeyaprakash et al., 2003).
1.8.2 L’agglutination des cellules
C’est la manifestation la plus visible de I’interaction des lectines avec les cellules. Pour
qu’elle se produise, les lectines doivent posséder au moins deux sites de reconnaissance et
de liaison avec des saccharides de surface des cellules animales ou autres (bactéries, virus,
mycoplasme, champignon). Les lectines monovalentes a un seul site de reconnaissance ne

provoquent pas d’agglutination (Peumans ez al., 1995 ; Wang et al., 1998).
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1.8.3 L’activités mitogéne

Une des propriétés les plus étonnantes des lectines réside dans leur pouvoir de
transformer les petits lymphocytes du sang en cellules blastiques. Cette transformation
lymphoblastiques résulte du pouvoir mitogene des lectines mais en général elle ne s’exerce

que sur les lymphocytes (Nachbar ef Oppenheim, 1980 ; Falasca, 1989 ; Babosa, 2001).
1.8.4 Effets mimétiques des hormones

Les lectines des graines d’haricot rouge (Phaseolus vulgaris), qui ont une haute
réactivité avec les membranes cellulaires et leurs récepteurs peuvent mimer les effets des
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).

1.8.5 Inhibition de la croissance des cellules cancéreuses

Les travaux de Valentier et coll. (2003) suggerent que les lectines pourraient
inhiber la croissance cellulaire des cellules du cancer du sein de I’homme in vitro. Quant a
Banwell et coll. (1983), ils montrent que les lectines des graines de haricot rouge
provoquent I’inhibition de la migration des cellules cancéreuses (Ramata, 2010)
1.8.6 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 especes sauvages du genre Narcissus cultivées en
Espagne ont une activité inhibitrice anti-VIH1. L’activite anti-VIH-1 la plus efficace est

obtenue avec les extraits de I’espece Narcissus tortifolious (Lopez, 2003).

1.8.7. La propriété antibactérienne
Les lectines sont des outils de régulation de la migration et I’adhésion des cellules
bactériennes (Tanne et Neyrolles, 2010). Les lectines de type C résistent contre la bactérie

Listeria monocytogenes (Mukherjee et al., 2014).

Concernent les lectines humain de type L (LTLs), elles ont la capacité
d’agglutinées les bactéries par une manier calcium dépendent ou par leurs opsonisation en
fixent sur les glycoconjugués de ces micro-organismes (Zhang et al., 2012 ; Huang et al.,

2014 ; Xu et al., 2014)

&
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1.8.8 Autres propriétés

Les lectines expriment diverses autres activités biologiques telles que Ila
précipitation des glycoprotéines, 1’activation de la voie alterne du complément et
I’agrégation des immunoglobulines (Nachbar et al., 1980), I’induction de la libération de
I’histamine a partir des cellules basophiles et des mastocytes (Gomes, 1994), les effets pro
et anti inflammatoires (Assreuy, 1997), I’induction de 1’apoptose (Kulkarni, 1998).

I.9. Fonctions de lectines

-

+ Les fonctions des lectines dans la plante
Depuis de nombreuses années, des études sont consacrées a la mise en évidence des
fonctions physiologiques des lectines végétales :

Les premiers travaux sur les lectines sont principalement dirigés vers les protéines
des graines, mais leur distribution ne se limite pas seulement a cet organe de réserve. Des
lectines sont détectées aussi bien dans les feuilles, que dans les tiges ou les racines.
(Sauvion, 1995).

Des nombreuses fonctions ont ét€ proposées pour les lectines végétales tel que la
protection contre les pathogenes et les insectes, le transport et le stockage des glucides et la
reconnaissance cellulaire (dans la cellule, entre les cellules ou entre organismes). (Pustzai,
1991).

+ Fonctions de lectines chez ’homme

Les lectines sont largement utilisées comme outils dans la recherche et dans le secteur
biomédical. Elles sont utilisées lors du test d’hémagglutination en pratique clinique pour
distinguer les types du sang (A, B et O), exemple : la lectines de haricot de lima
(Phaseolus lunatus) se lie a N-acétyl-D galactosamine et agglutine seulement des globules

rouges de type A (Goker et al., 2008).

Certaines lectines purifiées a partir des graines de légumineuses présentent des
propriétés anti-inflammatoires (Alencar et al., 2005 ; Gomes et al., 2012). Elles controlent
les niveaux des protéines dans le sang (Rydz et al., 2013) car elles sont responsables au

transport des protéines, peptides et les médicaments natifs (Sutapa et Gopa, 2013).

Les lectines ont la capacité d’inhiber la croissance des cellules cancéreuses, La récente
découverte suggere que les cellules malignes sont plus facilement agglutinées par des
lectines que les cellules normales. Ces agglutinations sélectives pourraient étre utilisées

dans le traitement du cancer (Voet et Voet, 2005).

&
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I.10. Utilisation des lectines

Les lectines peuvent interagir avec des systémes biologiques et développer une
diversité d’évenements 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). Aujourd’hui les lectines sont
largement utilisées comme outils dans la recherche, dans le secteur biomédical

(Tableau05) et dans le domaine agronomique.

1.10.1 Dans le domaine biomédical

4 Hématologie

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

banques de sang.

+ Immunologie

De par leur spécificité, les lectines immobilisées sur colonne peuvent et réutilisées pour
I’identification et la purification des glycoconjugues aussi bien que pour leur
caractérisation (Hirabayashi, 2004)

Les lectines mitogeénes sont employées pour déceler les allergies médicamenteuses,
pour reconnaitre les déficiences immunologiques congénitales ou acquises, pour étudier les
sensibilisations dues aux maladies infectieuses et pour juger des effets de diverses
manipulations immunosuppressives et immun thérapeutiques (Jaffe, 1980).

+ 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).

+ Cancérologie
Certaines lectines purifiées a partir d’invertébrés terrestres ou marins sont employées
comme marqueurs histochimiques puisque certaines maladies telles le cancer sont

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

|



Chapitre I

Généralité sue les lectines

Tableau 05 : Propriétés et applications des lectines dans le domaine biomédical

(Murdockl et Shade, 2002).

Propriétés Applications

Agglutination spécifique des
globules rouges selon le groupe
sanguin

-typage du sang
-identification de nouveaux  groupes
Sanguins

Induction de la mitose

- étude de la constitution chromosomique
de la cellule et détection des anomalies

Agglutination cellulaire

- recherche sur [I’architecture des
membranes externes cellulaires, leurs
changements et transformations,

- phagocytose et motilité. Diminution de la
croissance des cellules tumorales.

Précipitation des polysaccharides et
des glycoprotéines

- isolement, purification et études
structurales des glucides,

- purification des  glycoconjugués
(enzymes, hormones)

- modeles pour la réaction antigéne-
anticorps (test ELISA, etc.)

Liaison aux sucres

- études des sites de liaison spécifique des
protéines et glycoprotéines,

- structure et fonctionnement des
membranes

1.10.2 Dans le domaine agronomique

Les lectines peuvent étre utilisées dans la lutte contre les agents pathogeénes

(nuisibles) des plantes telles que les insectes, les nématodes du sol, les vers parasites qui

commettent d’importants dégats dans des cultures (Murdock et Shade, 2002).
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Généralités sur les plantes

II.1 Astragalus armatus

I1.1.1. Noms communs

+ Nom botanique: Astragalus armatus et plusieurs autres espéces du genre
botanique Astragalus (A .gyzensis, A. tenuifolius, A. membraneuses, A. lusitanicus)
+ Nom vernaculaire: est le suivant « Gdad », « El Guendoul », « Chouk edderban»

+ Nom francais : Astragale vulnérant
I1.1.2. Historique

Le mot astragale est d'origine grecque; il signifie I’un des os de l'articulation,
tibiotarsienne. Cette dénomination vient de la ressemblance du bruit des grains séchés de la

plante avec celui de 1'os, quand ils tombent sur une surface solide (James et al., 1981).

I1.1.3. Origine

Le genre constitue un groupe taxonomique tres €élevé estimé a plus de 3000 especes
(Scherson et al., 2008). Le centre d'origine le plus probable est le sous continent Hindou-
Persique (Lock et Simpson ,1991; Podlech ,1986), d’ou il s’est diversifié dans un premier
temps vers la zone circum-méditerranéenne et ensuite, vers le continent nord et sud
Américain (Wojciechowski et al., 1999).
I1.1.4. Description botanique

Astragalus armatus C’est un arbrisseau de 80cm de hauteur, a épines blanchatres,
Les pétioles sont durs et aigus (Ozenda, 2004). Les feuilles forment d'abord un bouquet
serré puis elles s'¢loignent 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, a parois parcheminées, glabres réticulées (Quezel et

Santa, 1962) (Figure 07).

|
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Figure 07 : la plante d'Astragalus armatus (Saoudi, 2008)

I1.1.5. Classification d’Astragalus armatus

La classification systématique d’Astragalus armatus est représentée dans le
(Tableau 06) (Ozenda, 2004).

Tableau 06 : Classification systématique d’Astragalus armatus.

Embranchement Spermaphyte

Sous embranchement Angiosperme
Classe Dicotylédones
Ordre Fabale

Famille Fabaceae

Genre Astragalus

espece Astragalus armatus

I1.1.6 Répartition géographique

Astragalus armatus se présente en colonies dans la zone prédésertique du Sahara
septentrional (Quezel et Santa, 1962). Dans les pays du bassin méditerranéen cing cents
especes, ont été décrites dont une cinquantaine en Afrique du Nord (Raynaud, 1982;
Johandiez et Maire, 1932). Au Sahara algéro-marocain, une quinzaine d'espéces sont
identifiées (Ozenda, 2004) (Figure 08). La croissance des especes du genre Astragalus, se

produit de I'automne au printemps. Les feuilles demeurent vertes pendant I'hiver quand

20
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I'herbe est peu disponible. Chez certaines especes, les graines peuvent maintenir leur

vitalité pendant quarante ans (James et al., 1981; Nielson, 1978).

Figure 08 : La répartition géographique de la plante Astragalus armatus
(Greuter et al., 1989)

I1.1.7. Utilisation en médecine traditionnelle

Les espéces du genre Astragalus sont utilisées dans la médecine traditionnelle dans
le monde entier comme des herbes médicinales contre 'ulcére de I'estomac, la toux, la
bronchite chronique, 1'hypertension, les troubles gynécologiques, le diabete et les piqures
venimeuses de scorpion (Bellakhdar, 1997).

Plusieurs constituants des astragales pharmacologiquement actifs, tels que les
saponines et les polysaccharides, ont des effets hépatoprotecteurs, immunostimulants et
antiviraux (Rios et al., 1997).

A Ghardaia, I'écorce et les graines d’Astragalus armatus sont fréquemment utilisés
pour le traitement de différents types de blessures et des problémes d’estomac, la douleur,

la fievre et la constipation (Voisin, 1987).

Les parties aériennes fraiches broyées d’Astragalus armatus sont utilisées pour
traiter les morsures de serpents et de scorpions dans le sud du Maroc (EI Rhaffari et Zaid,

2002).

Dans la médecine traditionnelle turque, les extraits aqueux de quelques especes
d'dstragalus, sont employés pour traiter la leucémie aussi bien que pour la cicatrisation des

blessures (Calis et al., 2008).
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I1.2. Espéce Ruta montana

I1.2.1. Origine du nom

Le genre Ruta appartient a la famille des Rutaceae. Ce genre a été découvert par C.
Von Linné. Le Ruta est aussi connu par son nom frangais rue ou grec « Piitn » dont la
signification fait allusion a ses vertus emménagogues (Frangois et Niestlé, 2000). Les
synonymes recensés sont rue fétide, rue puante, péganion, herbe de grace ( Clevely et

Richmond, 1997) .

I1.2.2. Noms communs

+ Nom botanique: Ruta montana et plusieurs autres espéces du genre botanique. R.
montana (Clus) L, R. chalepensis L. ; R. angustifolia (pers) P. cout et R. latifolia
(Salib) lindb.

Noms vernaculaires:

Arabe «Fidjel el djebel»,

Berbére « Awermi»

= & &+

francais : Rue de montagne

I1.2.3 Description botanique

Ruta montana est une plante médicinale méditerranéenne bien connue qui pousse a
1’état spontané dans les rocailles et les paturages du Tell. C’est une espece commune dans
les zones montagneuses jusque sur I’ Atlas saharien. C’est une plante vivace, herbacée de la
famille des rutacées (Quezel et Santa, 1963). Basse, a tiges gréles, qui ne dépassent pas,
40cm. Ses feuilles, d’un vert glauque, blanchatre, sont profondément découpées en
segments linéaires, le terminal étant un peu plus large. Les fleurs, groupées en grappes
serrées, sont de petite taille et leurs pétales spatulés sont & peine dentés sur les bords. La
capsule, portée par un pédoncule court, ne dépasse pas 4 mm; elle est globuleuse et se
termine par 4 ou 5 lobes arrondis, apparents (Victoria et al., 2013). Elle a I’inconvénient

de dégager une odeur forte et trés désagréable. La plante est originaire de 1’Europe

méridionale et occidentale et de I’ Afrique du sud (Bezanger et al., 1986).
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Figure 09: Quelques photos de R. montana. (A) la plante entiere, (B) la fleure, (C) les
feuilles (Benkiki, 2006)
I1.2.4 Classification systématique
La classification systématique de R. Montana est représentée dans le (Tableau 07)
(Quezel et Santa, 1963).

Tableau 07 : Classification systématique de R. Montana

Sous régne Tracheobionta (plantes vasculaires)
Super division Spermatophyta (pantes a graines)
Division Magnoliophyta (plantes a fleurs)
Sous division Angiospermae

Classe Magnoliopsida (Dicotylédons)
Sous classe Rosidae

Super ordre Rutanae

Ordre Rutales

Sous-ordre Rutineae

Famille Rutaceae

Sous-famille Rutoidées

Genre Ruta

espece Ruta montana
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I1.2.5. Répartition géographique

R. montana pousse dans les régions tempérées et chaudes, Elle vit a 1’état spontané
dans les rochers, collines séches et elle est abondante dans les terrains calcaires dans le
bassin méditerranéen (Quezel et Santa, 1963), Sur les lieux arides de presque toute la
France, I’Europe méridionale et I’ Afrique du nord. En Algérie, elle est rencontrée dans les
zones montagneuses de 1’intérieur sur 1’Atlas Saharien et les pelouses arides (Clevely et
Richmond, 1997).
I1.2.6. Usage thérapeutique traditionnel de la plante

La rue est une plante utilisée depuis longtemps pour des usages thérapeutique et
culinaires (épice) (Benziane, 2007); dans I’antiquité en grése et en Egypte, elle est
employée pour provoquer des avortements et pour améliorer I’activité visuelle (Larousse,

1997).

Le Rue est utilisé contre les courbatures, myalgie, stérilit¢ dysménorrhée, spasme

digestif, algies articulaires, vertiges (Maiza et al., 1993).

Au Nord Sahara (Mzab et Taghit), la plante est souvent préconisée pour traiter la
stérilité¢ féminine, le traitement, dont la posologie et la durée sont trés codifiées, comprend
soit des décoctions, soit des infusions accompagnées de galettes réalisées avec la plante
pile mélangée a de la semoule, a absorber aune période trés précise du cycle (Victoria et

al., 2013).

Au Maroc, la poudre de Ruta montana, avec une poso-logie de deux cachets de
0,50 g/j, pendant trois semaines, a été utilisée, avec succes, dans une dizaine de cas de
para-lysie faciale, aprés échec des traitements conventionnels sans qu’il soit possible de

rattacher cette activité a I’un des constituants de la plante (Abrous ,1982)

Le tableau 08 récapitule les utilisations traditionnelles du Ruta montana en médecine

traditionnelles.

|
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Tableau 08 : Quelques usages traditionnels du Ruta montana (Frontquer, 1962 ; Forment et

Roques, 1941)

Espeéce Pays Partie utilisée Usages
Espagne  Plante entiere Orale Fievre
Emménagogue

abortive, Antispasmodique

R. contre les vers intestinaux

montana  Algérie Parties aériennes Emménagogue
Antispasmodique
Rubéfiant, poudre

écharrotique
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Matériel et Méthodes
II1.1. Matériel

II1.1.1. Matériel végétal

Les racines d’Astragalus armatus et Ruta montana ont été récoltées de la de la

montagne de Ain Mimoune, Khenchela au mois de mars2018.
I11.1.2. Matériel animale

Les hématies utilisées sont issues de sang du lapin pour réaliser les tests

d’hémmaglutination.

I11.2. Méthodes

I11.2.1 Extraction
II1.2.1.1 Préparation des plantes

%+ Séchage : Les racines des plantes ont été séchées a I’abri de I’humidité et de la

lumiére du soleil a température ambiante.

Figure 10: Les racines seches des deux plantes d 'Astragalus armatus(4), Ruta montana

(B).
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4+ Broyage : Les racines ont €été coupées minutieusement, puis ils sont broyées dans
un mortier-pilon jusqu’a ’obtention d’une poudre, cette derni¢re a été tamisé et

conservé dans un emballage en verre fermé.

Figure 11: poudre des deux plantes d’Astragalus armatus(A), Ruta montana (B).

II1.2.1.2 L’extraction des lectines par la solution tampon

% Principe
Cette opération réalisée afin de récupérer des substances hydrosolubles a partir d’une
poudre des racines a I’aide d’une solution tampon phosphate di-sodique (PBS) a pH=7,2.
4 Technique
30 ml du tampon PBS (0,01 M pH 7,2) (Annexe 01) a été ajouté a 6 g de poudre des
racines, I’ensemble est agité, et laissé¢ pendant 24 h a 4 °C, apres la centrifugation de cette
suspension a 9000 tour /minute pendant 40 minutes a 4 °C.
Le surnageant a été récupéré et conservé au frais. Ce surnageant formé, représente

P’extrait brut, qui est d’abord été testé sur les hématies,

E
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)

6 g poudre de racine du plante

+ 30 ml solution tampon

g

24ha4°C

Centrifugation a 9000 tr/min

pendent 40min a 4°c

T || |"ﬁ| ..;I‘i'

Culot

Le surnageant

(L’extrait brut )

Figure 12 : schéma d’extraction des lectines a partir des poudres racinaires des plantes
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I11.2.2 Test d’hémagglutination

Le teste d’hémagglutination a été effectuée pour la mise en évidence la présence
des lectines dans les extraits. Ce test est basé sur 1’observation de I’agglutination, et donc
de la précipitation des érythrocytes en présence de lectine. Il a été porté sur les hématies du
lapin. La mesure d’activité hémagglutinante est le test d’interaction le plus largement
utilisé pour la détection des lectines et leur caractérisation. Cette technique repose sur la
capacité des lectines a former un réseau avec des érythrocytes par interaction avec leurs
glycoconjugués de surface. Cette interaction se traduit par une phase gélatineuse visible a

L’ceil nue. (Zitouni, 2015).

I11.2.2.1 Préparation des hématies de lapin a 4 %

La préparation de suspension d’hématies est effectuée selon la méthode de (Meite
et al., 2008) Les hématies utilisées sont issues de sang de lapin. Le sang de lapin est
recueilli dans des tubes héparinés. Les hématies du lapin sont collectées pour la mise en
¢vidence la présence des lectines dans les extraits, Les hématies collectées ont été au
préalable soumises a un lavage, puis a une dilution.

4+ Lavage des hématies
Le tube contenant une quantité¢ de sang (1.5 ml) a été centrifugé a 4000tr /min pendant 10
min le surnageant résultant est versé et une solution de Na Cl 0.9% est ajouté au culot ;
apres avoir bien mélangé le tube est soumis a nouveau a une centrifugation .I’opération est
répété 3 fois jusque I’obtention d’un surnageant claire.

+ La dilution des hématies
Apres avoir terminé le lavage le culot contenant les globules rouges est dilué¢ par une

solution saline d’eau physiologique sachant que 1.5 ml des hématies dans 36 ml de Na Cl

0.9% afin d’obtenir des hématies a 4 %.

I11.2.2.2 La technique d’hémagglutination
Dans chaque puits d’une microplaque 50 ul des hématies 4 % du lapin ont été
ajouté a 50ul d’extrait brut de chaque plante. Apres 1 heure 1’agglutination est observée par

I’ceil nu et a I’aide d’un microscope optique (Gx40).
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I11.2.3 La limite d’hémagglutination
Ce test permet de déterminer le pouvoir agglutinante et en déduire le titre en lectine.
Technique

50 pL de tampon PBS sont placés dans chaque puits de la microplaque, puis 50 puL
d’extrait brut sont ajoutés dans le premier puits, et une double dilution en série est réalisée.
Ensuite, 50 pL de la suspension d’érythrocytes a 4 % en solution saline (NaCl 150 mM)
sont ajoutés et mélangés a chaque puits.

La lecture de l'activité hémagglutinante est réalisée aprés 1 heure d’incubation a
température ambiante. En cas d’un résultat positif, les hématies forment un tapis qui
couvre le fond du puits de la plaque de microtitration. Contrairement a un résultat négatif
ou I’hemagglutination n’a pas eu lieu, on observe que tous les érythrocytes précipitent au
fond du puits, et un point rouge peut étre observé. Cependant, des précautions doivent étre
prises afin de ne pas confondre entre hémolyse et hémagglutination. La différence entre ces
deux phénomenes peut étre simplement observée, si les puits sont examinés par le coté :
Dans le cas d’une hémagglutination, le tapis d’hématies ne couvre que le fond du puits,
alors que le surnageant reste translucide. S’il y’a une hémolyse, I'ensemble du puits est

rempli avec une solution rouge.

La plus petite concentration en extrait brut pour laquelle une hémagglutination est
encore visible est appelée point d’équivalence et la concentration en extrait de ce puits

correspond a une unité¢ d’hémagglutination (UH).
I11.2.4 Effet de la température sur I’hemagglutination

Le test se fait par une incubation de I’extrait brut d’Astragalus armatus, Ruta
montana a différentes températures (40°, 50°, 60°, 70°, 80°, 90°, 95°C) dans un bain marie
pendant une heure de temps puis refroidi directement a 4°C. Le test d’hémagglutination est

ensuite réalisé sur chaque €chantillon.
II1.2.5 Test d’inhibition d’hemagglutination par des sucres simples

L’inhibition de I’hemagglutination représente une des premicres techniques
utilisées pour étudier les interactions sucre-lectine(Mastouri, 2013)
La spécificité osidique des lectines est définit en terme de concentration minimale de sucre
nécessaires pour inhiber I’agglutination ou la réaction de précipitation induite par ces

molécules (Torche, 2015).
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Les sucres utilisés sont : le Glucose ; Galactose ; Lactose ; fructose ; sucrose et xylose a
des concentrations chacun de 400 Mm de Na Cl1 0,9%)

50ul d’extrait de lectines sont déposés dans chaque puits suivis de 50ul de solution
de sucre le mélange est incubé pendant 1h a température ambiante, S50ul des hématies de
lapin a 4% ont été rajoutées, la lecture a été effectuée apres lh a température ambiante a

I’ceil nu.

I11.2.6 Précipitation différentielle au sulfate d’ammonium
Technique

Le fractionnement proteique est effectu¢ sur 10 ml d’extrait brut d’Astragalus
armatus et Ruta montana a différentes concentrations de sulfate d’ammonium
(pourcentage de saturation) :(0-25%, 25-50%, 50-75%, 75-100%) (Annexe 02);afin de
séparer les protéines en différentes fractions.

Une saturation initiale a 25% a été réalisée en ajoutant progressivement du sulfate
d’ammonium a I’extrait brut placé dans un bécher,

Le tout est soumis a une faible agitation mécanique a froid, pendant 3 a 4h, Apres un repos
d’une heure environ,

Apres centrifugation a 9000tr /min pendant 40min, le précipite est recueilli dans
2mL d’eau distillée et a servi pour la dialyse. Cette solution représente la premiére fraction
protéique F1 (0-25%).

Le surnageant obtenu est resoumis pour une autre précipitation au sulfate

d’ammonium avec une saturation de 25 a 50% en suivant la méme procédure.

L’opération se poursuit jusqu’a une saturation a 100% de 1’extrait en sulfate d’ammonium.
Les 4 fractions protéiques ainsi obtenues F1 (0-25%), F2 (25-50%), F3 (50-75%), F4 (75-

100%) sont ensuite dialysées afin d’éliminer le sulfate d’ammonium résiduel.

g
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[ L’extrait brute (surnageant) 10ml + 1.34 de sulfate d’ammonium ]

[ Agitation 3 a 4h, a4°C ]

[ Centrifugation 9000, a 4°C ]
v

A 4 A

Culot(F1) [ Surnageant+ 1.46 de sulfate d’ammonium ]

[ Agitation 3a4h, a4°C ]

A 4

[ Centrifugation 9000, a 4°C ]
v

A 4 l

Culot(F2) [ Surnageant+ 1 .59 de sulfate d’ammonium ]

[ Agitation 3a4h, a4°C ]

A
[ Centrifugation 9000, a 4°C ]
v

A 4 A

Culot(F3) [ Surnageant+ 1.74 de sulfate d’ammonium ]

[ Agitation 3a4h, a4°C }

\ 4

[ Centrifugation 9000, a4°C ]
v

A 4

v
Culot(F4) [ Surnagent }

Figure 13 : Schémas de précipitation différentielle au sulfate d’ammonium.
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I11.2.7 Dialyse des fractions renfermant nos lectines

Sachant que les protéines de 1’extrait sont de grosses molécules, une dialyse a été
effectuée afin d’éliminer le maximum de petites molécules et le sel.
+ Principe
Elle est I'oppose de 1’osmose c’est a dire les ions quittent le milieu le plus

concentre vers le milieu le moins concentre.

4+ Mode Opératoire
La dialyse est réalisée a I’intérieur de sac de dialyse contre une eau distillée, sous
une faible agitation a 4°C, pendant 3 jours en prenant soin de changer I’eau chaque jour.
Les échantillons sont ensuite stockés a 4°c.

Les fractions sont récupérées pour le test d’hemagglutination.

|
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IV. Résultats
IV.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 & un
dépot 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 homogene, ceci correspond au phénomene
d’hémagglutination.
Le tableau 09 : représente 1’agglutination des hématies du lapin avec [’extrait

d’Astragalus armatus et Ruta montana

Astragalus armatus 44+

Ruta montana +++

+ + + : trés forte agglutination

)
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Hemaglutination

Absence

d’hemagglutinatio

Figure 14: Test d’hémagglutination des hématies du lapin par I’extrait d’Astragalus
armatus et Ruta montana (observation a I’ceil nu).

A : Astragalus armatus
R :Ruta montana

T : Témoin

L’extrait d’Astragalus armatus ; Ruta montana (racine) montre une tres forte
agglutination vis-a-vis les hématies du lapin. Cette agglutination a été observée a I’ceil nu
et au microscopece qui prouve que notre plantes contient des lectines,

En absence de lectines, les cellules se précipitent au fond des puits ou elles
s’accumulent en un bouton rouge dense: I'hémagglutination est dite négative.

Figure 15 et 16 montrent 1’observation microscopique de 1’agglutination de deux extraits

d’Astragalus armatus et Ruta montana.
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Figure 15: observation microscopique d’hémagglutination des hématies du lapin par
I’extrait d 'Astragalus armatus Gx40

Figure 16: observation microscopique d’hémagglutination des hématies du lapin par
I’extrait de Ruta montana Gx40
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IV.2. La limite d’hémagglutination

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

lequel on observe une hémagglutination.

Tableau 10 :L’Activité¢ de la limite d’hémagglutination d’Astragalus armatus et Ruta

montana.

+++ : Tres forte agglutination
++ : Forte agglutination

+ : Faible agglutination

_ : Absence d’agglutination

Puits agglutinées Puits non agglutinées

A

v

A

v
A
v

Puits agglutinées

Puits non agglutinées

Figure 17: La limite d’ hémagglutination d’Astragalus armatus et Ruta montana.

(Observation a I’ceil nu)

A:Astragalus armatus

R:Ruta montana.
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L’extrait d’Astragalus armatus a montré une trés forte agglutination vis-a-vis des
globules rouges lors de sa dilutiondel® jusqu’a 6 °puit (64), alors qu’elle diminue au
niveau des 2 puits qui suivent, et disparait complétement au niveau des puits suivants
(9 12) ce qui donne une concentration de (256UH.ml™).

Tandis que I’extrait de Ruta montana a montré une tres forte agglutination vis-a-vis
des globules rouges lors de sa dilution del®® jusqu’a 7°™puit (128), alors qu’elle diminue
au niveau des 2 puits qui suivent, et disparait complétement au niveau des puits suivants

(10 12) ce qui donne une concentration de (512UH.ml™).

IV. 3. L’effet de la température sur I’hémagglutination
Le traitement thermique des extraits bruts des racines d’Astragalus armatus et Ruta
montana a différente température de 40,50, 60, 70,80, 90,95°C pendantlh sont présentés

dans le tableau suivant :

Tableau 11 :L’effet de la température sur Dactivit¢ hémagglutinante de
I’extraitd’ Astragalus armatus, Ruta montana

Astragalus armatus +++ +++ ++ - - - .

Ruta montana +++ +++ +++ ++ - R -

+++ : Trés forte agglutination.
++ : Forte agglutination.
+ : Faible agglutination.

- : Absence d’agglutination.

L’activité hemagglutinante de I’extrait brut d’Astragalus armatus qui reste stable
jusqu'a une température 50°C, au dela I’activité commence a diminué progressivement

jusqu’a disparaitre a une température de 70 °C.

Tandis que ’extrait brut de Ruta montana qui reste stable jusqu'a une température
60°C, au-dela I’activité commence a diminué progressivement jusqu’a disparaitre a une

température de 80 °C.

)
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IV.4. Test d’inhibition d’hemagglutination par des sucres simples

Le test d’inhibition a été effectué avec certains sucres simples (glucose, galactose,
fructose, Sucrose, lactose, xylose) pour déterminer la spécificité des extraits en sucre.
L’agglutination ne se fait pas dans le cas ou la lectine va fixer I’inhibiteur plutdt que les

hématies, les résultats obtenus ont été décrit dans le tableau (12).

Tableau 12 : test d’inhibition des extraits d’Astragalus armatus et Ruta montana, par des

sucres simples

Astragalus armatus - - - + - -

Ruta montana + + - - - -

+ : inhibition et absence d’agglutination

- : pas d’inhibition et présence d’agglutination.

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

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

Pour le (fructose, lactose, xylose) L’extrait ne présente aucun spécificité pour c’est

sucres simples ce qui résulte par une agglutination aux hématies de lapin.

)
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IV. 5. Précipitation différentielle au sulfate d’ammonium

Tableau 13 : Agglutination des fractions obtenues par précipitation au sulfate

d’ammonium

Pourcentage de saturation 0-25% 25-50% 50-75% 75-100%
de Sulfate d’ammonium

Astragalus armatus ++ +++ + -

Ruta montana - ++ - -

+++ : Tres forte agglutination.
++ : Forte agglutination.

+ : Faible agglutination.

- : Absence d’agglutination.

Apres précipitation différentielle de 1’extrait brut d’Astragalus armatus et Ruta
montana sur 4 paliers de concentration (F1 [0-25%], F2 [25-50%], F3 [50-75%], F4 [75-

100%]) et dialyse des différentes fractions obtenues,

Le test d’hémagglutination de I’extrait brut d’Astragalus armatus montre que les
3 premieres fractions F1, F2, F3 contiennent des hémagglutinines, particulierement la
fraction F2 [25-50%], Celle-ci est suivie par ordre décroissant de celles des fractions F1
[0-25%] 5 F3 [50-75%]; Et dernicre fraction F4 [75-100%] ne possédent aucune activité

hémaglutinante.

Alors que, le test d’hémagglutination de I’extrait brut de Ruta montana montre que
les 2 premieres fractions F1, F2, contiennent des hémagglutinines, particulierement la
fraction F1 [0-25%], et la fraction F2 [25-50%] ; et les derniéres fractions F3 [50-75%];

et F4 [75-100%] ne posseédent aucune activité hémaglutinante.
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Les phyto-hémagglutinines ou agglutinines végétales sont des substances extraites des
plantes qui ont la propriété d’agglutiner les érythrocytes humains ou animaux. La plupart des
phyto-agglutinines connues se trouvent dans les graines d’ou 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).

Elles sont utilisées 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).

Le nombre de travaux publiés sur les lectines a vu une grande croissance principalement grace
a ’abondance des lectines dans tous les organismes vivants, Au cours des vingt derniéres
années, plusieurs centaines de lectines principalement extraites de plantes, ont ét¢ purifiées et
caractérisées (Liener, 1976)

Le travail que nous avons réalisé, rentre dans le cadre de chercher la présence de lectines et

leur extraction et aussi 1’étude biologique.

Nous avons commencé le travail par le test de la présence des lectines au niveau des
racines de deux plantes et pour cela nous avons utilisé les érythrocytes du lapin qui rester
toujours la méthode la plus simple et la plus pratique avec 1’extrait brut des plantes récupéré a

I’aide d’une solution tampon.

Les extraits bruts (d’A4stragalus armatus et Ruta montana) donnent un résultat positif
(présence d’agglutination) et les mémes degrés d’agglutination sur les hématies du lapin.
C’est Résultats ont été similaires a ceux des lectines extraites des racines des plantes de
Moringa G Et Moringa M et qui ont montré également de trés fortes agglutinations lors de
l'addition de la suspension d'érythrocytes de lapin (Necibet al., 2014).

Dans le but d’évaluer I’activit¢ hémagglutinante des extraits de notre plantes nous
avons réalisé le test de limite d’hémagglutination.

L’activité hémagglutinante d’extrait d’Astragalus armatus a une activit¢ hémagglutinante
1:8(256).
Tandis que I’extrait du Ruta montana a une activité hémagglutinante 1 :9 (512),

L’activité hémagglutinante d’extrait d’Astragalus armatus est faible par rapport a celle

de ’extrait de Ruta montana.




Chapitre V Discussion

La plupart des molécules protéiques ne conservent leur activité biologique ou leur
capacité fonctionnelle qu’a Dlintérieur d’étroite limite de température (Cuq, 1992). Les
températures élevées rompent les interactions faibles qui stabilisent la forme repliée ou native
d’une protéine et convertissent cette structure en un état dénaturé (Ringe, 2009).

L’¢état dénaturé est généralement défini de maniere empirique soit par la perte de
I’activité biologique ou biochimique de la protéine (Cuq, 1992). Cette dénaturation entraine
la perte totale ou partielle de I’activité biologique (Eckert et al., 1999). Dans le cas d’une
lectine, la dénaturation détruit ces capacités d’agglutination.

L’extrait d’Astragalus armatus qui reste stable jusqu'a une température 50°C pendant 60 min.
Ce résultat est en accord avec celle de :

La lectine de Vigna mungo est stable a 50°C pendant 60min. (Suseelan et al., 1997).

La lectine de Bryopsis plumose qui restent natives a 50°C, avec une perte totale d’activité a et
60°C (Han et al., 2010).

L’extrait de Ruta montana qui reste stable jusqu'a une température 60°C pendant60 min, le
résultat est en accord avec celle de :

la lectine de Pterocladiella capillacea qui reste stable a 60°C pendant 30min. (Oliveira ef al.,
2002),

Les lectine de Phaseolus vulgaris qui reste native a 60°C, avec une perte totale d’activité a
80°C (Andrew et al., 2014).

La diminution de I’activit¢ hémagglutinante des lectines avec I’augmentation de la

température indique que son activité¢ dépend de la conformation native de la protéine.

Sur le plan qualitatif, le test d’inhibition d’agglutination a permis de faire une
évaluation des extraits relative a leur spécificité a des sucres. Et aussi, pour identifier le sucre
qu’on peut utiliser pour sa purification.

Les lectines ont une spécificité de glucides précis et peuvent étre bloqués par les sucres

simples et les oligosacchrides(Laija et al.,2010) .

Pour déterminer la spécificité de nos extraits vers une structure glucidique particuliere,
on a réalisé un test d’inhibition.
L’extrait de I’Astragalus armatus est spécifiquement inhibé par le sucrose

L’extrait de Ruta montana est inhibé par glucose et galactose, ce résultat est en accord avec
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Chapitre V Discussion

Les études réalisés sur les lectines de 12 plantes permis elles les lectines de Abrus
precatorius, qui sont inhibés par le galactose, les lectines de Adenia digitata qui sont inhibés
par le glucose, (Renato et al., 1991)

Les lectines des racines d’Astragalus monghlicus qui présentent une spécificité pour le D-
galactose (Lam et Ng, 2011).

Ce teste aussi a été effectué sur muqueuse de cuir de 1’espece animale Clarias gariepinus
(catfish), i1 a montré une spécificité pour le galactose (Odekanyin ef Kuku, 2014).

Cette inhibition est due a des interactions multiples entre d’une part les lectines et d’autre part

les glycoconjugues, qui sont impliquées dans les processus de reconnaissance,

Dans le but d’¢liminer les impuretés afin d’améliorer ’activité hémagglutinante de
I’extrait brut, nous avions procéd¢ a la purification par précipitation au sulfate d’ammonium :
Le test d’hémagglutination de précipitation au sulfate d’ammonium a donné trois fractions F1,
F2, F3 contiennent des hémagglutinines, particulierement la fraction F2 [25-50%], pour
I’extrait d’Astragalus armatus

Tandis que le test d’hémagglutination de I’extrait brut de Ruta montana montre que les 2
premicres fractions F1, F2, contiennent des hémagglutinines, particulierement la fraction F1
[0-25%],

L’activité hemagglutinante de ces fractions est moindre par rapport a I’extrait brut.

Une ¢étude a montré que La lectine des graines de phaseolus vulgaris de la famille des
Fabaceae précipitée a 70% (Basheer et al., 2013).

Une étude a montré que la lectine des graines d’Artocarpus sp de la famille des
Moraceae est précipitée a 90% par le sulfate d’ammonium (Vijaya Bhaskara Reddy, 2016).

Une autre étude de 1’activité hémagglutinante des lectines isolées de la graine d’Abrus
précatorius L. est précipitée de 40 a 70% de saturation de sulfate d’ammonium (Ramata,
2010).

Alors que la lectine des feuilles d’Aloe vera est précipitée a 50% (Ozsoy et al.,

2012).
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Conclusion

Conclusion

Dans le cadre de ces travaux de recherche nous nous sommes intéressés a la
purification partielle des lectines contenues dans les racines des deux plantes (Astragalus
armatus et Ruta montana).

Nous avons commencé par extraire en premier lieu les lectines en mettant en
évidence leur forte activité hémagglutinante sur les hématies de lapin, L’effet du traitement
thermique indique que les lectines des racines des deux plantes (Astragalus armatus et
Ruta montana) élimine 1’effet hémagglutinante de lectine dans des températures faibles, Le
test d’inhibition réalisé avec différents sucre simple, montre que les lectines de L’extrait
d’Astragalus armatus est inhibé par le sucrose, alors que L’extrait de Ruta montana est
inhibé par le glucose et galactose, Cette affinité de lectine pour ces sucres peut étre utilisée
pour sa purification, La précipitation au sulfate d’ammonium des fractions obtenues suivit
de la dialyse diminue le degré d’agglutination
Perspective

Pour bien approfondir cette étude, il sera probable d’¢largir le spectre de recherche
notamment par 1’étude structurale et fonctionnelle des lectines. Une purification compléte
par des techniques chromatographiques d’affinité est nécessaire, aussi bien pour la
détermination du poids moléculaire de ces lectines, et la réalisation de différents tests
biologiques (test d’activité antimicrobien, anti- immflamatoire, immunomodulation, et

anticancéreux).
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ANNEXE

Annexe 01 : Le tampon phosphate di-sodique (PBS) (0.01 M pH 7,2)

Composants Quantité
NaCl 80g
KCl 02g
Na2HPO4 1.15¢g
KH2PO4 02g
L’eau distillée 1 litre

Mode opératoire
Les composants sont ajoutés a 1’eau distillée et le volume est amené jusqu’a 1000 ml.
Apres D’agitation et la dissolution de tous les composants, le pH est ajusté a 7,28

Préparation du NaCl 0,9 M :

NaCl L’eau distillée

09¢g 100 ml




Annexe 02 : Tableau de précipitation au sulfate d’ammonium

% de sotuigtion en sultate d'ammonium a 0°C
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Purification Partielle des Lectines des deux Plantes d’Astragalus armatus et Ruta

montana
Résumé

Les lectines sont des protéines d’origine non immunitaire capable de reconnaitre
des glucides et possédent la capacité bien connue d’agglutiner les érythrocytes. Elles sont
présentes dans toutes les branches du régne vivant. Le but de ce travail est de chercher la
présence des lectines dans les extraits racinaires de deux plantes (Astragalus armatus, Ruta
montana) par le test d’hémagglutination et leur étude biologique. L’extraction a été faite
par broyage et macération dans une solution tampon. Les lectines extraites de ces racines
ont donne une trés forte activité hémagglutinante sur les hématies de lapin. L’activité
hémagglutinante d’extrait d’Astragalus armatus a été 1 :8(256) tandis que Ruta montana a
été 1 :9 (512). Le traitement thermique modifie 1’activité hémagglutinante des extraits
bruts : Astragalus armatus a été stable jusqu’a 50°C. Tandis que Ruta montana a été stable
jusqu’a 60°C. Un test d’inhibition a été réalisé¢ avec différents sucres qui a montré que les
lectines d’extrait de I’ Astragalus armatus a été spécifiquement inhibé par le sucrose. Par contre les
lectines d’extrait de Ruta montana a été inhibé par galactose et glucose. La precipitation au
sulfate d’ammonium des fractions obtenues suivit de la dialyse diminue le degré

d’agglutination.

Mots clés : Astragalus armatus, Ruta montana, Lectine, Extraction, Hémmagglutination.



Partial Purification of Lectins from Both Astragalus Armatus and Ruta Montana

Plants
Abstract

Lectins are proteins of non-immune origin capable of recognizing carbohydrates
and possess the well-known ability to agglutinate erythrocytes. They are present in all
branches of the living kingdom. The purpose of this work is to search for the presence of
lectins in the root extracts of two plants (Astragalus armatus, Ruta montana) based on the
hemagglutination test, and there biological study. The extraction was realized by grinding
and maceration in a buffer solution. The lectins extracted from these roots gave a very
strong haemagglutinating activity on the rabbit red blood cells. The haemagglutinating
activity of Astragalus armatus extract was 1: 8 (256) while Ruta montana was 1: 9 (512).
The heat treatment modifies the haemagglutinating activity of the crude extracts:
Astragalus armatus was stable up to 50 ° C. While Ruta montana has been stable up to 60 °
C. An inhibition test was performed with various sugars which showed that the extract
lectins of Astragalus armatus were specifically inhibited by sucrose. In contrast, Ruta
montana extract lectins were inhibited by galactose and glucose. The ammonium sulphate
precipitation of fractions obtained followed by dialysis decreases the degree of

agglutination

Key words: Astragalus armatus, Ruta montana, Lectin, Extraction, Hemagglutination.
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Résumé

Les lectines sont des protéines d’origine non immunitaire capable de reconnaitre des
glucides et possedent la capacité bien connue d’agglutiner les érythrocytes. Elles sont
présentes dans toutes les branches du régne vivant. Le but de ce travail est de chercher la
présence des lectines dans les extraits racinaires de deux plantes (Astragalus armatus, Ruta
montana) par le test d’hémagglutination et leur étude biologique. L’ extraction a été faite par
broyage et macération dans une solution tampon. Les lectines extraites de ces racines ont
donne une trés forte activit¢ hémagglutinante sur les hématies de lapin. L’activité
hémagglutinante d’extrait d’Astragalus armatus a ét¢ 1 :8(256) tandis que Ruta montana a
été¢ 1 :9 (512). Le traitement thermique modifie 1’activité hémagglutinante des extraits bruts :
Astragalus armatus a été stable jusqu’a 50°C, Tandis que Ruta montana a été stable jusqu’a
60°C. Un test d’inhibition a été réalisé¢ avec différents sucres qui a montré que les lectines
d’extrait de 1’Astragalus armatus a été spécifiquement inhibé par le sucrose. Par contre les
lectines d’extrait de Ruta montana a été inhibé par galactose et glucose. La précipitation au
sulfate d’ammonium des fractions obtenues suivit de la dialyse diminue le degré

d’agglutination.
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