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LISTE DES ABREVIATIONS

Coll : collaborateur

GalNac : N-acétylgalactosamine

cm : centimetre

mm : millimetre

g : gramme

Ug : microgramme

pg/ml : microgramme par millilitre
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INRSP : Institut National de Recherches en Santé Publique

CNTS : Centre National de Transfusion Sanguine



Premiere partie



| INTRODUCTION

Les lectines sont des protéines d’origine animale ou végétale, capables de se fixer de facon
spécifique et réversible aux résidus osidiques des membranes cellulaires sans pour autant exercer

une activité enzymatique (Bruneton, 1993).

Notons que la toute premiere description des lectines fut faite en 1888 par Stillmark
dans un rapport soumis a I'université de Dorpat en Estonie.

En effet, il mit en évidence I’activité agglutinante de la lectine du Ricinus
communis sur des hématies humaines (Sharon, 1972).

A partir de ce moment, de nombreux travaux furent consacrés aux lectines.

Ainsi, en 1919, James mit au point la purification des lectines a partir de la
concanavaline A ; ce qui facilita leur usage dans le domaine de la recherche
(Sharon, 1972).

Ce n’est qu’en 1945 que Boyd et Reguera parvinrent a déterminer la spécificité des
lectines a pouvoir agglutiner les globules rouges sanguins.

Ces derniers découvrirent la premiére lectine spécifique au groupe sanguin A,
extraite des graines du Phaseolus limensis (Race et Sanger, 1970).

La subdivision du groupe sanguin A en sous-groupe A1(80%) et A2(20%) fut
réalisée a 1’aide de la lectine du Dolichos biflorus qui agglutine spécifiquement les
hématies Al (Bird, 1951).

Aussi, il a ét¢ démontré que certains sujets du groupe A2 peuvent avoir des
anticorps anti Al ; ces derniers ne doivent étre transfusés qu’avec des globules
rouges A2 (Chassaigne, 1980).

Au Mali, le Centre Nationale de Transfusion Sanguine réalise la recherche du
groupe sanguin A2 a I’aide d’anticorps monoclonal anti A1 ou de lectine végétale
(Dolichos biflorus) qui agglutinent fortement les hématies Al et faiblement les
hématies A2.



De ce fait, la recherche d’une phytoagglutinine plus sélective dans le groupe
sanguin A a partir de la flore malienne pour renforcer les réactifs déja utilisés ne
pourrait qu’améliorer la qualité et la disponibilité des tests de groupage.

Surtout que la majorité des lectines végétales proviennent des légumineuses qui
sont représentées par 17000 especes reparties un peu partout dans les régions
chaudes (Makela, 1957 ; Guignard, 1996).

Le Mali pourrait étre une réserve riche en lectines a activité agglutinante vis a vis

des hématies ou autres cellules humaines.

C’est pourquoi, nous avons entrepris cette étude réalisée en partie au Centre National de
Transfusion Sanguine et au Département de Médecine Traditionnelle de I’'INRSP dans le but de

trouver dans la flore malienne des lectines a activité agglutinante sur les hématies humaines.

Pour y parvenir, nous avons envisagé d’étudier 1’activité des extraits de quatre
plantes sur des hématies du groupe A ; il s’agit de : Arbrus precatorius, Erythrina

senegalensis, Cassia alata et Swartzia madagascariensis.



Il Objectifs

1. Objectif Général :

Etudier I’activité hémagglutinante des lectines extraites de quatre plantes.

2. Objectifs spécifiques :

Réaliser des extraits bruts de lectines ;

Déterminer I’activité des extraits bruts sur les hématies du groupe sanguin
Al et A2 sélectionnées ;

Purifier les extraits bruts ayant donné une hémagglutination des hématies Al
et A2;

Identifier les scores d’agglutination des extraits bruts et purifiés.

Indiquer Ila spécificité de la lectine en inhibant la réaction

d’hémagglutination par des sucres simples.



Deuxieme partie

Revue de la littérature



Il Revue de la littérature sur les plantes etudiées et

géneéralités sur les lectines et le groupe sanguin A :

1- Revue de la littérature sur les plantes étudiées :
Elle a concerné essenticllement les plantes suivantes: Erythrina senegalensis,
Arbrus precatorius, Cassia alata , Swartzia madagascariensis.
1.1 Erythrina senegalensis DC :
1.1.1 Systématique : Erythrina senegalensis fait parti de :
» Embranchement : Spermaphytes
* Sous embranchement : Angiospermes
» (lasse : Dicotylédones
* Ordre : Léguminosales
» Famille : Légumineuses
= Sous famille : papilionacées
» Genre : Erythrina
= Espéce : senegalensis
1.1.2 Dénominations locales :
» Frangais : arbre corail, erythrine du senegal
= Bambara : Béru, ntenbileni
= Peulh : Mototay
1.1.3 Caracteres remarquables :
C'est un arbuste de 6 a 7 m de hauteur, a cime irréguliere et a €corce beige, liégeuse
et crevassée.
Les feuilles sont glabres, alternes et trifoliolées avec des pétioles épineux
légerement cannelés par-dessus.
Les fleurs de couleur rouge vif, apparaissent en grappes pendant la saison seche au

moment de la défeuillaison.



Le fruit est une gousse monoliforme portant un long acumen (Arbonnier, 2002).
1.1.4 Habitat :

Il est disséminé dans les savanes boisées ou arbustives en zone soudanienne ou

soudano-guinnéenne (Adjanohoun et coll, 1979).

1.1.5 Emplois :

Les racines sont utilisées en décocté contre les coliques, les dysenteries et les
douleurs rénales (Iserin et coll, 2001).

Le macéré des écorces du tronc est recommandé en cas d’aménorrhées, de
paludisme, d’atteintes hépato- biliaire et lors des affections oculaires (Kerharo et
Adam, 1974).

Pour les usages domestiques : les feuilles servent d’aliment pour le bétail et le bois
découpé en biichettes est utilis¢ pour démarrer les feux (Arbonnier, 2002).

Au Mali, les extraits d’Erythrina senegalensis font partis des recettes
traditionnelles utilisées contre le paludisme, les douleurs abdominales, et les
dermatoses (www.pubmed.gov).

1.1.6 Drogue :

La partie de la plante étudiée est constituée par les graines.

Les graines sont ovales, long de 6 a 7 mm, de couleur rouge vif, d’aspect lisse et
brillant (Kerharo et Adam, 1974).

1.1.7 Phytochimie :

Il a été identifié dans 1’écorce du bois : des isoflavonoides, des alcaloides et une
molécule de furanne (Tanaka et coll, 2001 ; Wandji et coll, 1995).

Les graines contiennent en plus des isoflavonoides d’autres substances, il s’agit de :
érysodine, glucoérysodine, et hypaphorine (Wandji et coll, 1995).

Une ¢tude analytique d’extraits obtenus a partir de 50g de graines a donné le

résultat suivant: 9,2% de fraction lipidique, 19,1% d’extrait alcoolique, 0,06%



d’alcaloides libres, et 1,3% d’alcaloides totaux.

Des traces d’alcaloides ont €galement €té retrouvées dans les racines de 1’espece
guinéenne (Kerharo et Adam, 1974).

1.1.8 Pharmacologie :

Plusieurs espéces d’Erythrina ont montré des propriétés curarisantes dues a la
présence de I’érythroidine dans leurs graines (Kerharo et Adam, 1974).

Les extraits d’écorce ont une activité¢ antipaludique faible, associée a des effets
antalgiques et anti-inflammatoires plus importants (Saidu et coll, 2000).

Une ¢tude de Dactivité anti-bactérienne ayant portée sur 50 extraits bruts
éthanoliques de plantes, a permis de déduire que ceux d’Erythina senegalensis
¢taient les plus actifs (Kone et coll, 2004).

De méme, des travaux récemment réalisés ont révelé cette activité anti-bactérienne
avec les extraits aqueux et méthanoliques des €corces (Arama, 2005).
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Figure N°1 : Photo d’Erythrina senegalensis
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Figure N°2 : Photo des graines d’Erythrina senegalensis



1.2 Arbrus precatorius L

Synonymes : Abrus minor Desv, Abrus moculatus Noronha.

1.2.1 Systématique : Elle appartient a :

Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Ordre : Léguminosales

Famille : Légumineuses

Sous famille : Caesalpinacées

Genre : Abrus

Espéce : precatorius

1.2.2 Dénominations locales :

Francais : liane réglisse, arbre a chapelet, ceil de paon.

Bambara : N’de bléni

1.2.3 Caracteres remarquables:

La plante est une liane volubile de 3 a 4m, ligneuse a la base, capable de s’enrouler

autour des arbustes.

Les feuilles sont alternes, paripennées avec 7 a 10 paires de folioles.

Les fleurs sont de couleur rose, regroupées en courtes grappes pédonculées avec

des bractées a la base du calice.

Les gousses mesurent environ 3 cm de long et contiennent 5 a 6 graines ovoides de
couleur rouge vif comportant une tache noire (Boullard, 2001 ; Adjanohoun et coll,

1979).

1.2.4 Habitat :

C’est une espece pantropicale, localisée dans les foréts denses et les galeries

forestieres en savane (Adjanohoun et coll, 1979).

1.2.5 Emplois :



Elle est considérée comme une plante toxique, son utilisation est surtout externe :

* Les graines sont écrasées pour traiter les abces, les inflammations des bras et
des jambes ;
= Le macéré ou décocté des feuilles est employé contre les conjonctivites ;
= Les feuilles sucrées sont aussi utilisées comme antitussif et antigastralgique
(Kerharo et Adam, 1974).

Dans les ouvrages sacrés des indes, les graines servaient de médicament contre les
affections du systéme nerveux et des maladies de la peau (Kerharo et Adam, 1974).
Elles sont aussi utilisées pour confectionner des chapelets d’ou le nom d’arbre a
chapelet donné a la plante (Arbonnier, 2002).
Au Mali, la plante est employée comme antitussif et aphrodisiaque (Adjanohoun et
coll, 1979).
1.2.6 Drogue :
Elle est constituée par les graines.
Les graines sont ovoides, brillantes, bicolores: la région du hile est pourpre
presque noire, le reste étant rouge (Bruneton, 1987).
1.2.7 Phytochimie :
On savait que les graines contiennent une phytoxine protéique : I’abrine qui est une
aminoacide, le N- méthyltryptophane, constituée de I’albumine et la globine .
En plus de I’abrine, les graines renferment : de 1’acide abrique, des terpenes, du 3
sistérol, du stigmastérol, de [I’acide gallique, un alcaloide, de [I’acide
polygalacturonique, du pentosane, des sucres réducteurs, un glucoside et une
hémagglutinine qui se comporte comme enzyme lipolitique (Kerharo et Adam
1974).
Les racines, les tiges, et les feuilles sont riches en glycyrrhizine qui donne apres

hydrolyse deux molécules d’acide glucuronique (Iserin et coll, 2001).



1.2.8 Pharmacologie :

La toxicit¢ de la graine n’est possible qu’une fois le tégument externe dur est
enlevé, sinon elle échappe a la désintégration lors de la digestion et la toxine ne
serait pas libérée (Kerharo et Adam, 1974).

D’apres Diacono, I’extrait aqueux des graines récentes possedent une toxicité plus
¢levée que celui des anciennes graines sur le cobaye (Desai et Sirsi, 1966).

Par contre les extraits alcooliques sont doués d’une activité antibactérienne
sur : Staphylococcus aureus, Escherichia coli... .

Cette activité antibactérienne est surtout élevée avec les extraits a base de tégument
(Desai et Sirsi, 1966).

Par ailleurs des effets abortives et tératogenes de 1’extrait des graines ont été

observés apres des essais histopathologiques sur des rats et des souris (Iserin et
coll, 2001).



Figure N°3 : Photo d’Arbrus precatorius

Figure N°4 : Photo des graines d’Arbrus precatorius



1.3 Cassia alata L :
Synonyme : Senna alata L
1.3.1 Systématique : Elle appartient a :

» Embranchement : Spermaphytes

» Sous embranchement : Angiospermes

= (lasse : Dicotylédones

* Ordre : Léguminosales

= Famille : Légumineuses

= Sous famille : Caesalpinacées

= Genre : Cassia

= Espéce : alata
1.3.2 Dénominations locales :

» Frangais: Dartrier

= Bambara : ko n’taba
1.3.3 Caracteres remarquables :
Arbuste buissonnant, originaire d’ Amérique tropicale, long de 2 a 3 m, ramifié¢ a la
base, portant des branches tendres et cassantes.
Il porte de grandes feuilles composées, pennées, ayant environ 10paires de folioles
opposées, arrondies aux extrémites.
Les fleurs sont jaunes trés ornementales, situées a la cime ou elles forment des
grappes terminales.
Le fruit est une gousse droite a bordures paralleles, disponible presque toute
I’année (Boullard, 2001; Lavergne et coll, 1989).
1.3.4 Habitat :
Plante originaire d’Amérique, introduite dans toutes les régions tropicales,
spontanée ou procultivée, rarement retrouvée dans les agglomérations (Adjanohoun

et coll, 1983).



1.3.5 Emplois :
Les feuilles fraiches écrasées sont utilisées pour traiter les affections de la peau
(Co, 1989).
Elles sont aussi considérées comme purgatif en préparation buvable (Quisumbing,
1978).
Pour le traitement des céphalées, on place autour de la téte un bandeau contenant
un meélange de feuilles fraiches, d’écorce et de racines pilées (Kerharo et Adam,
1974).
Contre les douleurs articulaires, le décocté des feuilles est administré par voie
orale ou utilis¢é comme bain (Kerharo et Adam, 1974).
Hormis le traitement des maladies, la plante possede d’autres usages :

= La plante enti¢re sert de décor dans les jardins ;

= L’écorce est utilisée dans les tanneries pour confectionner le cuir ;

= Les feuilles servent a préparer un poison de péche (Arbonnier, 2002).
1.3.6 Drogue :
La drogue utilisée est constituée par les graines.
1.3.7 Phytochimie:
La plante entiére contient une quantité¢ importante d’acide chrysophanique surtout
dans les fruits et de I’acide cyanhydrique.
Hauptmann et Lacerda Nazario ont isol¢ des feuilles des anthraquinones réduites
qui par oxydation de la rhénine produisent du glucose et du rhamnose.
Dans les graines, Tiwari et Coll ont mis en évidence la chrysophanol et fait
I’analyse des lipides.
Bouquet caractérisa dans les feuilles et les écorces de I’espéce congolaise des
saponosides et des quinones (Kerharo et Adam, 1974).

1.3.8 Pharmacologie :



L’usage de Cassia alata comme purgatif se justifie par la présence
d’anthraquinones dans les feuilles (Quisumbing, 1978).

Le décocté des feuilles fraiches a une activité anti-fongique dans le traitement du
pityriasis versicolore, de I’eczéma et le pied d’athlete.

En effet, ’acide chrysophanique trouvé dans plusieurs parties de la plante, produit
une action curative sur les dermatoses (Co, 1989).

D’autre part, des études ayant porté sur les extraits bruts de feuilles ont prouvé des

activités antalgiques et anti-inflammatoires de la plante (Villasenor et coll, 2002).
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Figure N°6 : Photo des graines de Cassia alata



1.4 Swartzia madagascariensis Dev :
1.4.1 systématique : 11 fait partir de :

» Embranchement : Spermaphytes
* Sous embranchement : Angiospermes
= (lasse : Dicotylédones
* Ordre : Léguminosales
» Famille : Légumineuses
» Sous-famille : caesalpinacées
= Genre : Swartzia
= Espéce : madagascariensis
1.4.2 Dénominations locales :
» Bambara : Samakara, samagara
» Peul : Gugirki, gugiriki
14.3 Caracteres remarquables :
Arbuste de 5 a 6 m de hauteur ayant une écorce brune foncée, fissurée
longitudinalement.
Les feuilles sont imparipennées avec des folioles alternes ou opposées.
Les fleurs sont blanches, parfumées avec de grands pétales et des étamines libres.
Le fruit est une gousse brune, cylindrique, légerement arquée (Arbonnier, 2002 ;
Adjanohoun, 1979).
1.4.4 Habitat :
Répandu dans les savanes arborées sur les sols parsemés de gravillons ou de
colluvions (Boudet et coll, 1986).
1.4.5 Emplois :
Les racines sont utilisées comme antilépreux et antisyphilitique.
Elles sont aussi employées en macéré contre les vers intestinaux.

Les écorces de la tige et des racines sont recommandées comme purgatif.



Les fruits grillés, pilés et séchés font une boisson contre les courbatures pour les
hommes et comme abortif pour les femmes (Malgras, 1992).

Le bois convoité pour sa dureté, sert en ¢bénisterie, a la fabrication de poteaux et
d’instruments de musique (Arbonnier, 2002).

1.4.6 drogue :

Elle est constituée par les graines.

1.4.7 Phytochimie :

Les gousses contiennent les substances suivantes : un pigment jaune flavonique

dont I’hydrolyse donne une tétrahydroxyflavone, du rhamnose , du glucose, le
swartziol, un saponoside, des tanins, des cendres riches en manganese qui donne au

fruit sa couleur.

L’effet insecticide du bois n’a pas révelé de la roténone, mais a permis de mettre
en évidence de I’homoptérocarpine, du déméthylptérocarpine et de la ptérocarpine

(Kerharo et Adam, 1974).

1.4.8 Pharmacologie :

Le péricarpe possede une propriété de lyse sur les hématies plus faible que celle des
graines.

Cette activité hémolytique est liée a la présence de saponoside dont la teneur est
plus élevée dans les graines (Pousset, 2004).

Gaudin et Vacherat ont montré que le digesté des fruits tue les poissons, mais
s’avere peu toxique au cobaye (Kerharo, 1974).

D’autre part, I’extrait de fruit est utilis€ pour détruire des populations d’escargot

constituant I’hote intermédiaire des schistosomes (Borel, 1987).
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2 Généralite sur les lectines et le groupe sanguin A :

2.1 Les lectines :

2.1.1 Définition :

Les lectines sont des protéines animales ou végétales capables de se fixer aux
hydrates de carbone de la surface cellulaire et provoquer la liaison des cellules en

amas (ABOVIE sur www.abovie.com).

D’autre part, les lectines sont considérées comme une famille hétérogene de
récepteurs qui reconnaissent certaines structures oligosaccharidiques et jouent un
role majeur dans les processus d’interactions entre les cellules (Hebert, 2001).

2.1.2 Historique :

Les lectines ont été décrites pour la premiere fois en 1888 par Stillmark ;depuis
lors, beaucoup de travaux furent consacrés aux lectines (Roken, 1948).

Ainsi des graines de céréale, la recherche des lectines fut élargie aux 1égumineuses,
a la laiterie ... (D’Adamo, 1999).

Elles ont surtout été¢ utilisées pour étudier la physiologie ou certaines activités
immunologiques des cellules (Sharon, 1972).

Dans les années 40, la purification des lectines a permis leur usage dans la
détermination des groupes sanguins (Bird, 1974).

La spécificité des lectines aux sucres fut vérifiée sur plusieurs formes de vie
(animaux, insectes, mycetes ) pour expliquer des phénomeénes biologiques : défense
des plantes contre les herbivores, insectes, mycétes (Pusztai et Ewen, 1999).

Ce n’est qu’au cours des années 70 que la recherche sur les lectines a commencé a
augmenter dans le monde entier (Krispin, 1999).

2.1.3 Proprietés :

Les lectines sont des protéines hydrosolubles retrouvées surtout dans les graines

des Iégumineuses (Etzer, 1994).



Elles ressemblent a des glycoprotéines de la membrane des cellules végétales et se
comportent comme des anticorps en assurant un réle défensif contre les bactéries
et les champignons (Guignard, 1985).

Ce sont des substances thermolabiles, responsables de la toxicité de certaines
plantes : ricin, jéquirity, haricot ... (Bruneton, 1993).

Elles sont aussi reconnues pour leur spécificité aux sucres, ce qui a permis leur
usage dans la détermination des groupes sanguins (Bird, 1974) et a 1’étude des
structures osidiques de la membrane cellulaire, importantes pour €lucider certains
comportements de la cellule (Hebert, 2001).

2.1.4 Description de quelques lectines connues

L’abrine et la ricine sont des lectines a activit¢ hémagglutinante extraites
respectivement de I’arbre a chapelet et du ricin, reconnues pour leur toxicité.

Elles sont constituées de deux fragments protéiques :

- une chaine A : incapable de franchir les membranes cellulaires, inhibiteur de la
synthese des protéines ;

- une chaine B : non cytoxique, assurant la reconnaissance des sucres membranaires
et la fixation de la lectine sur le récepteur pour faciliter la translocation de ’unité A
a travers la membrane (Bruneton, 1987).

La phasine est une phytoagglutinine provenant du haricot, spécifique aux hématies
du groupe A, constituée de deux dimeres canoniques rattachés par des liaisons béta
(Hamelryck, 1996).

En général, on distingue trois types majeurs de lectines végétales que sont :

- Les mérolectines incapables de se lier aux cellules (lectines des orchidées) ;

- Les hololectines capables d’agglutiner les cellules (lectines des 1égumineuses) ;

- Les chimérolectines qui se comportent soit en hololectines ou en mérolectines
(ricine).

Ces différents types de lectines sont schématisés ci-apres :



MEROLECTINE HOLOLECTINE CHIMEROLECTINE

o= = P === = g |
Classe 1-chitinase
-], [ - |
-EI/.. A -E"_‘
type 2-RIP

domaine de liaison aux glucides @ == domaine d'inactivation des ribosomes ‘
domaine catalytique L]

D'aprés PEUMANS W.J. et V. DAMME J.M., 1995,
-Lectins as plant defense proteins. Plant Physiology, 109, pp 347-352,

2.1.5 Les groupes sanguins et les lectines:

Plusieurs lectines agglutinent les hématies, des fois avec une spécificité de groupe
sanguin (Bird, 1974).
Bien qu’aujourd’hui, les anticorps monoclonaux ont remplacé les lectines dans la

détermination des groupes sanguins, leur usage est encore nécessaire (Pusztai et

Ewen, 1999).

La spécificité des lectines aux groupes sanguins est présentée dans le tableau 1

(Doumbia, 2004).



Tableau | : Les lectines spécifiques aux groupes sanguins les plus connus

Spécificités Source de la lectine Noms
Anti-A Plante Phaseolus limensis
Anti-Al plante Dolichos biflorus
Anti-B Algue Ptita plumosa
Anti-A+B Plante Crotalaria striata
Anti-H Plante Lotus tetragonolobus

Ulex europaeus
Anti-M Plante Iberis amaras

Anti-N Plante Vicia graminea




2.2 Le groupe sanguin A :

2.2.1 Définition :

Les groupes sanguins constituent un ensemble d’antigénes allotypiques regroupés
en systémes génétiquement induits (Sultan, 1978).

Le groupe sanguin A est une composante du systtme ABO, caractéris€ par un
antigéne non protéique, donc qui n’est pas un produit direct de geéne, de nature
glucidique : la N-acétylgalactosamine (Genetet et Muller, 1999).

2.2.2 Structure chimique :

Le groupe sanguin A comprend plusieurs variantes antigéniques; en pratique
courante, ce n’est que deux phénotypes qui sont recherchés : A1(80%) et A2 (20%)
possédant 2 a 3 fois moins d’antigeénes que Al (Bastie, 1998).

L’expression phénotypique de 1’antigéne A est sous la dépendance du géne A
responsable de la formation de I’antigéne A dont la structure chimique est la N-

Acetyl-D-Galactosamine (representé ci-dessous).

CH,OH
o O_OH
OH
H H
H NH
I
c=0
|
CHs

N-Acetyl-D-Galactosamine

L’antigéne A ainsi constitué est accolé a la substance H qui est la structure de base
des groupes sanguins du systéme ABO (Najman, 1994).

2.2.3 Les lectines spécifiques au groupe sanguin A :

La spécificité de la lectine du Phaseolus limensis au groupe sanguin A est due a son
affinit¢ trés ¢élevée de liaison a la N-acétyl galactosamine (Hamelryck et coll,
1996).

Cette lectine a une structure quaternaire semblable a celle de la phytoagglutinine de

la Glycine soja qui agglutine en plus du GalNac, le galactose, et les glycoprotéines
a galactose terminal (Sharon, 1972).



La lectine du Dolichos biflorus agglutine fortement les hématies Al et trés
faiblement celles du type A2 (Chassaigne, 1984).

Cela s’explique par la préférence de cette lectine au trisaccharide GalNac al-3 Fuc
al-2 Gal beaucoup plus retrouvé chez les hématies A1 (Hamelryck et coll, 1999).



Quelques structures chimiques de sucres simples de la membrane
cellulaire et de lectines végetales :

= Sucres
CH,OH
OH O\ _OH CH,OH
OH O oH
OH OH
OH OH
D-Galactose D-Mannose
CHj
O _OH
o}
OH
OH
L-Fucose
= | ectines
\NH HO\
OH CH2
OH 0
OH
D HO NH
C/
o7 \
NH CHj

L-Abrine Lectine du soja
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IV Matériels et Méthodes :

1l s’agit d’une étude prospective réalisée aux laboratoires de phytochimie du DMT de
I’INRSP et de sérologie groupage du CNTS.

1. Matériel :

1.2 Matériel végeétal :

Nous avons utilisé les graines de quatre plantes répertoriées dans la flore Malienne,
il s’agit de :

= Erythrina senegalensis

= Arbrus precatorius

= Cassia alata

= Swartzia madagascariensis

Les graines de Cassia alata, Erythrina senegalensis, et Arbrus precatorius ont été
récoltées au jardin du Département de Médecine Traditionnelle de I’'INRSP tandis
que celles de Swartzia madagascariensis ont été collecté a Siby (localité situé a 50
Km de Bamako sur la route de la Guinée Conakry).

1.3 Matériel humain :

Les tests biologiques que nous avons effectués au Centre National de Transfusion
Sanguine, ont été opérés sur des hématies humaines.

1.4 Matériel technique :

1.4.1 Liste des matériels et produits chimiques utilises aux laboratoires de
phytochimie du DMT de I’INRSP et de sérologie groupage du CNTS :

= Sachet plastique

= Spatule

» Balance électronique

= Bécher

» Eprouvettes graduées (1litre , 500ml , 100ml , 10ml )

* Erlenmeyer



rotavapor

Support métallique
Entonnoir

Compresse

Flacons (125ml , 50ml )
Etuve

Réfrigérateur

Seringue 10cc

Coton hydrophile
Agitateur

Eau distillée

Na Cl

Lyophilisateur
Polyacrylamide gel ( Sephacryl S-300 )
Pipette pasteur

Tube a hémolyse en verre
Pissette en plastique
Crayon marqueur
Embout

Microscope
Centrifugeuse
Porte-tubes

Lame pour microscope
Plaque d’opaline blanche
Hématies

Réactif de groupage

Arabinose



Glucose

Galactose

Mannose

Rhamnose

Xylose

Fucose
N-acétylgalactosamine
Eau physiologique
Eau de javel

Alcool.



2 Méthodes :

2.1 Protocole d’extraction :

Nous avons procédé a des opeérations préliminaires, ensuite a 1’extraction

proprement dite.

2.1.1 Opérations préliminaires :

= Triage: Consiste a sélectionner manuellement les graines matures, non
endommagées .

= Broyage : Ces graines ont été concassées a 1’aide d’un marteau, puis réduites en
poudre dans un mortier traditionnel.

2.1.2 Extraction :

= Principe : C’est une opération visant a récupérer les substances hydrosolubles
et thermolabiles d’une poudre de graines a 1’aide d’une solution saline.

= Technique : Une prise d’essai de 10g de poudre est dégraissée avec 50ml

d’éther pétrole .

Le marc obtenu est macéré dans 100ml d’eau physiologique a 4°C, pendant 18 heures, puis filtré.

Le filtrat est recueilli pour étre centrifugé a une vitesse de 1000 trs/mn pendant
20 mn a 4°C.
Le surnageant formé, représente 1’extrait brut qui est d’abord testé sur des

hématies, puis purifié.



10g de poudre de
drogue (graines)

Dégraissage a I’éther
pétrole

Extrait Marc
éthéré

Macération a I’eau
nhvsioloaiatie a 4°C

Filtration

Centrifugation
a4°C

: Extrait brut

Figure N°9 : Schémas d’extraction des lectines a partir des poudres des graines des

différentes plantes



2.2 Collecte des hématies :

Les hématies ayant servi aux tests d’agglutination ont été collectées au Centre Nationale de

transfusion sanguine .

Ces hématies ont €té choisies dans le groupe sanguin A subdivisé en sous groupes
Al et A2.

2.2.1 Sélection des hématies du groupe A :

Les hématies du groupe A ont été testées a I’anticorps anti Al : les hématies qui ont
produit une forte agglutination sont du sous groupe Alet celles qui ont donné une
agglutination tres faible ou un test négatif sont du groupe A2 .

Les hématies ainsi obtenues ont été au préalable soumises a un lavage puis a une
dilution.

2.2.2 Lavage des hématies :

Nous avons disposé d’échantillons de sang du groupe Al et A2 dans des tubes a
essai différents.

Sur chaque échantillon de sang est mentionné le groupe correspondant.

Dans les tubes, il y a environ 3 cc de sang auquel, nous avons ajouté Iml d’eau
physiologique.

Apres agitation, le mélange obtenu est soumis a une centrifugation (1000trs /mn)
pendant Smn.

Le surnageant formé est versé et le culot d’hématies obtenu est de nouveau mis en
suspension sous agitation avec de I’eau physiologique.

Cette opération est reprise quatre fois de suite dans les mémes conditions.

2.2.3 Dilution des hématies :

Elle est faite a 5%, soit une goutte d’hématies lavées pour 19 gouttes d’eau physiologique dans de

nouveaux tubes portant le nom des sous groupes A correspondant aux hématies utilisées .

2.2.4 Tests d’agglutination :



Nous avons procédé a deux techniques dont une sur plaque et I’autre en tube.

2.2.5 Techniques d’agglutination :

= Technique en tube :

Nous avons utilis€ deux tubes contenant respectivement trois gouttes d’hématies

diluée a 5% du groupe Al et A2, pour chaque extrait.

50ul d’extrait végétale est ajouté dans chacun des tubes.

Apres Smn d’incubation, le mélange est centrifugé a 1000trs/mn pendant 1mn.

Le culot d’hématies formé au fond du tube est lavé a 3 reprises a 1’eau
physiologique.

En cas de réaction positive, les hématies se présentent sous forme de lambeaux fins.
= Technique sur plaque :

Nous avons ¢talé sur une plaque d’opaline, une goutte de sang dilué¢ a 5% des
groupes Al et A2.

A chaque goutte de sang est ajouté I’extrait végétal a volume égal .

Le mélange est ensuite trituré avec de I’extrémité inférieure d’un tube a hémolyse.
Apres, la plaque est oscillée lentement pendant quelques secondes, puis laissée au
repos.

Au bout de 2 mn, nous avons procédé a la lecture des réactions d’agglutination a
1’ceil nu.

Les tests négatifs sont controlés au microscope optique a I’objectif 10.



Figure N°10 : Photo présentant une Absence d’agglutination des

hématies

Figure N°11 : Photo présentant une réaction d’ Agglutination

faiblement positive



Figure N°12 : Photo présentant une réaction d’ Agglutination

fortement positive

Figure N°13 : Photo présentant une Agglutination totale des

hématies



2.3 Purification :

Nous avons utilis¢ la chromatographie par filtration sur gel pour purifier les extraits bruts.

2.3.1 Chromatographie par filtration sur gel :.

2.3.2 Principe :

Elle consiste a faire passer une solution a travers un gel immobilisé sur une colonne, pour dans un
premier temps recueillir les macromolécules, ensuite les petites molécules retenues par la

diffusion.

2.3.3 Technique :
= Montage du dispositif :

La colonne est constituée par une seringue 10 CC, vidée de son piston, suspendue a un support de

maniére que 1’extrémité portant I’embout auquel est fixé I’aiguille soit dirigée vers le bas.

= Remplissage de la colonne :

Nous avons d’abord placé au fond de la seringue un petit morceau de coton, sur
lequel le sephacryl gel est coulé jusqu’a la moiti¢ de la colonne tout en agitant
pour homogénéiser et lavé 3 fois de suite le gel avec 30ml d’eau distillée a raison
de 10ml par lavage.

= Dépot des échantillons :

Nous avons versé 1’extrait brut, lentement et en petites fractions dans la colonne.

= Elution ou sortie du filtrat :

Nous avons recueilli le filtrat au bout de la colonne.

L’extrait purifi€¢ ainsi récupéré est testé sur des hématies.



2.4 lyophilisation :

Nous avons utilis¢é les extraits purifiés.

2.4.1 Principe :

C’est une technique de déshydratation a basse température et sous vide qui consiste

a transformer des extraits initialement liquide en poudre (lyophilisat).

2.4.2 Technique:

L’extrait purifié est d’abord congelg, puis placé au lyophilisateur.
2.4.3 Le rendement de I’extraction (R ) :

Masse du lyophilisat obtenu x 100

Masse de drogue utilisée

Le lyophilisat obtenu est testé sur des hématies a différentes dilutions.



2.6 Test d’inhibition :

Nous I’avons réalisé a 1’aide des solutions du lyophilisat et des sucres suivants :
galactose, arabinose, glucose, mannose, rhamnose, xylose, fucose et N-
acétylgalactosamine.

2.6.1 Principe:

C’est une inhibition des réactions d’agglutination des hématies, exercée par un
sucre en fonction de son affinité a se lier aux phytoagglutinines.

2.6.2 Technique :

A 150ul d’une solution de sucre dosée a 2g/ ml est ajouté 20ul de solution
d’extrait.

Ce mélange est agité et laissé au repos pendant Smn puis testé a volume égal sur
50ul d’hématies diluées a 5%, étalées sur une plaque.

Ces hématies sont triturées ; aprés oscillation de la plaque , la lecture de
I’agglutination est faite a 1’ceil nu dans les 2 a 3mn..

2.6.3 Interpreétation :

Un extrait est considéré comme spécifique a un sucre dans le cas ou ce dernier
parvient a inhiber au préalable les réactions d’agglutination en agissant

probablement avec les lectines sensées étre dans I’extrait.



Reésultats et Analyses



V Résultats et analyses

1.1 Rendement de I’extraction :

Rc=

Rs =

Cas de I’extrait d’Arbrus precatorius :
3,34g x 100

=33,40 %
10g

Cas de I’extrait d’Erythrina senegalensis :
1,32g x 100

=13,20 %
10g

Cas de I’extrait de Cassia alata :
1,71g x 100

=17,1 %
10g

Cas de I’extrait Swartzia madagascariensis :
2,33gx 100

=233%
10g



1.2 Tests d’agglutination des hématies :

= Tableau Il : Résultats des tests d’agglutination réalisés avec les extraits bruts :

Groupes sanguins

Extrait d’Arbrus

precatorius

Extrait
d’Erythrina

senegalensis

Extrait

de Cassia alata

Extrait

de Swartzia

madagascariensis

Al

++

—t

A2

—+

—+

. : absence d’agglutination

+ : agglutination faible

++ : agglutination forte

+++ : agglutination totale

Seuls les extraits d’Arbrus precatorius et d’Erythina senegalensis ont produit des

agglutinations ; tandis que ceux du Cassia alata et de Swartzia madagascariensis

n’ont pas réagi.

Cependant ’extrait de Swartzia madagascariensis a provoqué une lyse des

hématies.




= Tableau Il : Résultats des tests d’agglutination réalisés avec les filtrats :

Filtrat Filtrat
Groupes sanguins d’Arbrus precatorius d’Erythrina senegalensis
Al +++ +—+
A2 +++ +++

. . Absence d’agglutination
+ : agglutination faible
++ : agglutination forte

+++ : agglutination totale

Les filtrats d’Arbrus precatorius et d’Erythrina senegalensis ont agglutiné les
hématies sans qu’il n’est aucun globule rouge libre.
Les agglutinations obtenues avec le filtrat d’Arbrus precatorius étaient plus

rapidement apparues et un peu plus forte que celles d’Erythrina senegalensis.




= Tableau IV : Résultats des agglutinations obtenues a différentes dilutions du

lyophilisat d’Erythrina senegalensis.

Dilutions
160pg/ml 980 pg/ml | 78.10°ug/ml | 125.10°ug/ml | 156.10°pug/ml
Hématies
Al
+ + —t e et
A2 + + — ++ et

--- : Absence d’agglutination
+ : Agglutination faible
++: Agglutination forte

+++ : Agglutination totale

L’agglutination la plus faible est apparue a la dilution de 160ug/ml et la plus forte a

partir de 156.10%pug/ml.

Le Dolichos biflorus: réactif de référence pour différencier A2 de Al est

disponible en solutions diluées contenant entre 4 et 20ug/ml d’extrait de lectine.




= Tableau V : Résultats des agglutinations obtenues a différentes dilutions du

lyophilisat d’Arbrus precatorius.

Dilutions
44pg/ml 50pg/ml 19.10°ug/ml | 25.10°ug/ml | 39.10°ug/ml
Hématies
Al
+ + ++ ++ +++
A2
+ + ++ ++ +++

. : Absence d’agglutination

+ : agglutination faible

++ : agglutination forte

+++ : agglutination totale

L’agglutination la plus faible a été visible a la dilution de 44pg/ml et la plus forte a

partir de 39. IOZug/ml.

Notons que, le Dolichos biflorus : lectine de groupage anti Al est présentée en

solutions diluées variant de 4 et 20ug/ml d’extrait végétal.




1.3 Test d’inhibition :

Les sucres suivants: arabinose, glucose, mannose, rhamnose, xylose ; ont donné un résultat
négatif.

Seuls les tests positifs sont présentés dans le tableau VI.

Tableau VI : Résultats des tests d’inhibition

Sucres Galactose N-acétylgalactosamine Fucose

Solutions

] C A+ -+ C+
Arbrus precatorius Al: Al: Al:
A2+ A2: ++ A2 +
Erythrina senegalensis Al: --- Al: + Al: ---
A2: + A2: + A2: ---

A1l: hématies du groupe Al
A2 : hématies du groupe A2

__ : inhibition trés forte
+ : inhibition forte

++ : inhibition faible
+++ : absence d’inhibition
Les agglutinations produites par les extraits d’Arbrus precatorius et d’Erythrina senegalensis ont

¢été inhibées fortement avec le fucose et un peu moins avec la N-acétylgalactosamine.

L’inhibition avec le galactose sur les agglutinations de la solution d’Erythrina

senegalensis a été totale sur les hématies A1 et partielle sur les hématies A2.
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VI. COMMENTAIRES ET DISCUSSIONS :

Le travail que nous avons réalis¢, rentre dans le cadre de 1’étude de I’activité
hémagglutinante des phytoagglutinines que sont les lectines.

Pour mener ce travail a bien, il nous a fallu adapter un protocole d’extraction et des
techniques d’agglutination a nos conditions de laboratoire puisque la manipulation
des extraits de lectine n’est pas aisée.

C’est pourquoi, nous avons tenu compte dans notre protocole d’extraction de la
nature protéique des lectines en utilisant 1’eau physiologique comme solvant a
basse température.

Nous avons également procédé a une méthode d’extraction proche de celle
d’ Animashaun qui a beaucoup travaillé¢ sur ’activité agglutinante des lectines sur
les hématies (Animashaun, 1983).

Quand aux techniques d’agglutination que nous avons employées, elles ont été
¢laborées par Beth Vincent et permettent d’identifier des antigenes a la surface des
hématies a ’aide d’anticorps ou de phytoagglutinines (Letonturier, 1996).

Nous avons observé 1’activité hémagglutinante des extraits de quatre plantes dont
deux ont donné un test positif, il s’agit des extraits d’Erythrina senegalensis et
d’Arbrus precatorius.

Les extraits de Cassia alata et de Swartia madagascariensis n’ont pas agglutiné les
hématies ; mais il est a noter que les extraits de Swartzia madagascariensis ont
provoqué une hémolyse, comme cela a ét€¢ précedemment annoncée par Pousset en
2004.

Cette activité hémolytique est due a la présence de saponoside dans les graines
(Kerharo et Adam, 1974).

Dans le but d’améliorer I’activité hémagglutinante des extraits, nous avons procédé

a leur purification par la chromatographie sur gel.



En effet, les filtrats obtenus a la purification ont eu une activité supérieure a celle
des extraits initiaux.

Ce résultat pourrait insinuer que le filtrat contient moins d’impureté sans étre un
extrait pur de lectine, car comme 1’a dit Bruneton : ’obtention d’extrait pur de
lectine n’est pas facile a réaliser (Bruneton, 1987).

En tout cas, une augmentation de I’activité des extraits est importante pour la suite
de nos investigations.

Ainsi, nous avons procéde a la lyophilisation des extraits actifs pour éviter leur
détérioration lors de la conservation.

Aussi, les tests d’agglutination ont été opérés sur des hématies du groupe A dans
les sous -groupes Al et A2 ; ce qui a donné une activité plus élevée des extraits
d’Arbrus precatorius par rapport a ceux d’Erythrina senegalensis.

Cela nous a amené a dire que les extraits d’Arbrus precatorius pourrait contenir
plus de phytoagglutinine ou bien reconnaissent mieux ou plus d’antigéne sur les
globules rouges.

Pour lever cet équivoque, nous avons du point de vue quantitatif, observé que les
agglutinations de 1’extrait d’Arbrus precatorius nécessite une quantit¢ de
lyophilisat inféricure a celle utilisée dans le cas d’Erythrina senegalensis pour un
méme volume de solvant (en comparant les résultats du Tableau 4 et Tableau 5).
Cette évaluation quantitative n’est pas une indication précise parce qu’elle
n’exprime pas directement les doses de lectine pure.

Sur le plan qualitatif, les tests d’inhibition des agglutinations ont permis de faire
une évaluation des extraits relative a leur spécificité a des sucres témoins, portés
par certains antigénes de groupe sanguin.

Ces sucres sont: -Le fucose qui appartient a I’antigéne de base des groupes
sanguins ou groupe O ;

-Le galactose caractérise le groupe B ;



-La N-acétylgalactosamine est 1’antigéne du groupe A (Nathan, 1972).

L’inhibition des extraits par le fructose peut indiquer leur pouvoir a agglutiner les
hématies de tous les groupes du systeme ABO, puisque le fucose est la composante
de I’antigéne de base des groupes sanguins.

Cependant, I’inhibition des extraits par la N-acétylgalactosamine suppose une
augmentation des capacités des extraits a agglutiner le groupe sanguin A.

Mais I’inhibition causée par le galactose exprimée sur les groupes sanguins
Al(inhibition totale) et A2 (inhibition partielle) agglutinés par I’extrait d’Erythrina
senegalensis peut démontrer non seulement une augmentation du pouvoir
d’agglutination du groupe B, mais surtout la différence antigénique entre Alet A2.
En effet, les hématies A1 ont moins de galactose libres que A2 (d’ou leur inhibition
totale) ; ces deux sous-groupes ont respectivement Imillion et 250000 antigénes
(Najman, 1994).

En somme, notre étude est une contribution supplémentaire aux précédentes études
dont la plus récente en 2004 est celle de Doumbia.

La technique d’extraction devient optimisée et permet d’améliorer 1’effet

agglutinant des extraits.



Conclusion



VII CONLUSION: :

Nous avons supposé que la réaction d’hémagglutination par les extraits de graines
observée et leur inhibition par un sucre simple, témoignent de la présence de lectine
dans I’extrait concerné.

Au terme de nos investigations ayant porté sur les extraits de quatre plantes, seuls
deux ont donné une activité hémagglutinante, il s’agit de ceux d’Erythina
senegalensis et d’Arbrus precatorius.

Aussi, ’extrait d’Arbrus precatorius a donné une activité 1égérement supérieure a
celle d’Erythina senegalensis.

Ces derniers ont surtout montré leur pouvoir a agglutiner toutes les hématies sans
spécificité de groupe sanguin dans le systtme ABO.

Seul I’extrait d’Erythina senegalensis a montré une spécificité de group sanguin A.
En effet ’hémagglutination des hématies de groupe A a été inhibée par la N-
acétylgalactosamine.

De méme, cet extrait nous a permis de constater la différence antigénique entre les

sous-groupes Al et A2.
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Résume :
Les lectines sont des protéines animales ou végétales capables de se lier aux

sucres.
La plupart des lectines végétales proviennent des légumineuses dont nous avons
réalisé I’extraction de quatre espéces : Abrus precatorius, Erythrina senegalensis,

Cassia alata et Swartzia madagascariensis.

Apreés des tests sur des hématies, seuls les extraits d’Abrus precatorius et d’Erythrina

senegalensis ont provoqué I’agglutination des hématies.

La purification des extraits bruts a permis d’augmenter leur activité
hémagglutinante.

Ces tests d’agglutination ont été opérés sur des hématies des sous-groupes Al
et A2.

Des tests d’inhibition avec des sucres simples ont également éte faits, ce qui
nous a amené a la conclusion suivante : I’extrait d’Erythrina senegalensis a,
plus montré une affinité au groupe sanguin A et permis de constater la
différence antigénique des sous-groupes Al et A2.

Mots clés : Lectine, phytohémagglutinine, hématie humaine, sucre simple,
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