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PREMIERE PARTIE :_

PRESENTATION DU CONTEXTE DE L'ETUDE

I. Introduction

Les Lectines sont des protéines qui fixent le sucre et se combinent avec les mono et
oligosaccharides par des liaisons autres que covalentes. Ce sont des oligomeres de

protéines multivalentes, c’est a dire comportant plusieurs sites de liaison des
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saccharides. Cette structure polyvalente confere aux lectines 1’aptitude d’agglutiner
des cellules portant sur leur membrane externe les fractions saccharidiques
appropriées. Les lectines sont des molécules ubiquitaires, car elles se retrouvent chez
toutes les classes d’organismes, chez les microorganismes (virus, bactéries), chez les
plantes, chez les insectes et les animaux (Goldstein, 1978; Pusztai et al. ,1983; Etzler,
1985 ; Kocourek, 1983 ; Liener et al. ,1986).

La présence des lectines a été rapportée dans plusieurs variétés de plantes. Elles sont
rencontrées dans de nombreux légumes secs (Yagi et al. 2002 ; Riidiger 2001). Au
cours des vingt dernieres années, plusieurs centaines de lectines principalement
extraites de plantes, ont été purifiées et caractérisées. Elles sont utilisées en tant que
réactifs pour la purification et la caractérisation de glycoconjugués ou en tant que
mitogenes de classes spécifiques de lymphocytes.

Actuellement, certaines lectines sont utilisées dans des banques de sang pour le typage
du sang, principalement en raison de I’indisponibilité d’anticorps anti -O (H) naturels
et en raison du fait que certaines d’entre elles distinguent les sous groupes Al et A2
(Liener, 1976) .

Abrus precatorius est une liane grimpante de la famille des légumineuses présente
dans toutes les régions tropicales. Ses gousses contiennent des graines tres riches en
lectines. Trois toxines, dénommée 1’abrine I, II et III et deux agglutinines, APA
(Abrus precatorius Agglutinin) I et II ont été isolée de la graine de Abrus precatorius

(Hegde et al. ,1991).

Au Mali, les études précédentes, effectuées au niveau du Département de Médecine
traditionnelle de L’Institut National de Recherche en Santé Publique (DMT/INRSP),
ont démontré que les lectines de Abrus precatorius ont une forte activité agglutinante

sur les hématies du groupe sanguin (Ali, 2006 ; Doumbia, 2005).
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Le but principal de notre étude est de poursuivre les travaux sur ces lectines pour
déterminer leur spécificité d’agglutination sur le groupe sanguin A en vue d’obtenir
des réactifs végétaux de groupage. Les résultats de cette étude pourront étre mis a
profit dans les centres spécialisés pour le groupage de sang tel que le Centre National
de Transfusion Sanguine (CNTS) pour améliorer la disponibilité des réactifs de

groupage par une production locale de lectines par le DMT.

I1. Objectifs

I1.1 Objectif général
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> Etudier I’activité hémagglutinante des lectines extraites des graines de Abrus

precatorius.

I1.2 Objectifs spécifiques

1. Décrire une technique d’obtention de 1’extrait brut de lectines a partir de la graine

de Abrus precatorius.

2. Déterminer I’activité agglutinante de l’extrait brut sur les hématies du groupe

sanguin A.

3. Fractionner I’extrait brut par filtration sur gel et par précipitation au sulfate

d’ammonium.

4. Déterminer I’activité agglutinante des fractions obtenues apres purification.

5. Comparer I’activité agglutinante de 1’extrait brut a celle des fractions obtenues.

6. Comparer les activités agglutinantes de 1’extrait brut, des fractions obtenues a celle

des lectines de Dolichos biflorus (anti-A1) et Ulex europaeus (Anti- A2)

7. Comparer les activités agglutinantes de 1’extrait brut, des fractions obtenues a celle

des Réactifs a base d’anticorps monoclonaux anti-A, Anti-B, Anti-A+B
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DEUXIEME PARTIE :

GENERALITES
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I. Les Lectines
1.1 Définition

Les lectines sont des protéines ou des glycoprotéines d'origine virale, bactérienne,
végétale ou animale, dépourvues d'activité enzymatique et non synthétisées par un
systeme immunitaire. Elles sont capables de reconnaitre spécifiquement des sucres
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
cellules (comme les érythrocytes) et les glycoconjugués. Cette caractéristique tres
importante des lectines est due au fait que ces protéines sont généralement
multivalentes , car elles possedent au moins deux sites de reconnaissances par
molécule, ce qui permet d'expliquer pourquoi elles vont précipiter des polysaccharides,
des glycoprotéines ou des glycolipides et induire 'agglutination de cellules diverses

( Liener et al., 1986).

Les lectines végétales sont actuellement les seules qui soient couramment utilisées
pour caractériser ou fractionner des glycoconjugués d'origines diverses (Goldstein et
Hayes, 1978; Sharon et Lis, 1989). Tres souvent, ces lectines sont classées en fonction
du monosaccharide capable d'inhiber la réaction d'agglutination induite par la lectine.
Les méthodes anciennement utilisées pour leur identification consistent a mélanger
I’extrait a examiner avec des érythrocytes en solution. L’agglutination ou la
précipitation des cellules indique que la solution analysée contient une ou parfois
plusieurs molécules agglutinantes. L’abondance des ces molécules et leur relative
facilité de purification leur ont permis d’étre largement caractérisées et d’étre utilisées

dans différents domaines de la biologie.
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1.2 Historique

La premiere lectine a été découverte par Peter Hermann Stillmark en 1888 qui décrivit
dans sa these de doctorat présentée a 1’université de Dorpat (Estonie) que des extraits
de graines de ricin (Ricinus communis) agglutinaient des érythrocytes (Sharon and Lis
2004). A partir de ce moment, d’autres substances d'origine végétale possédant une
activité hémagglutinante ont été découvertes. En 1954, Boyd et Sharpleigh ont
démontré la propriété de ces protéines d’agglutiner sélectivement des érythrocytes
humains d'un groupe sanguin donné. Cette notion de spécificité est la base de
I’étymologie du nom lectine dérivée du mot latin “legere“ qui veut dire «
sélectionner ». Le tableau I montre I’historique de découverte des lectines (Renato, et
coll. 1991)

La plupart des lectines présentent plusieurs sites de liaison pour les glucides. Pour
cette raison, l’interaction de lectines avec les glucides présents a la surface des
érythrocytes résulte en I’agrégation d’un grand nombre de ces cellules. Cette
caractéristique est typique des lectines. Elle est aussi classiquement utilisée pour leur
détection et leur caractérisation (Riidiger 1993 ; Goldstein, et coll. 1980). Lorsque
certains sucres sont ajoutés a ces protéines lors de I’interaction, leur activité
hémagglutinante est inhibée ce qui permet de déterminer leur spectre de spécificité

(Van Damme, et coll. 1998).
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Tableau I : Historique de découverte des Lectines

ANNEE

1884

1886

1988

1890

1891

1897

1902

1902

1907

1908

1909

AUTEURS

Warden &
Waddel /
Bruyllant &
Venneman
Dixson

Stillmark

Erlich

Hellin

Elfstrand

Landsteiner

Kauss

Landsteiner &
Raubitschek

Landsteiner &
Raubitschek

Landsteiner

DECOUVERTES

Toxicité de la graine d’Abrus precatorius

Toxicité de la graine de Ricinus communis
Activité hémagglutinante de la graine de Ricinus
communis

Toxicité de la graine de Croton triglium

Utilisation de 1’abrine et la ricine dans les
recherches immunologiques

Activité hémagglutinante de la graine de Abrus
precatorius

Introduction du terme d’’hémagglutinine

La réversibilité de I'hémagglutination par la
chaleur

L'inhibition de l'activité hémagglutinante par le
sérum non immunitaire

Activité Hémagglutinante dans les plantes non
toxiques

La spécificité des
hémagglutinines

especes de plantes a

L'inhibition de l'activité hémagglutinante par un
traitement thermique de sérum
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I.3 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 glycoconjugués. 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 2003).

Les protéines spécifiques pour des monosaccharides sont classifiées en cinq groupes,
selon le sucre pour lequel la lectine présente la plus forte affinité : le Mannose (Man),
le  Galactose(Gal)/N-acétylgalactosamine (GalNAc), le N-acétylglucosamine
(GlcNACc), le Fucose (Fuc), I’Acide sialique (acide N-acétylneuraminique, NeuAc)
(Lis and Sharon 1998). Cette reconnaissance est souvent désignée comme « la
spécificité primaire » des lectines. Ces monosaccharides et leurs dérivés sont ceux qui
sont le plus souvent présents sur les épitopes glycaniques des surfaces cellulaires. La
plupart des lectines peuvent se lier a des monosaccharides, mais leur affinité sera en
général plus forte pour certains oligosaccharides. (Dam and Brewer 2002).

Les similarités structurales entre monosaccharides sont déterminantes pour la
spécificité des lectines. Par exemple, la plupart des lectines qui reconnaissent le Gal se
lient aussi au GalNAc. Ce phénomene est dii a la présence dans ces monosaccharides
des trois fonctions hydroxyles qui ont une topologie trés similaire. Certaines lectines
présentent une spécificité anomérique et peuvent distinguer la configuration en
carbone (C 1) de monosaccharides tels que 1’a- méthyle-galactoside et le B-méthyle-
galactoside.

La combinaison de plusieurs techniques expérimentales permet d’élucider la
spécificité des lectines (Park, et coll. 2008). Par exemple, en utilisant les techniques de
test ELLA (Enzyme Linked Lectin Assay) et de test « Glycans array » la spécificité
d’une lectine peut étre déterminée. Ces techniques sont simples, rapides et requierent

de quantités réduites de matériel.
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La plupart des lectines sont des protéines multivalentes. Elles sont capables de se lier a
plusieurs molécules de glucides. La multivalence peut provenir de la répétition de type
« tandem » de domaine lectines dans un polypeptide, de 1’association de plusieurs
monomeres ou de la présentation de plusieurs lectines sur une surface cellulaire. Les
interactions multiples entre d’une part les lectines multivalentes et d’autre part les
glycoconjugués, sont impliquées dans les processus de reconnaissance (Lee and Lee

1995). Le tableau II nous montre la spécificité osidique de certaines plantes a lectines.

Tableau II : Spécificité osidique de certaines plantes a lectines (Renato, et coll. 1991)

ESPECES SPECIFICITE
Abrus precatorius Gal
Adenia digitata Gal
Aleuria aurantiaca L-Fuc
Canavalia brasilensis Man > Glc
Canavalia ensiformis Man > Glc
Dolichos biflorus GalNACc
Phaseolus vulgaris GalNAc
Vicia sativa Man

Ulex europaeus I L Fuc
Momordica charantia GalNAc
Cytissus sessilifolia GlcNac >Fuc >Gal
Datura stramonium GIcNAc
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1.4 Propriétés Biologiques des lectines

Les propriétés biologiques des lectines sont multiples et variées.

I .4.1 Liaison avec les sucres
Elle est spécifique et propre a chaque lectine de sorte que la connaissance du sucre

spécifique conditionne la mise en évidence de 1’activité de la lectine (Miyoshi et coll,

1982).

I.4.2 Agglutination des cellules
C’est la manifestation la plus visible de 1’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 et coll., 1995 ;
Wang et coll., 1998).

En outre, on s’est apercu que les lectines agglutinent plus facilement les cellules
malignes par rapport a leurs homologues normales. Des attitudes préférentielles ont été
observées également entre cellules embryonnaires et cellules adultes, entre cellules en

mitose et cellules en interphase (Wang et coll., 1998).

I.4.3 Activité mitogene

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 T (Barbosa, 2001 ; Falasca 1989 ; Nachbar et coll.,
1980).
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1.4.4 Effets mimétiques des hormones
Les lectines des graines de haricot rouge (Phaseolus vulgaris), qui ont une haute

réactivité avec les membranes cellulaires et leurs récepteurs peuvent mimer les effets
des 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 coll.,
1985). De méme les lectines des graines de Momordica charantia comme diverses
autres lectines possedent des activités antilipolytiques et lipogénique (activités
insuline-like) a cause de son interaction avec les récepteurs d’insuline des adipocytes

(Wang et coll., 1998).

1.4.5 Inhibition de la croissance des cellules cancéreuses
Les travaux de Valentier et coll. (2003) suggerent que les lectines alimentaires

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.

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

RIPs (Ribosomes inactivant les protéines) (Wang et coll, 1998).

Les lectines mannose-spécifiques isolées de bulbes de 15 espéces sauvages du genre
Narcissus cultivées en Espagne ont une activité inhibitrice anti-VIH1. L’activité anti-
VIH-1 la plus efficace est obtenue avec les extraits de 1’espece Narcissus tortifolious

(Lopez 2003).

1.4.7 Autres propriétés
Les lectines expriment diverses activités biologiques telles que la précipitation des

glycoprotéines, 1’activation de la voie alterne du complément et 1’agrégation des
immunoglobulines (Nachbar et coll. 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 1988).
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1.5 Utilisation des lectines

Les lectines peuvent interagir avec des systemes biologiques et développer une
diversité d’événements et fonctions dans ces organismes vivants. Ces interactions ont
une grande importance car elles se retrouvent impliquées dans des processus
biologiques ainsi que dans des processus pathologiques (Lis and Sharon 1998).
Aujourd’hui les lectines sont largement utilisées comme outils dans la recherche, dans

le secteur biomédical et dans le domaine agronomique.

1.5.1 Dans le domaine biomeédical

» Hématologie :

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

banques de sang.

» Immunologie :

De par leur spécificité, les lectines immobilisées sur colonne peuvent étre utilisées
pour I’identification et la purification des glycoconjugués aussi bien que pour leur

caractérisation (Hirabayashi 2004).

Les lectines mitogenes 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 immunothérapeutiques (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
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normales et pathologiques (Jaffe, 1980). Certaines lectines purifiées a partir des
graines de légumineuses tropicales présentent des propriétés anti-inflammatoires

(Alencar, 2005).

» Cancérologie :

Certaines lectines purifiées a partir d’invertébrés terrestres ou marins sont employées
comme marqueurs histochimiques puisque certaines maladies tel le cancer sont
associées a une modification des glycannes présents sur les cellules (Guillot, coll.

2004).

Kenoth et al (2001) rapportent qu’en raison de leur agglutination préférentielle aux
cellules cancéreuses, les lectines sont suggérées comme transporteuses pour diriger

drogues et produits pharmaceutiques vers les cellules cancéreuses.

I.5.2 Dans le domaine agronomique

Les lectines peuvent étre utilisées dans la lutte contre les agents pathogenes (nuisibles)
des plantes telles que les insectes, les nématodes du sol, les vers parasites qui
commettent d’importants dégats dans des cultures (Murdock et coll. ., 2002).

Par exemple, la lectine de blé et celle de graine de Bauhinia purpurea ont des effets
létaux pour deux insectes (Ostrinia nubilabis et Diabrotica undecimpunctata) se
nourrissant sur le mais, I’action des lectines peut se faire a des concentrations

relativement faibles (Peumans et coll. 1995).
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1.6 Lectines des plantes

Dans les plantes, les lectines ont été détectées dans les moisissures, les lichens, les
champignons et les spermaphytes mais plus fréquemment dans les légumineuses et les
Euphorbiacées (Grant, 1991 ; Renkonen., 1948 ;). La famille des Légumineuses offre
le plus grand nombre d’especes contenant des lectines végétales et elle est assez
représentée dans les pays tropicaux comme le Mali. Historiquement, les lectines de
légumineuses telle que la Concanavaline A (ConA) ont été les premiéres a étre
caractérisées. Elles se retrouvent dans de nombreux tissus mais sont trés abondantes
dans les parties de la plante susceptibles de subir une attaque par des organismes
étrangers, notamment les organes intervenants dans la suivie de 1’individu ou de
I’espece (Nachbar et coll.,, 1980). La plupart des lectines se trouvent ainsi dans les
graines. Pour exemple, les lectines représentent 30 % des protéines totales des graines
de Canavalia ensiformis. Elles se forment au cours de la maturation des graines pour
atteindre leur taux maximum dans la graine miire et disparaissent progressivement au
cours de la germination en méme temps que prennent place les réserves (Jaffe, 1982).

Les lectines de plantes semblent étre impliquées dans la défense contre les
phytopathogenes et les prédateurs, certaines ayant des activités insecticides (Chrispeels
and Raikhel, 1991, Rudiger and Gabius ,2001 ; Van Damme et coll., 1997). Le mode

d’action précis des lectines dans 1’insecte demeure inconnu.

1.6.1 Fonction de lectines dans les plantes

Depuis de nombreuses années, des études sont consacrées a la mise en évidence des

fonctions physiologiques des lectines végétales. Ces recherches s'effectuent selon deux
approches :

* Accumulation des informations sur les propriétés biochimiques des

lectines et sur leur distribution dans les tissus aux différents stades de

croissance des plantes ;
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» FElaboration dhypothéses concernant les fonctions des lectines sur la
base des informations acquises et confirmation de ces hypotheses par des

expériences adéquates.

A la suite de ces études, des hypotheses sur les fonctions physiologiques des lectines

ont été avancées. Force est de constater cependant qu'a I'heure actuelle beaucoup de

ces fonctions restent encore hypothétiques faute de preuves formelles :

¢ La spécificité des lectines et les propriétés conférées par leurs sites multiples de

valence amenent certains auteurs a les comparer a des anticorps, et a proposer
alors pour ces molécules un role d"anticorps" chez les plantes. Cependant, une
augmentation de la synthese des lectines lors de 1’exposition de la plante a un
antigene (caractéristique importante des anticorps animaux) n'a jamais été
démontrée. Sans étre de véritables anticorps de la plante, les lectines peuvent
jouer le réle de molécules constitutives de défense contre des parasites. De
nombreuses études révelent ainsi 1'existence d'interactions entre des lectines et

des microorganismes (Pistole, 1981 ; Etzler, 1986).

d’autres études, au contraire suggérent que les lectines favorisent l'invasion des
plantes par des pathogeénes en servant de récepteurs pour des phytotoxines, ou
de molécules d'adhésion pour le pathogéne. L'infection de la canne a sucre par
le champignon Helminthosporium sacchari est un exemple de ce type de

pathogénese (Etzler, 1986).

la symbiose entre les bactéries du genre Rhizobium et les Légumineuses est un
processus complexe qui s'établit en plusieurs étapes : adhésion de la bactérie
aux racines, internalisation et nodulation. Elle confére aux Légumineuses la

propriété de fixer I'azote atmosphérique. Ce processus requiert un haut degré de
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spécificité : une souche de Rhizobium peut noduler uniquement certaines
légumineuses. Une littérature abondante fait état des travaux visant a démontrer
le role des lectines dans ce processus de reconnaissance de la bactérie de la

plante (Kaminski et Coll., 1987;Diaz et coll., 1989).

< de nombreuses autres fonctions des lectines sont avancées : Fonction dans
I'élongation des parois cellulaires; fonction de cofacteurs enzymatiques
agissant avec des enzymes glycoprotéiques ; intervention dans le transport des
glucides et dans leur mise en réserve dans les graines ; controle de la division
cellulaire (mitogénicité) et de la germination ; intervention dans les processus

de reconnaissance de cellule a cellule (Etzler, 1986 ; Kaminski et coll., 1987).

La littérature treés abondante révele l'intérét de nombreuses équipes de recherche pour
confirmer ou infirmer ces hypothéses. Etzler (1986) remarque cependant a juste titre
que la spécificité osidique des lectines n'est probablement qu'une des propriétés
fonctionnelles de ces molécules. En plus de leurs sites de fixation aux sucres, certaines
lectines possédent en effet des sites leur permettant de se lier avec d'autres types de
ligands. La Concanavaline A, par exemple, possede un site de liaison spécifique au
myo-inositol (Wassef et coll., 1985). Ainsi, d'autres fonctions encore inexplorées

pourraient étre liées a la présence de ces autres sites non-sucre spécifiques.

1.6.2 Classification des lectines

Selon la classification de Peumans et Van Damme (1995), trois types majeurs de

lectines sont présentes chez les plantes :
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1. Mérolectines :

Les mérolectines sont de petits peptides, formés d’une seule chaine polypeptidique et
ne possédant qu’un seul domaine de liaison aux glucides (exemple : héveine, protéines
d’Orchidées).

Les mérolectines sont incapables de précipiter les glycoconjugués ou d’agglutiner les

cellules.

2. Les Hololectines :

Les hololectines 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.

3. 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. 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)
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I1. Monographie de Abrus precatorius L.

Synonymes : Abrus minor Desv, Abrus moculatus Norohna

I1.1 Systématique:

< Embranchement : Spermaphytes

< Sous Embranchement : Angiospermes

< Classe : Dicotylédones
< Ordre : Leguminosales
< Famille : Fabacées

< Genre : Abrus

» Espece : precatorius

II.2 Noms Communs :
Elle est communément appelée en :

> Francais: liane réglisse, arbre a chapelet, @il de paon, graine diable, herbe de

diable, cascavelle, jequirity

> Bambara : n’de bleni, cema

I1.3 Caracteéres Botaniques :

Originaire de 1’inde, la plante de Abrus precatorius pousse aujourd’hui dans toutes les
régions tropicales comme le Mali. C'est une plante grimpante ligneuse pouvant faire
50 m de long et donc atteindre le sommet des plus grands arbres. Les feuilles
composées ont de 8 a 17 paires de folioles membraneuses, oblongues ou oblongues-

ovales. Les inflorescences sont longues de 2 a 7 cm, la corolle est rose a pourpre. Les
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fruits sont des gousses qui souvent se mélent et s'entortillent en grappe et renferment
3 a 7 graines tres dures, d’une taille moyenne de 5 mm, écarlates avec une tache noire
prés du hile (voir les Figures 1, 2 et 3).

Les graines servent a faire des colliers et chapelets mais sont extrémement toxiques.
Elles provoquent I'agglutination des globules rouges puis la mort par asphyxie. Il faut
noter que les graines doivent étre broyées pour révéler leur toxicité, car leur tégument
est si dur qu'avalées entieres elles ne feront que traverser le systeme digestif sans
causer aucun trouble. Certaines personnes voient dans l'opposition du rouge/noir des
graines une forme de représentation de la dualité cosmique telle que la voit le Tao dans
son principe du Yin et du Yang.

La culture est simple, un substrat drainant est important (la plante pousse volontiers
dans le sable) et il est préférable de ménager une saison d'hiver avec arrosages réduits.
Elle demande de la chaleur et acceptera le plein soleil ou la mi-ombre si la température

lui convient.
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Figure 1 : Photo des Feuilles de Abrus precatorius
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Figure 2 : Photo de la graine miire de Abrus precatorius
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I1.4 Emplois

Les graines sont considérées, a juste titre, comme toxique pour les hommes et les
animaux dans tout le Sénégal et leur usage, uniquement externe, est trés peu signalé.
Le décocté ou le macéré de feuilles est quelque fois prescrit pour les conjonctivites par
les wolof et Lébou du Cap-Vert. Ses racines sont utilisées pour la gonorrhée et la
jaunisse. La plante est aussi utilisée comme abortive, laxative, sédative et
aphrodisiaque (Doumbia, 2005).

Des extraits de tiges et de racines de Abrus precatorius présentent une activité notable
contre les cestodes et les schistosomules (Schistosoma mansoni) (Molgaard P. et coll.

2001).
I1.5 Drogue

Elle est constituée par les graines qui sont ovoides, brillantes, bicolores. La région du

hile est pourpre, presque noire et le reste est rouge.

I1.5.1 La Graine :

Les graines de Abrus precatorius contiennent une lectine toxique, 1’abrine et une
agglutinine non toxique. Elles renferment aussi de 1’acide abrique, des terpénes du [3
sistérol, du stigmastérol, de 1’acide gallique, un alcaloide, de [I’acide
polygalacturonique, du pentosane, des sucres réducteurs, et un glucoside.

L’abrine est une toxine puissante qui se compose de quatre isotoxines (a, b, c et d),
monovalents ayant des poids moléculaires allant de 63 a 67 KDa. C’est une
glycoprotéine ayant beaucoup d’affinités avec les résidus du sucre, ce qui a conduit a
la classer parmi les lectines. Elle est constituée de deux chalnes de protéines (sous-
unités A et B) et de deux résidus du sucre comparativement petits. La lectine

proprement dite (sous-unité B) se fixe sur les cellules cibles, ce qui permet le transfert

de la protéine enzymatique active (sous-unité A, également appelée toxome). Les
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lectines dotées d’une telle structure affichent une sélectivité et une toxicité élevées.
Son mécanisme d'action toxique est identique a celle de la ricine, mais la toxicité de

I’abrine chez la souris est de 75 fois celle de la ricine

I1.5.2 Autres organes :

Les racines, les feuilles, les tiges contiennent de la Glycyrrhizine donnant par
hydrolyse de 1’acide glycyrrhétique et deux molécules d’acide glucuronique (5-10%
dans les feuilles), protéines (26,7% dans les feuilles), glucides (feuilles) et les

saponosides triterpéniques. (Dickers KJ, 2003)

I1.6 Pharmacocinétique et Métabolisme

L’abrine n’est pas hydrolysée par les enzymes du tube digestif et, malgré la grosseur
de ses molécules, elle est relativement vite résorbée. Comme dans le cas des lectines
du haricot commun, la biodisponibilité apres 1’ingestion semble faible (<10 %), plus
de 90 % de la dose étant susceptible de traverser les intestins sans étre digérée. Son
élimination résulte probablement de la formation d’anticorps contre les lectines et de la

phagocytose de ce complexe immun.
I1.7 Pharmacologie et Toxicologie

L’abrine compte parmi les plus puissants poisons biogenes, 1’abrine a étant la plus
toxique de ses quatre isotoxines. En cas d’application intraveineuse a un animal, la
DLs (dose unique 1étale 50 %) est inférieure a un microgramme par kilogramme de
son poids. En revanche, les résultats obtenus pour la toxicité aigué varient fortement
en cas d’administration intrapéritonéale. Pour une souris, la DLs, d’abrine oscille alors
entre 1,5 et 1,8 pg/kg , et grimpe a 10 pg/kg dans le cas de I’abrine a . (Dickers KJ,
2003)

Les doses l1étales minimales (DL.M) d’abrine administrées par voie intraveineuse sont a

peine inférieures a la DLs, chez la souris, le rat et le cobaye, a cause de la trés forte
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pente de la relation dose-effet. Des souris ayant recu de fagon répétée, sur une période
de quatre semaines, la moitié de la DLM sont restées en bonne santé ou ne présentaient
que des symptomes cliniques négligeables. Les chiens semblent un peu moins
sensibles que les rongeurs.

En cas d’absorption de doses toxiques d’abrine, les symptomes sont certes un état de
faiblesse, 1’inappétence, ’apathie et une légere fiévre, mais en revanche le systéeme
nerveux central n’est pas atteint, et ni le foie ni les reins ne présentent de
dysfonctionnement. La toxicité de 1’abrine est due aux particularités typiques des
lectines toxiques. Les lectines réagissent avec les cellules de la bordure en brosse du
duodénum, conduisent a la destruction des cellules et par suite a des troubles de la
digestion et de I’absorption des aliments.

La toxicité des graines n’est possible qu’une fois le tégument dur externe est enlevé,
sinon elle échappe a la désintégration lors de la digestion et la toxine ne serait pas
libéré (Kerharo et Coll, 1974). D’apres Diacono , I’extrait aqueux des graines récentes
possede une toxicité plus élevée que celui des anciennes graines sur les cobayes. Par
contre, les extraits alcooliques sont doués d’une activité antibactérienne sur
Staphylococus aureus et I’Eschérichia coli. Cette activité antibactérienne est surtout
élevée avec les extraits a base de tégument (Desai et Coll ,1966). Par ailleurs des effets
abortives et tératogenes de 1’extrait des graines ont été observés apres des essais

histopathologiques sur des rats et souris (Iserin et Coll, 2001).
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Figure 4 : Structure Chimique de L-Abrine
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III. Le Systeme ABO

II1.1. Définition

Le systeme des groupes sanguins ABO est un systéeme de reconnaissance des globules
rouges étrangers a l'organisme grace a la présence de structures antigéniques a la
surface de ces cellules.

En 1900, Landsteiner observe que les globules rouges de certains individus sont
agglutinés par le sérum de certains autres ; il découvre ainsi les antigenes A et B et
leurs anticorps respectifs.

En 1902 : Decastello et Sturli reconnaissaient un 4éme groupe plus rare : AB.

En 1924 : Bemstein montre que les groupes constituent des caracteres héréditaires

transmis selon les lois de Mendel.

I11.2. Groupe ABO

La découverte du systeme ABO signe la date de naissance de I’immunogénétique et a
été a 'origine de progres considérable en médecine en permettant d’envisager des
transfusions compatible chez I’homme. A cause de sa large distribution tissulaire, le
systeme ABO représente aussi 1’antigene d’histocompatibilité majeur en
transplantation d’organe.

Les antigenes A et B détectés par des anticorps spécifiques définissent quatre groupes
sanguins principaux : A, B, AB, O (absence d’antigenes A et B). Dans le sérum on
trouve toujours 1’anticorps correspondant aux antigenes ou a l’antigene absent des
globules rouges. Ainsi, les sujet du groupes A ont toujours un anti-B ; les sujets du
groupes B ont toujours un anti-A ; les sujet de groupe AB n’ont pas d’anticorps et les

sujets de groupe O ont les deux anticorps anti-A et anti-B voir tableau 3.
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Tableau III : Les Groupes sanguins

NiA,ni B Anti A et anti B 0 43%

A Anti B A 45%

B Anti A B 9%

AB Ni anti- A, ni AB 3%
Anti-B

En utilisant des extraits de plantes (lectines) on peut subdiviser des sujets A en deux
sous groupes Al et A2. Les hématie de sujets Al (80% des A) sont fortement
agglutinées par la lectine anti-A1 de Dolichos biflorus mais faiblement agglutinées par
la lectine anti-H Ulex europaeus. Au contraire, les hématies des sujets A2 (20% des
A) ne sont pas agglutinées par Dolichos biflorus mais faiblement agglutinées par Ulex
europaeus. Cette subdivision conduit a I’identification de six phénotypes courant : Al,
A2, B, A1B, A2B, O ; résultant de la présence de quatre alleles principaux A1, A2, B,
et O.

L’antigene H est la partie du systeme Hh qui est présente sur la surface de toutes les

hématies, exceptées chez les phénotypes bombay qui sont extrémement rares.

Thése de pharmacie 2009-2010 Page 36



Etude de I’activité hémagglutinante des Lectines isolées de la graine de Abrus précatorius L.

Tableau IV : Caractéristiques de 1’antigene H

+ H+ 99,9%
0 H- Tres rare

H est le précurseur de A et B et ceux-ci ont moins de H que les groupes O. L’ordre de
réactivité de 1’Anti-H avec les hématies du systeme ABO est schématisé de la fagon

suivante :

0) A2 B A2B Al AlB

Figure 5 : Ordre de réactivité de I’antigéne H

I11.3. Structure chimique

Les antigenes ABO sont constitués de glycannes liés a des protéines (glycoprotéines)
ou a des lipides membranaires (glycolipides).

Dans les glycoprotéines la liaison est de type O-glycosidique. Sur le dissaccharide
central : galactosyl 8 1-3 N-acétyl-galactosamine sont liés des N-acétyl-glucosamines
et des galactoses plus quelques fucoses. L'une des antennes est terminée par une N-
acétyl-glucosamine chez les sujets du groupe A et par un galactose chez les sujets du

groupe B. Il n'y a pas d'ose a cette place chez les sujets du groupe O.
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II1.4. Lectines spécifiques des groupes sanguins

Plusieurs lectines agglutinent les hématies des fois avec une spécificité de groupe
sanguin (Bird, 1974). La spécificité des lectines aux groupes sanguins est présentée

dans le tableau V (Doumbia, 2004)

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

Anti-A Phaseolus limensis
Anti-Al Dolichos biflorus
Anti-B Ptita plumosa
Anti-A+B Crotalaria striata
Anti-H Lotus tetagonolus

Ulex europaeus

Anti-M Iberis amaras

Anti-N Vicia graminea
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TROISIEME PARTIE :

NOTRE ETUDE
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I. Mateériels et Meéthodes

Il s’agit d’une étude réalisée aux laboratoires de phytochimie du Département de
Médecine traditionnelle (DMT) et de sérologie groupage du Centre National de
Transfusion Sanguine (CNTS).

I.1. Matériels
I.1.1. Matériel végétal :

Les graines de Abrus precatorius étudiées ont été récoltées dans le jardin du DMT a

Sotuba (Bamako) et ont été ensuite triées et conditionnées dans un sachet plastique.
I.1.2. Matériel Biologique:

Notre étude a porté sur les hématies humaines prélevées chez des donneurs de sang

provenant du Centre Nationale de Transfusion Sanguine(CNTS) a Bamako.

I.1.3. Matériels techniques :

1 Les Equipements de laboratoire :

Les matériels utilisés au laboratoire ont été : Agitateur ; Bain-marie ; Balance de
précision électronique de portée maximale; Bécher; Broyeur; Centrifugeuses ;
Ciseau ; Compresse coton; Couteau; Embouts; Entonnoir; Eprouvettes graduées
(1litre, %4 1, 100 ml, 50ml, 25ml, 10ml et 5ml,) ; Erlenmeyer ; Etuve ; Flacon de 125
ml ; Lames porte objets ; Lyophilisateur ; Marqueur ; Micropipettes ; Micropipettes
microscope optique muni d’objectifs ( 10, 40 et 100) ; Mortier et pilon en bois ; Papier
filtre ; Petites Bouteilles récupérées, lavées, stérilisées a I’étuve a 100 degré pendant
24 h; Pipette pasteur pipettes (5-10ml); Plaque pour groupage ; Poire; Portoir ;
Réfrigérateur ; Rotavapor ; Sachets en plastique; Spatules; Colonne ; Pompe

aspirateur ; Tube de dialyse ; Bassine ; Tube a essai.
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2 Solvants et Réactifs de laboratoire :

Les réactifs utilisés ont été : Eau de javel ; Eau distillée ; Eau physiologique ; Ether de
pétrole ; NaCl ; NaOH ; NaN;; Réactifs de groupage de Ulex europaeus, Dolichos

biflorius et d’anticorps monoclonaux ; Sulfate d’ammonium.
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1.2 Méthodes
1.2.1 Extraction des Lectines :

La coque dure et lisse des graines de Abrus precatorius rend leur concassage difficile.
Les graines ont été ainsi écrasées a 1’aide de cailloux silex. Les amandes séparées des
téguments ont été ensuite broyées a 1’aide d’un petit moulin et la poudre obtenue a
servi pour I’extraction des lectines. Ainsi 100 grammes de poudre ont été dégraissées
avec 500ml d’éther de pétrole dans un erlenmeyer pendant 24 heures. Le marc obtenu
a été macéré dans un litre d’eau physiologique pendant 18 heures a 4°C puis filtré. Le
filtrat recueilli a été centrifugé a une vitesse de 1000 Trs/mn pendant 20 min a 4°C.
Le surnageant obtenu a constitué notre extrait brut (Figure 5).

L’extrait brut a été conservé au frais et a servi pour le test d’hémagglutination et aussi

pour la suite de nos investigations
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100 g de poudre de

Graines

Dégraissage avec 500

ml d’éther de pétrole

Extrait éthéré

Macération a I’eau

physiologique a

Filtration

Centrifugation a

4°C

EXTRAIT BRUT

Figure 6 : Schémas d’extraction des lectines a partir de la poudre de graine de
Abrus precatorius
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1.2.2 Purification :

La technique de filtration sur gel et de précipitation au sulfate d’ammonium ont été

utilisées pour purifier notre extrait brut.
L1.2.2.1 Filtration sur gel :

1. Le Principe :

La filtration sur gel est une technique de fractionnement des extraits qui repose sur la
séparation selon la masse moléculaire. Ainsi, les substances de masses élevées sont

les premieres a étre recueillies.

2. Techniques :

=  Description de la colonne :

La colonne utilisée a une hauteur de 100 cm avec un diametre de 4,5cm d’ou un

volume de 700 ml environ.

= Montage du dispositif :

La colonne était fixée sur une potence a 1’aide de 2 pinces, et reliée de haut en bas a
deux petits raccords. Celui d’en haut est relié a la pompe qui aspire les extraits et I’eau

physiologique, et celui d’en bas sert au drainage des éluats a la sortie de la colonne.

= Remplissage de la colonne :

La colonne a été remplie de gel Sephacryl, qui a été lavé avec de I’eau physiologique

pendant 24h.
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=  Passage de I’extrait Brut :

L’extrait brut a été passé sur la colonne a travers une pompe réglée a 2ml/mn. Apres
épuisement de 1’extrait, le bout de la pompe a été plongé dans I’eau physiologique

dégazée utilisée comme solvant d’élution.

La séparation de 1I’extrait brut sur le gel a permis d’isoler 3 fractions (F1, F2 et F3)
ayant respectivement une coloration jaune pale, blanche et incolore. Les fractions

obtenues ont été au préalable testées sur les hématies et ensuite lyophilisées.

3. La Dialyse :

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 contenu dans I’eau

physiologique ayant servit pour 1’élution des extraits.

» Principe :

Elle est I’opposé de I’osmose c’est a dire les ions quittent le milieu le plus concentré

vers le milieu le moins concentré.

» Mode Opératoire:

Le principe consiste a remplir les tubes de dialyse avec les fractions obtenues par
filtration sur gel et a les placer dans un récipient rempli d’eau distillée pendant 24H.

Les fractions sont récupérées pour étre ensuite lyophilisées.

= Préparation des tubes de dialyse :
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La préparation des tubes consiste a :

-Bouillir les tubes dans une solution a 2% de NaOH pendant 10 minutes

-Bouillir ensuite 2 fois dans ’eau distillée (quantité non déterminées) pendant 5 a 10
minutes.

-Rincer les tubes (intérieur et extérieur) avec de 1’eau distillée.

-Conserver au frais dans de 1’eau distillée contenant 0,05% de NaN; jusqu'a utilisation.

1.2.2.2 Précipitation au sulfate d’ammonium:

1. Principe :

Cette technique utilise la solubilité différentielle des protéines. Comme chaque
protéine est plus ou moins soluble en solution selon sa composition, on peut en séparer
plusieurs en fonction de leur tendance a précipiter plus ou moins vite quand on change
la force ionique de la solution qui les contient. Les protéines seront éventuellement
toutes précipitées par une teneur en sel assez élevée, mais certaines d'entre elles seront
remarquablement résistantes alors que d'autres précipiteront tres facilement. C'est cette

différence de solubilité qui permet de les séparer.

2. Technique :

Le fractionnement protéique est effectué sur 10 ml d’extrait brut de Abrus precatorius
a différentes concentrations de sulfate d’ammonium (pourcentage de saturation) :
40% ; 60% ; 70% ; 80% ; 95% ; ajoutées par petites fractions appropriées. Le tout est
soumis a une agitation mécanique a froid. Apres un repos d’une heure environ, la
solution est centrifugée a 4000 trs /mn pendant 30 minutes. Le surnageant obtenu est
éliminé et le précipité est recueilli dans 10 ml d’eau physiologique et a servi pour le

test d’hémagglutination.
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I.2.3 Lyophilisation :
1.2.3.1Principe :

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

transformer des extraits initialement liquide en poudre (lyophilisat).

L1.2.3.2Technique :

Les extraits purifiés ont été d’abord congelés puis fixés au lyophilisateur. Les

lyophilisats obtenu sont testés sur des hématies a différentes concentrations.
1.2.3.3 Dilution des lyophilisats :

Une série de dilution de I’extrait brut et des fractions a été réalisée. La concentration
des dilutions étaient de 1000pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,50 pg/ml,
31,25 pg/ml, 15,625 pg/ml, 7,8125 pg/ml et 3,90 pg/ml. Dans un portoir huit tubes
contenant chacun 1ml d’eau physiologique ont été disposé. 10 mg correspondant a
10000 pg de poudre de lyophilisats on été pesées et versées dans un tube contenant 10
ml d’eau physiologique. Le tube a été placé dans un agitateur a tube puis dans un
agitateur a ultra son pendant deux minutes pour dissoudre les précipités. 1 ml de ce
mélange a été prélevé et ajouté dans le premier tube. Apres agitation 1ml du premier
tube a ensuite été ajouté au deuxiéme tube. On procede ainsi jusqu’au dernier tube de

la série de dilution.
I.2.4 Activité hémagglutinante des extraits :

1.2.4.1 Préparation de suspension d’hématie a 5% :

La préparation de la suspension d’hématies a été effectuée selon 1’épreuve de

Simonin. Les hématies tests ont été débarrassées de toute trace de sérum ou plasma.
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Pour cela elles ont été soumises a un lavage puis a une dilution. Puis, elles ont été

mises en suspension a 5 % pour 1’emploi.

1. Lavage des hématies :

Dans un portoir contenant quatre tubes secs portant chacun la lettre correspondant aux
groupes sanguins A, B, AB et O ont été disposé. 3 ml de sang de chaque groupe ont
été mis dans les tubes correspondants auxquels 1 ml d’eau physiologique a été ajouté.
Aprés agitation, le mélange a été centrifugé a 1000trs /mn pendant 5mn. Le
surnageant formé a été versé et le culot d’hématies obtenu a été de nouveau mis en
suspension sous agitation avec de 1’eau physiologique. Cette opération a été reprise

quatre fois de suite dans les mémes conditions.
2. Dilution des hématies :

Elle a été faite a 5%, dans de I’eau physiologique dans de nouveaux tubes portant le

nom des groupes correspondant aux hématies utilisées.

L1.2.4.2 Test d’Agglutination :

Pour tester I’activité hémagglutinante des extraits deux techniques d’agglutinations ont

été utilisées : la technique en tube et la technique sur plaque.

1. Technique en Tube :

Deux tubes secs contenant respectivement trois gouttes d’hématies diluées a 5% des
groupes de sang pour chaque extrait ont été utilisés. 50pl d’extrait végétal ont été
ajouté dans chacun des tubes aprés 5mn d’incubation, le mélange a été centrifugé a
1000trs / mn pendant 1mn. En cas de réaction positive, les hématies se présentaient

sous forme de lambeaux fins.

These de pharmacie 2009-2010 Page 48



Etude de I’activité hémagglutinante des Lectines isolées de la graine de Abrus précatorius L.

2. Technique en Plaque :

Une goutte de sang diluée a 5% de chaque groupe a été étalée sur une plaque

d’opaline. A chaque goutte de sang a été ajouté 1’extrait végétal a volume égal, le

mélange a été ensuite trituré avec|l’extrémité inférieur d’un tube a hémolyse. Apres, la

plaque a été oscillée lentement pendant quelques secondes, puis laissée au repos.

La lecture a I’ceil nu a été effectuée au bout de deux minutes.

I.2.5 Etude comparative de ’activité agglutinante de nos extraits :

Elle a été effectuée sur 100 échantillons de sangs choisis de facon aléatoire pendant
une semaine au CNTS. Sur ces 100 prélevements, ’activité agglutinante de nos
extraits a été comparée a celles des lectines de Dolichos biflorius (I’anti-A1) et de
Ulex europaeus (I’anti-H) d’une part et a celles des réactifs a base d’anticorps
monoclonaux (I’anti-A, 1’anti-B et I’anti-AB) d’autre part.

Pour étre proche de la concentration de Dolichos biflorius et de Ulex europaeus, les
extraits ont été utilisées a leurs faibles concentrations d’agglutination : Extrait brut,

fraction 1 dosées a 62,5pg /ml et Fraction 2 dosée a 31,25pg /ml.

1. Sélection des hématies :

Les échantillons d’hématies du jour ont été fraichement prélevés sur anticoagulant, sur
des donneurs volontaires. Les hématies ont été triées pour éliminer celles dont des
résultats sont positifs aux tests de HIV, HBS et HCV pour la sécurité dans la

manipulation.

2. Lavage des hématies :

Un lot de tube sec de 4 ml numéroté de 1 a 20, suivant le numéro d’ordre de chaque

donneur a été disposé dans un portoir. Sur 1ml de sang prélevé est ajouté 3ml d’eau
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physiologique, les tubes ont été fermés puis centrifugés a 1000trs /mn pendant 20mn a
la température du laboratoire. Le culot d’hématies a été repris et lavé trois fois

successivement.

3. Dilution des hématies :

De nouveaux tubes numérotés ont été disposés dans un portoir. Sur 50ul de culot
d’hématies ont été ajoutés 3ml d’eau physiologique, puis agités pendant quelques

secondes. Les diluats ainsi obtenues servaient pour les tests.

4. Mode d’utilisation des réactifs :

1. Dolichos biflorus Anti-Al :

La lectine extraite des graines de Dolichos biflorus permet de distinguer le sous groupe
Al. La technique en tube et la technique sur plaque peuvent étre utilisée. Dans cette
étude, la technique sur plaque a été choisie.
« Méthode :

1- Préparer une suspension de sang a 5 %

2- Ajouter 1 volume de sang sur 1 volume du réactif.

3- Triturer pendant quelque secondes avec I’extrémité inferieur d’un tube

4- Procéder a la lecture Au bout de 30 secondes, sinon aprés ce temps

d’autres sous-groupes comme A2 et A2B peuvent étre agglutinés. Une

agglutination indique la présence de I’anti-A1.

2. Ulex europaeus anti-H :

La lectine isolée des graines de Ulex europaeus permet de distinguer le sous groupe

A2. Seule la technique en tube est recommandée pour son utilisation.
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« Méthode :
1
2
3

Préparer une suspension de sang a 5 %

Placer dans les tubes 1 volume de sang plus 1volume de 1’anti-H

Laisser incuber pendant quelques minutes a la température du laboratoire
4- Soumettre les tubes fermés a une centrifugation a 1000trs/mn pendant 20
secondes

5- Observer I’agglutination de facon macroscopique

3. Les Anticorps Monoclonaux :

Pour détecter la présence ou I’absence des antigenes A et B sur les hématies, les
anticorps Anti-A, anti-B et Anti-AB monoclonaux dirigé contre les antigenes
correspondants ont été utilisés. Ces anticorps monoclonaux sont préparés a partir de
surnageants de cultures de cellules d’hybridomes.

Deux techniques peuvent étre utilisées : la technique sur plaque et la technique en
tube.

Dans cette étude, la technique sur plaque a été choisie :

« Méthode:

Préparer une suspension de sang a 5 %

Distribuer une goutte de chaque réactif approprié sur une plaque propre.
Ajouter a proximité de chaque goutte du réactif 1 goutte de sang total

Mélanger I’anticorps et le sang d’une facon uniforme

o & N

Observer 1’agglutination macroscopique
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II. Résultats
II.1 Activité hémagglutinante des lectines de I’extrait brut :

L’activité hémagglutinante des lectines de 1’extrait brut est positive. On observe une

agglutination totale des hématies du groupe A apres 2mn d’incubation.

I1.2 Activité hémagglutinante des fractions obtenues apres Purification :

1. Filtration sur gel :

Trois fractions (F1, F2 et F3) sont obtenues au cours de la filtration sur gel. Seules les
deux premieres fractions F1 et F2 donnent de forte agglutination (Figure 6 et Tableau

VI).

Figure 7 : Activité des différents filtrats non lyophilisé sur le groupe A
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Tableau VI : Activité hémagglutinante de 1’extrait brut et des fractions

Lectines Activité
Hémagglutinante
Extrait brut ++++
Fraction 1 +++
Fraction 2 ++
Fraction 3 -

Légende :

« Agglutination totale : ++++
« Agglutination forte : + + +
« Agglutination moyenne : + +

« Absence d’Agglutination : -

2. Précipitation au sulfate d’ammonium :

Cing fractions sont obtenues par précipitation au sulfate d’ammonium. De 40 a 70%
de saturation de sulfate d’ammonium, de tres fortes agglutinations sont obtenues. De

80% a 95% I’activité est devenue tres faible. (Tableau VII).
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Tableau VII : Agglutination des fractions obtenues par précipitation au sulfate

d’ammonium
Pourcentage de saturation
Lectines e eir s .
de Activité hémagglutinante
Sulfate d’ammonium
Fraction 1 40% +++
Fraction 2 60% +++
Fraction 3 70% +++
Fraction 4 80% +
Fraction 5 95% +
Légende :

+ Agglutination forte= +++

« Agglutination faible= +

I1.3 Activité hémagglutinante des différents lyophilisats :

1. L’extrait Brut :
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L’activité la plus élevée est visible a la dilution de 1000pg/ml et la plus faible a partir
de 62,5ng/ml (Tableau VIII)

2. Les fractions obtenues par filtration sur gels :

Pour la fraction 1 (F1), I’activité la plus élevée est visible a la dilution de 1000pg/ml
et la plus faible a partir de 62,5pug /ml (Tableau VIII).

Pour la fraction (F2), I’activité la plus élevée est apparue a 1000pg/ml et la plus faible
jusqu'a 31,25 (Tableau VIII).

Tableau VIII : Agglutination des différentes dilutions de lyophilisats sur les hématies

du groupe A

Dilution pg /ml

Lyophilisats
1000 | 500 | 250 | 125 | 62,5 [31,25| 15,62 | 7,8 | 3,9

Extrait Brut | +++ | +++ | +++ | +++ ++ — _ _ _

Fraction1 +++ | | | ++ - - - -

Fraction 2 4+ |+ | A+ | A+ | ++ - - -

3. Les Fractions obtenues par précipitation au sulfate d’ammonium:

Aucune activité n’a été observée avec les lyophilisats des fractions protéiques.

I1.4 Résultat de ’Etude Comparative :

1. Activité hémagglutinante des extraits : (Tableau IX)
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Les extraits de lectine (1’extrait brut et les Fractions F1, F2) de Abrus precatorius ont
agglutiné partiellement toutes les hématies des autres groupes. Par contre toutes les

hématies du groupe A ont été entierement agglutinées.

Tableau IX : Résultat d’ Agglutination des extraits

Dilution 62,5pg /ml 62,5pg /ml 31,25pg /ml
(Extrait brut) (Fractionl) (Fraction2)
A + + +
B +/- +/- +/-
AB +/- +/- +/-
0] +/- +/- +/-

Légende :
« Agglutination Totale : +

- Agglutination partielle : + /-

2. Agglutination des Réactifs d’anticorps monoclonaux et des lectines de

Dolichos biflorus et de Ulex europaeus sur les hématies : (Tableau X)

« L’Anti-A a agglutiné 29% des hématies du groupe A, dont 25% du sous
groupe A1l agglutiné par I’Anti -A1 et 4% du sous groupe A2 agglutiné par I’
Anti-H.

« L’Anti-B a agglutiné 19% des hématies du groupe B, dont I’Anti-H 6%,
I’Anti-A1 0% et I’ Anti-AB 19%.
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« L’Anti-AB a agglutiné 4% des hématies du groupe AB, 29% du groupe A et

19% du groupe B.

L’Anti-H et I’Anti-A1 n’ont eu aucune action sur AB.

« L’Anti-H a agglutiné 48% des hématies du groupe O et les autres réactifs n’ont

eu aucune action sur O.

Tableau X : Résultat d’ Agglutination

\@:ﬁs ANTI-A1 ANTI-H ANTI-A ANTI-B ANTI-AB
Hémati
A (29%) 25% 4% 29% 0% 29%
B (19%) 0% 6% 0% 19% 19%
AB (4%) 0% 0% 4% 4% 4%
O (48%) 0% 48% 0% 0% 0%

II1. Commentaires et Discussion :

Notre étude portait sur 1’évaluation de I’activité hémagglutinante des lectines des

plantes, entreprise par le Département de Médecine traditionnelle. Le travail était la

suite de celui effectué par ALI en 2006 sur quatre plantes dont la notre : les graines

de Abrus precatorius

Pour optimiser I’extraction de nos lectines afin d’améliorer 1’effet agglutinant des

extraits, nous avions procédé a un concassage des graines de Abrus precatorius pour

obtenir les amandes qui constituent la partie la plus riche en lectines (Jaffe W.G 1980 ;
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Mialonier et coll.,, 1973). L’extrait brut aqueux obtenu a donné une agglutination
totale des hématies du groupe A et partielle des autres groupes, apres 2mn
d’incubation. L’activité hémagglutinante des lectines de Abrus precatorius obtenue

est comparable a celle observé par Ali (2006) et Doumbia (2005) au DMT.

Dans le but d’éliminer les impuretés afin d’améliorer 1’activité hémagglutinante de
I’extrait brut, nous avions procédé a la purification par filtration sur gel et par
précipitation au sulfate d’ammonium : La filtration sur gel a donné deux fractions
actives (F1 et F2) a fortes agglutinations tandis que la précipitation au sulfate
d’ammonium a donné trois fractions de fortes agglutinations de 40 a 70 % de
saturation. L’activité hémagglutinante de ces fractions est moindre par rapport a
I’extrait brut. Cette différence d’activité est certainement due au faite que les fractions
purifiées sont les diluat de I’extrait brut.

Nous avions procédé a la lyophilisation de 1’extrait brut et des fractions pour connaitre
leur concentration minimale active et aussi pour éviter leur détérioration lors de la
conservation. Les lyophilisats de 1’extrait brut et des fractions let 2 obtenues par
filtration sur gel ont donné leurs plus fortes agglutinations a la méme concentration
soit 1000pg/ml et des faibles agglutinations a des concentrations différentes :
62,5pg/ml  pour I’extrait brut et la fraction 1 et 31,25pg/ml pour la fraction 2. En
comparaison avec les résultats d’ALI (2006), qui a obtenu la plus forte agglutination a
3900pg/ml et la plus faible a 44pg/ml des lyophilisats. Nous pouvons affirmer que la
purification des extraits a améliorée leurs activités.

Les lyophilisats des fractions obtenues par fractionnement protéiques n’ont donné
aucune agglutination.

Par ailleurs, nous avons constaté que les extraits aqueux sont plus actifs que les
lyophilisats, car ils agglutinent les hématies en méme temps que les anticorps

monoclonaux en moins de 2 minutes d’incubation. Parmi les extraits aqueux, c’est
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I’extrait brut qui a donné une agglutination totale par rapport aux fractions, cela

pourrait s’expliqué par sa forte concentration en lectine.

En comparaison avec les anticorps monoclonaux, les lectines de Abrus precatorius
ont faiblement agglutiné toutes les hématies du groupe A aprés 15 minutes
d’incubation par rapport a I’anti-A qui a donné des agglutinations plus ou moins forte
aprés 2mn d’incubation. La différence de temps et de degré d’agglutination est
certainement due a la faible concentration utilisée : 62,5 pg/ml pour I’extrait brut et la
fraction 1 et de 31,25 pg/ml pour la fraction 2 de nos extraits en lectines.

Par rapport aux lectines de Dolichos biflorus et d’Ulex europaeus, les lectines de
Abrus precatorius n’ont montré aucune capacité a distinguer les hématies du groupe A
en sous groupe Al et A2.

L’anti-H (Ulex europaeus) a agglutiné toutes les hématies du groupe O sans exception
et certaines hématies du groupe A. Celles-ci constituent les hématies du sous groupe
A2. Les études ont montrées que le taux de prévalence dans la population du groupe
A est de 22% pour A2 et 78% pour Al. L’anti-H a également agglutiné quelques
hématies du groupe B et aucunes hématies du groupe AB dans nos échantillons.

Les hématies du groupe A ayant donné une agglutination positive avec les lectines du
Dolichos biflorus (anti-A1) sont du sous groupe Al. Nous avons constaté que dans
nos échantillons qu’il y’a plus de A1 que de A2 cela nous met en parfait accord avec

la prévalence plus élevée de A1 dans la population de A que A2.

Les lectines de Abrus precatorius ont confirmé le pouvoir polyagglutinante des
lectines en générale car au cours de 1’échantillonnage nous avons constaté que les
autres groupes ont été plus ou moins faiblement agglutinés. Notre étude a montré que
I’activité polyagglutinante des lectines peut étre résolue en utilisant que les extraits

aqueux et en procédant a la lecture des résultats en moins de 5mn d’incubation. Nos
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résultats suggerent qu’au dela de ce temps les lectines d’Abrus precatorius réagissent

aussi avec les autres groupes sanguins.

IV. Conclusion et Recommandations :

Conclusion :

La présente étude montre que les lectines isolées des graines de Abrus precatorius
agglutinent fortement les hématies du groupe A par rapport aux autres groupes

sanguins.
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Les lectines de Abrus precatorius comparées aux anticorps monoclonaux ont eu les
mémes pouvoirs et degré d’agglutinations avec les méme temps d’incubations. Des
degrés d’agglutination nettement supérieurs a celui des lectines du Dolichos biflorus
(Anti-A1l) et Ulex europaeus (AntiA2) ont été observés sans pour autant permettre de
différencier les sous groupes Al et A2.

Les lectines de Abrus precatorius pourraient étres des lectines ayant une spécificité
GalNACc a condition de procéder a la lecture des tests en 2 minutes d’incubation sinon
dépassé ce temps d’autres groupes réagissent en provoquant ainsi une
polyagglutination.

Les lectines de Abrus precatorius étant des molécules multivalentes et a plusieurs
agglutinines, il serait envisageable soit d’isoler 1’agglutinine responsable de la
spécificité aux hématies A soit d’inhiber les sucres qui sont moins spécifique pour
élucider la polyagglutination.

L’amélioration de la qualité de 1’extraction et la purification peut faire des lectines
de Abrus precatorius des réactifs de groupage d’origines végétales aux mémes titre
que celles de Dolichos biflorius et de Ulex europaeus et étre ainsi utilisé par les

centres spécialiseés.

Recommandations :
Au DMT
De poursuivre les investigations sur les graines de Abrus precatorius.L
« Ajouter de I’albumine pour tenter de baisser la concentration de 1’extrait brut

afin qu’il soit moins discriminant que 1’extrait purifié.
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« Améliorer les résultats par des artifices techniques afin d’en élaborer un

réactif.
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Photos :

Photo 1 :

s | } } }

1 : Agglutination totale provoquée par I'extrait brut non purifié sur le groupe
A

2 : Agglutination totale provoquée par I'anti-A sur le groupe A

3: Agglutination faible provoquée par I'extrait brut a 62,5 pg/ml sur le

groupe A
4 : Agglutination faible provoquée par la fraction 1 a 62,5 ug/ml sur le
groupe A
5: Agglutination faible provoquée par la fraction 2 a 31,25 pg/ml sur le
groupe A
Photo 2 :
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: Agglutination forte provoquée par |'extrait brut non purifié sur A

: Agglutination totale provoquée par I'anti-Al sur A

: Agglutination faible provoquée par I'anti-H sur A

: Faible agglutination provoquée par I'extrait brut a 62,5 ug/ml sur A
: Faible agglutination provoquée par la fraction 1 a 62,5 pug/ml sur A

S O A W NP

: Faible agglutination provoquée par la fraction 2 a 31,25 pg/ml sur A

Photo 3 : activité de |'extrait brut sur les différents groupes sanguins
1 2 3

: l i l

1 : Forte agglutination provoquée par I'extrait brut non purifié sur le groupe
A
2 : Forte agglutination provoquée par I'extrait brut non purifié sur le groupe
B
3

: Faible agglutination provoquée par I'extrait brut non purifié sur le groupe
AB
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4 : Faible agglutination provoquée par |'extrait brut non purifié sur le groupe
0

Photo 4 : Les différents types d’'agglutinations
1 2

3 v v '

1: Agglutination totale 2 : Agglutination forte 3:
Agglutination faible

4 : Absence d’agglutination
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Photo 5 : Agglutination des différents groupes par I'extrait brut (Eb) , et la
fraction 1 (F1) dosée a 62,5ug/ml et de la fraction 2 (F2) dosé a 31,25 apres
15 minutes d’incubation

Photo 6: Agglutination des différents groupes par I'extrait brut (Eb) et la
fraction 1 dosés a 62,5ug/ml et de la fraction 2 dosée a 31,25ug/ml apres 30

minutes d’incubation.
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Photo 7: Activité des lectines anti-Al; anti-H et des anticorps
monoclonaux a anti-A ; anti-B ; anti-AB sur |es groupeg sanguins A, B, AB et
0.
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Photo 8 : Activité des lectines anti-Al, anti-H et I'extrait brut (Eb) et la
fraction 1 dosés a 62,5ug/ml et de la fraction 2 dosée a 31,25ug/ml.
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Photo 9 : Activité de I'extrait brut non purifié sur le groupe A en une minute
d’incubation.

Fiche Signalétique:

Nom : Ramata
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Prénom : NADIO

Titre dela These:  Etude de I’activité Hémagglutinante des lectines isolées de la

graine d’Abrus precatorius

Année : 2009-2010

Ville de soutenance : Bamako

Pays d’origine : Mali

Lieu de dépot : Bibliotheque Faculté de médecine, de Pharmacie et d’onto-
stomalogie

Secteur d’intéreét : Immunologie, Hématologie, Phytochimie

RESUME :

Abrus precatorius est une liane de la famille des l1égumineuses trés répandue dans les
régions tropicales comme le Mali. Les lectines extraites de ces graines ont donné une
forte sélectivité et activités hémagglutinante sur les hématies du groupe A.

La purification par filtration sur gel suivit de la dialyse a efficacement amélioré la
qualité de nos extraits. Ce qui fait que la derniéere fraction purifiée a été active a une
concentration proche de celle de Dolichos biflorus.

Sur 100 échantillons d’hématies choisie au hasard, ont été opérés des tests avec nos
trois extraits ; les anticorps monoclonaux Anti-A ; Anti-B ; Anti AB et les lectines du
Dolichos biflorus (Anti-A1l) et Ulex europaeus (Anti-A2). Ces tests nous ont permis
de constater que les extraits de Abrus precatorius ont les mémes pouvoirs et degré
d’activité que les anticorps monoclonaux avec les mémes durées d’incubations de 2
minutes. Lorsqu’on dépasse les 2 minutes d’incubation, les autres hématies ont été
agglutinées provoquant ainsi une polyagglutination. Les extraits n’ont montré aucune
capacité a distinguer le groupe A en sous groupe Alet A2 puisqu’ils ont agglutiné les
hématies A aux mémes degrés.

Mots-clés : Abrus precatorius, Lectines, Hématies humaines, Hémagglutination,

Purification
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