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I N T R O D U C T I O N  

Les lectines, protéines ou glycoprotéines qui réagissent et se 

lient aux glycoconjugués des sufaces cellulaires et qui, dans cer- 

taines cas provoquent l'agglutination des cellules, se retrouvent 

dans pratiquement tous les organismes vivants. Les lectines les 

plus faniliéres et les mieux aaracterisées .du point de vue de la 

structure chimique et des propriétées de reconaissance des sucres 

sontcelles extraites de plantes, connues aussi sous le nom de phy- 

toagglutinines, phytohémagglutinines ou hémagglutinines. les lec- 

tines des plantes ont été étudiées exhaustivement du fait de la 

grande varieté de leurs activités biologiques et chimiques; elles 

sont utilisées comme r6actifs biologiques en biologie cellulaire, 

moléculaire et pour le diagnostic clinique. 

En particulier, elles sont d'une grande utilité dans l'étude des 

substances à activité de groupe sanguin, la détermination des grou- 

pes sanguins et l'6tude des mécanismes de la réponse immune . 

agissant de manière spécifique sur les cellules impliquées dans la 

réponse à médiation cellulaire, la phagocytose, et provoquant la 

transformation blastique des lymphocytes. 

Mais si' toutes ces proprkétés ont provoqué Un grand intérét pour 



ces protéines, l'observation de la capacité de certaines lectines 

de reconnaïtre de façon spécifique les cellules tumorales en font 

des outils précieux pour identifier les changements de l'architec- 

ture de la surface des cellules ayant subies une transformation ma- 

ligne et pour étudier les modifications des structures glycanni- 

ques de la surface des cellules s o u m i ~ à  un processus de différen- 

tiation. 

GénCralement .l'étude des lectines peut &re divisée en deux parties 

principales : 

a) la caractérisation des propriétes chimiques et biochimiques de 

ces protéines in vitro, 

b) l'étude des fonctions biologiques in vivo. 

Notre travail a consisté à identifier de nouvelles lectines 

au niveau de deux espèces végétales représentatives de la flore ne- 

xicaine typique: les cactus et les amaranthacées. Nous avons pris 

comme exemple le cactus Machaerocereus eruca et les graines de e- 
ranthus leucocarpus ( sin. hypocondriacus ) .  Nous avons effectué 

leur caractérisation chimique, etétudie leur spécificité vis a 

vis de structures glycanniques. 

Cetteétude est réalisée dans un double but: 

- l'identification de nouvelles sources de lectines, 
- l'utilisation potentrelle de ces produits comme réactifs biologi- 
quesqui pemettrait l'exploitation de ces végétaux qui jusqu'à 



maintenant, n ' o n t  é t é  u t i l i s é s  que comme éléments décora t i f s  e t  q u i  

représentent  l ' e spéce  l a  p lus  abondante de l a  f l o r e  déser t ique  ou 

dans l e  cas des qra ines  dvl\maranthus leucocarpus, qu i  malgré l e u r  

p o t e n t i e l  n u t r i t i f  ne son t  u t i l i s é e s  que pour l a  confect ion de 

c e r t a i n s  gateaux mexicains tvpiques. 

Nous décrirons successivement l e s  t ravaux r é a l i s é s  pour i d e n t i f i e r  

des l e c t i n e s  dans ce r t a ines  v a r i é t é e s  de cac tus  l e s  ' 

études ef fec tuées  s u r  l a  l e c t i n e  du Machaerocereus eruca,  s a  pur i -  

f i c a t i o n ,  s a  c a r a c t é r i s a t i o n  physicocchimique, l ' é t u d e  de l a  spéci-  

f i c i t é  de c e t t e  l e c t i n e  a i n s i  que l ' i so lement ,  l a  c a r a c t é r i s a t i o n  

physicwhimique e t  l a  s p é c i f i c i t é  de l a  l e c t i n e  d'. Amaranthus leu- 

cocarpus . 

Nous avons f a i t  précédér l 'exposé de nos travaux pa r  un chap i t r e  

de g é n é r a l i t é s  où sont  résumées l e s  connaissances a c t u e l l e s  s u r  les 

l e c t i n e s :  l e u r  h i s t o i r e ,  l e u r  d é f i n i t i o n ,  l e u r  s p é c i f i c i t é ,  l e u r  

a c t i v i t é  biologique,  l e s  méthodes de reconnaisance e t  de pur i f i ca -  

t i o n ,  l e u r  r ô l e  biologique dans l e s  p l a n t e s ,  e t c .  

Notre t r a v a i l  s u r  l e s  l e c t i n e s  a f a i t  l ' o b j e t  des publ ica t ions  s-ui- 

vantes : 

- STUDIES ON THE SUGAR SPECIFTCITY OF Machaerocereus eruca ISOLEC- 

TINS In: Lec t ins ,  Biology-Biochemistry-Clinical Chemistry, Vol 5 ,  

T.  C. Bog-Hansen and E .  Van Driessche ( eds. ) ,  de Gruyter,  Ber- 



lin, 1986, p. 147-154. 

- ISOLATION, PURIFICATION AND PARTIAL CHARACTERIZATION OF TWO LEC- 

TINS FROM Machaerocereus eruca. 

En préparation. 





HISTORIQUE. 

C'est en 1888 que H. Stillmark travaillant alors sur l'étude de 

certaines graines qui empoisonnaient le bétail, montra que les ex- 

traits d'huile de Ricinus cornmunis étaient capables d'agglutiner 

les globules rouges de certaines animaux ( Stillmark, 1888 ) .  Ces 

observations ont été confirmées quelques années plus tard quand R. 

Kobert relata- également ce type d'activité dans les extraits d'riu- 

tres plantes fortement toxiques, Croton tiglium et Abrus precato-- 

rius, ( Kobert, 1906 ) .  A cette époque, Paul Ehrlich avait montré 

que la ricine ( nom donné à l'extrait de Rjlcinus cornmunis ) n'é- - 

tait pas seulement toxique et capable d'agglutiner les hématies,inais 

était aussi untréSbon antigéne et, pour cette raison, il l'utili- 

sait comme modèle dans son travail fondamental sur la tolérance im- 

munitaire ( Ehrlich, 1902 ) . 

Dans un premier temps, on considérait que l'activité toxique de 

ces plantes était le résultat de l'activité hémagglutinante mais 

Karl Landstainer mit en évidence que les deux activités pouvaient 

être portées par des substances différentes. En effet, il caracté- 

risa la présence d'une activité agglutinante dans les extraits 



d ' a u t r e s  p l a n t e s  non toxiques.  ( Lands ta iner  e t  Raubitscheck,l908) 

Dés l e u r  découverte ,ces  substances o n t  t rouvé  une app l i ca t ion  comme 

modéle d  'é tude de l a  réponse 'imm;1ne. . En e f f e t ,  l e u r  prépara-  

t i o n  p o s a i t  re la t ivement  moins de d i f f i c u l t é s  que c e l l e  des  t ox i -  

nes bac tér iènnes  u t i l i s é e s  dans un b u t  s i m i l a i r e .  Cependant au 

f u r  e t  à mesure de l a  mise au  p o i n t  des  techniques de p répa ra t ion  

de ces  tox ines  bac t é r i ennes ,  l ' é t u d e  e t  l ' u t i l i s a t i o n  des a g g l u t i -  

n ines  végé ta l e s  tombaient en  désuétude e t  c e c i  malgré l e s  observa- 

t i o n s  i n i t i a l e s  de Stil lmarlc s u r  l a  p r o p r i é t é  de l ' e x t r a i t  de Rici- - 
nus d ' a g g l u t i n e r  de  manière s é l e c t i v e  les g lobules  rouges de cer-- - 
t a i n e s  espèces animales.  ( St i l lmark ,  1888 ) .  

Après l a  découverte  de l a  r i c i n e ,  p l u s i e u r s  e x t r a i t s  de p l a n t e s  

ont  é t é  t e s t é s  a f i n  d ' y  rechercher  une a c t - i v i t é  hémagglutinante. 

La première a g g l u t i n i n e  p u r i f i é e  a é t é  l a  Concanavaline A ( Con A ) ,  

i s o l é e  d'une légumineuse: Cannavalia ens i fo rmis ,  e t c r i s t a l l i s é e p a r  

Sumner e n  1919 ( Summer, 1919 ) .  Sumner e t  Howell ( 1936 ) o n t  éga- 

lement observé que l a  Con A é t a i t  capable  de r é a g i r  avec l e  glyco- 

gene. Cet te  observa t ion  f u t  l a  premisre  montrant que l'hén-iaggluti- 

na t ion  pouvai t  ê t r e  l a  conséquence d 'une  i n t e r a c t i o n  avec l e s  scL- 

c r e s  p ré sen t s  s u r  l a  su r f ace  c e l l u l a i r e .  

Cet te  p r o p r i é t é  hémagglutinante f u t  p a r  l a  s u i t e  c a r a c t é r i s é e  dans 

d i f f é r e n t e s  a u t r e s  g ra ines  t e l l e s  que l a  l e n t i l l e , l e n s  c u l i n a r i s  

e t  l e  h a r i c o t  rouge, Phaseolus v u l g a r i s  ( Rigas e t  a l ;  1955 ) .  En 



1948,les agglutinines trouvèrent une application scientifique et 

commerciqle dans le domaine biomédical avec la découverte d'extraits 

possèdant une spécificité de groupe sanguin humain ( Renkonen, 

1948 1. En effet,il fut montré que des extraits de haricots de li- 

ma, Phaseolus limmensis et de féve; Vicia cracca, étaient capables 

de reconnaitre et d'agglutiner de façon spécifique les globules 

rouges des individus de groupe sanguin A, alors que les cellules 

des individus de groupe B ou O ( H ) n'étaient pas agglutinées. 

Les extraits de Cytisus sessifolius, Laburnum alpinum et Lotus te- 

tragonobulus ; par contre, étaient capables de reconnaitre préfé- 

rentiellement les globules rouges de groupe O plutôt que les grou- 

pes B ou A ( Sharon et Lis, 1972 ) .  

Ces découvertes, indiquant une spécificité relativement étroite des 

agglutinines, ont relancé l'interêt pour ces substances et le ter- 

me d'hémagglutinine ou plutot phytohSmagglutinine, qui les désignait 

'a Sté remplacé par le terme de lectine ( du Latin "legere": élire 

ou choisir ) , proposé par Boyd et Sharpleigh ( 1954 1 .  

DEFINITION DES LECTINES 

Engénéra1,la définition des lectines avait considéré ces molécu* 

les comme exclusives du Régne Végétal, d'où leur nom de phytoagglu- 

tinines, phytohémagglutinines ou agglutinines ( Lis et Sharon, . 

1973 ) .  Cependant,la mise en évidence de ce type de macromolécules 



de nature protéinique dans d'autres organismes vivants: bactéries 

( Neter, 1956; Gilboa-Garber, 1972 1; animaux vertébrés (Prokop et 

al, 1967; Stockert, 1974 et invert@brés(Prokop et al, 1965; - - - 
Hammarstrom et Kabat, 1965 1 ,  possédant la propriété de réagir de 

fa~on spécifique avec des résidus oligosaccharidiques nécessi- 

ta l'élaboration d'une définition qui excluait dans cette catégo- 

rie d'autres substances,également capables de rGagir aves des oli- 

gosaccharides. En 1980, (  Goldstein et al, 1980 ),les lectines ont 

été définies comme "des protéines ou glycoprotéines qui ne sont 

pas synthétisées par le système immunitaire) capables de réagir -- 
avec les sucres sans les modifier et de plus, capables d'aggluti-- 

ner des cellules et de précipiter les glycoconjugués". Cette dé£$- 

nition a été adoptée en 1981 par le Comité International de Nomen- 

clature en Biochimie ( Nomenclature Cornmitee of I.U.B. and 1.U.B.- 

I.U.P.A.C., Joint Cornmissionon Biochemical Nomenclature, 1981 ) .  

- 

Dans cette définitionsant été Eliminées toutes les protèines capa- 

bles aussi de réagir avec les sucres telles que les enzymes, les subs- 

tances de transport, les hormones, les toxines et les immunoglobu- 

lines. D'autres propriétés biologiques des lectines sont résumées 

dans le tableau No: 1. IL est important de remarquer que la quasi 

totalité de ces activités ont comme dénominateur commun la reconnais- 

sance d'un récepteur oligosaccharidique qui, comme nous le verrons 

plus tard, déclenche différents processus biologiques. 



T A B L E A U  1 

EFFETS BIOLOGIQUES DES LECTINES 
+ 

1. AGGLUTINATION DES GLOBULES ROUGES ET AUTRES TYPES DE CELLULES 

2. STIMULATION MITOGENIQUE DES LYMPHOCYTES 

3. INHIBITION DES PHAGOCYTOSES 

4. EFFETS IMMUNOSUPPRESSEURS 

5. TOXICITE 

6. INHIBITION DE LA CROISSANCE DES CELLULES TUMOFUGES 

7. INHIBITION DE LA MIGRATION DES CELLULES TUMORALES 

8. INDUCTION DE LA SECRETION D'INSULINEPAR LES CELLULES PANCREATIQUES 

10. INHIBITION DE LA CROISSANCE DE CHAMPIGNONS. 

+ 
Lis et Sharon, 1977; 



SPECTFICITE DES LECTINES 

A. SPECIFICITE SEROLOGIOUE. 

Aprés l'observation faite par Stillmark( 1888 ) de l'activité 

agglutinante de la ricine vis à vis de globules rouges de plusieurs 

espèces animales, confirmée plus tard par Landstainer et Raubishek 

( 1908 1 ,  la recherche de lectines capables d'agglutiner un seul 

groupe sanguin, donc sérologiquement spécifique, était initiée. Catte 

étude a permis de réunir des informations sur l'activité 

agglutinante de quelques centaines ( ou plutôt milliers ) d'ex- 

traits de plantes de plusieurs genres, espéces et variétés. En gé- 

néra1,les lectines trouvées ne sont pas sérologiquement spécifiques 

car elles agglutinent les hématies humaines sans distinction de 

groupe, et dans certain cas, sont capables de reagir et de préci- 

piter des substances solubles possédant une activité de groupe san- 

guin ( telles que les antigénes de sécrètion ) ( ~akela, 1957; To- 

biska, 1964; Bird, 1959; Boyd, 1963; Sharon et Lis, 1972 1 .  

Certaines lectines, cependant, présentent une spécificité pour les 

hématies du groupe A ou O ( H ) ,  mais il . existe peu d'exemples 

connus de lectines capables de réagir d'une façon spécifique avec 

les hématies du groupe B, mise à part la lectine de Bandereia sim- - 



plicifolia, capable de reconnaitre les groupes A et B. Dans ce cas 

particulier, le fait que les hématies du groupe B solent aggluti- 

nées plus fortement ( Murphy et Goldstein, 1977 ) a permis de montrer 

qu'il s'agissait d'un m6lange de deux isolectines ayant chacune une 

sp6cificité dirigée vers ungroupesanguin ( Bird,1959 ) .  Générale- 

ment, les lectines possédant une spécificité de groupe sanguin-re- 

connaissent le ou les sucres qui forment la partie active du dé- 

terminant antigénique du groupe sanguin ( Watkins et Morgan,1952 ) .  

Par exemple, les lectines spécifiques du groupe sanguin A réagissent 

avec la N-acétyl-D-galactosamine et ses dérivés glycosidiques alors 

que les lectines spécifiques du groupe sanguin O (Hl réagissent pré- 

férenciellement avec le L-fucose ( Goldsteh et Hayes,1978; Sharon 

et Lis, 1972 ) .  Bien que de nombreuses lectines isolées n'aient pas 

de spécificité sérologique, la plupart posséde une sijécificité pour 

des résidus monosaccharidiques ( Mâkela,1957; Tobiska, 1964 ) .  Dans 

ce cas, on parle de spécificité chimique et, comme nous verrons dans 

le chapitre suivant, les lectines sont capables de reconnaitre d'au- 

tres structures contenant le résidu de sucre qui leur est spézifique. 

Les exemples les plus connus sont ceux de la lectine de soja (Lis et - 
alr1970),de la ConA (Goldstein et So,1965; So et Goldstein,l968; Golds- - 
tein,1976) et de la lectine de lentille( Debray et a1,1981; Kornfeld et -- - 
al, 1981); ces lectines sont capables de reconnaitre des structures bien - 
déterminées mais sont également capables de reconnaitre les hématies 

haines sans distinction de groupe. La complexité exis- 



t a n t  e n t r e  l a  s a é c i f i c i t é  s é ro loa i aue  des  l e c t i n e s  e t  l a  na tu re  

chimiaue de l e u r s  r éce3 teu r s  c e l l u l a i r e s  e s t  encore p lus  év idente  

quand l e s  hématies s o n t  soumises à l ' a c t i o n  des  enzymes p r o t é o l y t i -  

ques t e l l e s  que l a  pronase,  l a  t r y p s i n e  ou la  papaïne ( Makela, 

1957; Pardoe e t  a1,1970 1 .  Dans l e  ca s  de l a  l e c t i n e  de s o j a ,  p a r  -- 

exemple, l e s  hériiaties t r a i t é e s  avec des  enzymes p r o t é o l y t i q u e s  s o n t  

agg lu t inées  p a r  des  concen t r a t ions  200 f o i s  p l u s  f a i b l e s  e n  l e c t i n e  

que l e s  hématies  non t r a i t é e s  ( L i s  e t  a l ,  1970 ) .  

Ce phénomène p o u r r a i t  s ' e x p l i q u e r  p a r  l e  démasquage de c e r t a i n s  si- 

t e s  r écep teu r s  de l a  l e c t i n e  sous l ' e f f e t  du t r a i t emen t  p r o t é o l y t i -  

que. DJau t r e s  exemples on t  é t é  p u b l i é s  ( Gordon, 1972; Inba r  e t  

Sachs, 1969; Se l a  -- e t  a l ,  . 1970 ) , m a i s  c e r t a i n e s  expériences e f f ec -  

t u é e s  à l ' a i d e  de l e c t i n e s  r a d i o a c t i v e s  montrent que l e s  c e l l u l e s  

n a t i v e s  e t  les c e l l u l e s  t r a i t é e s  p a r  l e s  enzymes p ro t éo lg t iques  

possédent  envi ron  l e  même nombre de s i t e s  r écep teu r s  pour  ce s  l e c -  

t i n e s  ( I n b a r ,  127.1; Ozanne et Sambrook, 1971 1 .  Pour c e t t e  ra i son)  

on cons idère .  actuel lement  que l 'augmentat ion de l ' a g g l u t i n a b i l i -  

t é  c e l l u l a i r e  e s t  provoquée par  des  modifications dans l a  d i s t r i b u -  

t i o n  topographique des r écep teu r s  à l a  su r f ace  c e l l u l a i r e  e t  par  

des  modi f ica t ions  de l a  f l u i d i t é  de l a  membrane q u i  permet ten t  l e  

regroupement des  r écep teu r s  à l ' u n  des  pô le s  de l a  c e l l u l e  ( connu 

sous l e  nom de phénomène de p o l a r i s a t i o n  des récepteurs  ) ( Nicol- 

son ,  1971 ) . D' a u t r e  p a r t ,  l e s  observa t ions  pub l i ée s  p a r  Krüpe ( 

1954 ) e t  Makela ( 1957 ) s u r  des  l e c t i n e s  ayant  besoin de c e r t a i n s  

a d d i t i  f s ( comme 1 'albumine ou le  polvé thylène  - g lyco l )  pour  r é u s s i r  



à provoquer l'agglutination, ont été expliquées plus tard par Po- 

llack et Heckel ( 1977 ) ,  qui ont montré que ces additifs neutrali- 

sent en partie la charge électrique de la surface cellulaire qui 

empeche le rapprochement des cellules du fait des répulsions élec- 

trostatiques. 

Certaines lectines ne sont àctives qu ' en présence d ' ions métalli- 

ques agissant comme cofacteurs, et qui provoquent la mise en confor- 

mation du site récepteur de la lectine ( Hardmann, 1979; Kalb et 

Levitzki, 1968 ) .  Dans le tableau II sont présentés quelques exem- 

ples de lectines possédant une spécificité sérologique. 

B. SPECIFICITE CHIMIQUE: SPECIFICITE DES LECTINES POUR LES SUCRES. 

Les observations faites sur la Con A, capable de prgcipiter le gly- 

cogène en solution et dont l'activité hémagglutinante est aussi 

inhibéé par ce sucre ( Sumner et Howell, 1936 )avai.e'nts~ggéré que 

l'interaction des lectines avec les hématies se faisait par la re- 

connaisçaace des résidus saccharidiques de la membrane érythrocy- 

taire. L'inhibition des lect2nes par des sucres simples fut décri- 

te pour la première fois par Watkins et Morgan ( 1952 ) . Leurs ob- 

servations ont été confirmées plus tard par Krüpe ( 1956 ) qui étu- 

diait les effets de 23 oligosaccharides de faible masse moléculaire 

sur l'action des lectines et qui montra qu'un certain nombre de 

lectines une speckficité sérologique présentait également 



T A B L E A U  II 

LECTINES POSSEDANT UNE SPECIFICITE SEROLOGIQUE 

LECTINE ANTIGENE DE GROUPE 

SANGUIN HUMAIN 

Phaseolus l imensis  A 

Phaseolus lunatus A 

Vicia peregr ina  A 

Vicia cracca A 

Vicia v i l l o s a  

Dolichos b i f l o r u s  
A1'A2 

Cro ta la r i a  f u l c a t a  A 

Cro ta la r i a  aegyptiaca A 

Lathyrus s y l v e s t r i s  A 

Hyptis suaveolens A 

Clitocybe nebu la r i s  A 

Sophora j aponica 

Coronil la  v a r i a  

Calpurina aurea A+B 

Cro to la r i a  usaraemonsiç A+B 

Crotolar ia  s t r i a t a  A+B 

Bandereia s i m p l i c i f o l f a  A+B 

Caragena f r u t e x  var. l a t i f o l i a  B 

Bandereia s i m p l i c i f o l i a  B .. -, 

Marasmus or iades  B 



T A B L E A U  II 

LECTINES POSSEDANT UNE SPECIFICITE SEROLOGIQUE ( s u i t e  ) 

LECTINE 
ANTIGENE DE GROUPE 

SANGUIN HUMAIN 

Polyporus famentar ius  B 

Cyt i ssus  s e s s i l i f o l i u ç  H 

Laburnum alpinum H 

Lotus te t ragonobulus  H 

Tetragonobulus purpureus H 

Ulex europeus H 

Ononis sp inosa  H 

Xylar ia  polymorpha M 

Vicia  graminea N 

Bauhinia purpurea 
- 
Arachis hypogaea 



une spécificité pour des sucres simples, alors que pour des lecti- 

nes non sérologiquement spécifiques, la spécificité pour des sucres 

était moins étroite, c'est à dire qu'il existait plus d'un sucre 

capable de s'associer avec ces lectines. 

Dans l'intéressant travail publié par Mâkela ( 1957 ) qui etudiait 

la spézificité sérologique de 52 lectines de légumineuses, 1'utili.- 

sation de différents sucres dans le but d'inhiber l'activité agglu- 

tinante vis à vis d'hématies humaines et de diffèrent.esp6ces ani- 

males, permit de montrer qu'en général, les lectines reconnaissent 

les sucres en configuration pyranique, et il a proposé une classifi- 

cation de ces aldopyranoses en quatre groupes d'inhibiteurs en fonc- 

tion de la configuration des carbones 3 et 4 ( figure 1 ) .  Sur la 

base de cetteclassificationà l'exception du groupe IV dans .tequel 

le D-idose, le D-gulose et le L-xylose et pour -lequel aucune lecti- 

n'a été caracterisée, quelques exemples ont été donnés: la lectine 

de Lotus tetragonobulus ( Morgan et Watkins, 1953 ) et Ulex euro- -- 
peus ( Matsumoto et Osawa, 1971 )sont inhibés pour les sucres du - 
groupe 1 ( L-fucose ) ;  les lectines de Sophora japonica ( Krüpe, - 
1956 ) ,  Ricinus cornmunis ( Krüpe, 1956; Nicolson et Blaustein, 1972) 

et Bandereia simplicifolia 1 ( Goldstein et Hayes, 1978 ) sont inhi- 

bées par les sucres du groupe II, et les sucres du groupe III inhi- 

bent les lectines spécificiques du mannose et du glucose comme Lens 

culinaris ( Young et al, 1972 ) ou Pisum sativum ( Mâkela, 1959 ) .  

Cependantll'utilisation de cette classification reste limitée du 

fait de l'existence de certaines lectines ne présentant pas de spé- 





c i f i c i t é  v i s  à v i s  de suc res  s i m ~ l e s  ( l e c t i n e s  considérées comme 

non-spécifiques ~ a r  Makela. 1957 ou encore ayant  o lus  d ' a f f i n i t é  

pour des rés idus  d i -ou- t r i sacchar id iqueç  que pour l e s  alkylglycosi-  

des, ce qu i  semble indiquer  que l e s  suc res  en p o s i t i o n  terminale 

non réduc t r i ce  pouvaient cont r ibuer  uniquement à l i e r  l a  l e c t i n e  

sur un complexe de suc res  ( Shankar e t  a l ,  1976 1 comme dans l e  

cas de l a  l e c t i n e  d e  cacahuste ( Pere i ra  e t  a1,1974 ) .  

Comme nous l ' avons  préalablement mentionné, l e s  l e c t i n e s  reconnnis- 

s e n t  l e s  sucres  dans l a  configurat ion pyranique, maïs, de p lus  

ce r t a ines  l e c t i n e s  o n t  une s p é c i f i c i t é  conf igura t ionneï iee t  pour des 

s t r u c t u r e s  bien dgf in ies .  Par exemple, au niveau du carbone 1 ,  l a  

Con A ou l a  l e c t i n e  de Lens c u l i n a r i s  o n t  une s p é c i f i c i t é  tr%s im-  - 
por tante  v i s  à v i s  des sucres  en conf igura t ion  anomérique e t  

son t  capables de reconnai t re  l e s  a mannosides. 

Inversement, d ' a u t r e s  l e c t i n e s  comme H e l i x  pomatia, sont  capables - 
-- 

de reconnai t re  l e s  formes anomériques a ou 8 (Sikder e t  a l ,  1983; 

Gallagher, 1984 1 avec pratiquement l a  même a f f i n i t é .  Certaines 

l e c t i n e s  comme l a  Con A son t  capables de reconnai t re  de p e t i t e s  va- 

r i a t i o n s  au niveau du carbone 2 ;  en e f f e t ,  l a  glucose est un inhi -  

b i t e u r  p lus  f a i b l e  p a r  rapport  au mannose q u i  inhibe l ' a c t i v i t é  de 

l a  l e c t i n e  à des concentra t ions  2Q f o i s  p l u s  f a i b l e s  que l e  glucose 

( Loontiens e t  -- a l ,  1975 ) .  Comme l ' a v a k t  remarqué MSkela (1957), 

de nombreux exemples indiquent  que l e s  l e c t i n e s  reconnaissent  des 

v a r i a t i o n s  s t r u c t u r a l e s  au niveau des carbones 3 e t  4 ,  ce q u i  per- 

met d ' a v o i r  des l e c t i n e s  spéci f iques  du galac tose  e t  de l a  N-acétyl- 



D-galactosamine ou du glucose et de la N-acétyl-D-qlucosamine. 

Dans d'autres cas, la présence d'un groupement acetamido au niveau 

du carbone 2 joue un rôle important dans le mécanisme de reconnais- 

sance. C'est en particulier le cas de la lectine de soja ( spéci- 

fique de la N-acétyl-D-galactosamine ) et de la lectine de germe de 

blé ( spécifique des résidus de N-acétyl-D-glucosamine comme le 

N-acétyl-chitobiose 1 .  Il existe également un petit groupe de 

lectines ( par exemple Ulex europeus 1 et l'agglutinine du sérum 

d'anguille qui présente une grande spéc2ficité pour un sucre de 

conformation L ( L-fucose 1 et qui ne sont pas inhibées par son é- 

nantiomère de conformation D ( Springer et al, 1964; Pereira et 

Kabat, 1974 1 ou ses méthylglycosides. 

Le meilleur exemple de lectsnes capables d'interagir avec l'acide siali- 

que est celui de la lectine de l'hémolymphe de Limulns polyphemus qui re- 

connait préférentiellement le dérivé glycolyl de l'acide sialique. 

Apparemment, la région acyclique de la molécule n'a aucune influence dans 

l'interaction avec la lect2ne ( Maget-Dana et a1,1981 ),dans certains -- 
cas, comme pour la lectine du germe de blé ( Gallagher -- et a1,1983; Mon- 

signy -- et al, 1980 ) le groupement N-acitylneuraminique permet l'inter- 

action de cette lectine avec des structures plus complexes renfer- 

mant ces résidus d'acide sialique. Des expériences d'inhibition 

d'hémagglutination ont permis également de mettre en évidence que 

l'interaction des lectines avec des glycoconjugués est dirigée vers 

desséquencest'rès spécifiques que l'on trouve dans des chaines oli- 

gosaccharidiques relativement complexes ( Debray et a1,1979; 1981; 



1983; Kornfeld et al, 1981; Gallagher, 1984). 

Le tableau III regroupe, titre d'exemple un certain nombre de 

lectines possédant à la fois une affinité pour des sucres simples 

et pour des structures oligosaccharidiques. Ce dernier type d'inter- 

action peut être le fait de deux mécanismes distincts: soit, dans 

le cas le plus simple, la lectine ne reconnait que l'un des consti- 

tuants monosaccharidiques de la chaine; soit, pour un deuxieme type 

de mécanisme, elle interagit simultan6rrienk avec plusieur~s mono- 

saccharides organisés dans une séquence parfaitement determinée. 

Dans le premier cas,llinhibition de l'activité de la lectine, peut 

être obtenue avec de faibles concentrations en sucres simples ( 

Con A, Lens, cacahuete ) mais dans le deuxième mécanisme, l'inhibi- 

tion de 1 'activité n'est possible qu'en prisence de fortes concentra- 

tions en sucres simples ou d'une façon effective, en utilisant des 

chaines oligosaccharidiques. L'un des meilleurs exemples est celui 

de la phytohémagglutinine de haricot rouge ( Phaseolus vulgaris 1, 

(~orberg et a1,1966; Kornfeld et Kornfeld, 1969; 1970; Harharstrom -- 
et al, 1982; Serafini-Cessi et al, 1979 ) . En général ( figure 21, -- -- 
l'étude de la spécific5té des lectines se fait en mesurant la capa- 

cité des monosaccharides ou des alkylglycosides à inhiber l'agglu- 

tination provoquée par les lectines. 

P.pparemm=nt, l'interaction des lectines avec des polysaccharides, 

des glycoprotéines ou des glycolipides est plus complexe qu' avec 

dedsucres simples, mais ces expériences d'inhibition utilisant des 
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T A B L E A U  III 

SPECIFICITE DES LECTINES POUR DES OLIGOSACHARIDES ( suite ) 

LECTINES OLIGOSACCHARIDES REFERENCE 

Clerodendrum trichotomum D-GalNAcp Kitagachi et al, 1985 -- 
Phosphocarpus tetraglonobulus A D-GalNAcp Kort, 1985 

Phosphocarpus tetraglonobulus B D-GalNAcp Higuchi et Igwai, 1985 

Glycine max a-D- G ~ ~ N A C > ,  @-D-~al~~cp>> a - ~ - ~ a l p  Etzler et Kabat, 1970 

Helix pomatia c( -D-GalN~cp>B - D - ~ a l ~ ~ c p  Hamrnarstrom,l972 
I 

Phaseolus limensis a-D-GalN~cp > a-D-Galp Galbraith et Goldstein,l972 

Dolichos biflorus 

Vicia villosa 

Vicia cracca 

Vicia graminea 

Bauhinia purpurea 

Aegopodium podagraria 

D-GalNAca1,3 Ga1 (aFuc 1,2 )f i  1,4GlcNAc Etzler et Kabat,1970 

-D-GalNAcp > -~-~alp<(Gal~~c a1,3 Gall Goldstein et Hayes, 1978 

D-GalNAcp Rüdiger,1977 

Ga1 8 1,3 GalNAc Duk et Lisowska,l982 

Wa et a1,1980 

Peumans et a1,1985 -- 



T A B L E A U  III 

SPECIFICITE DES LECTINES POUR DES OLIGOSACCHARIDES ( suite ) 

LECTINES OLIGOSACCHARIDES REFERENCE 

Erythrina cristagalli 

Maclura pommifera 

Maackia amurensis E 

Wistaria floribunda 

Agaricus bisporus 

Sophora japonica 

Homarus americanus 

Onobrychis viciifolia 

Lathyrus ochrus 

Canavalia ensiformis 

Lens culinaris 

Pisum sativum 

Iglesias et al, 1982 -- 

Ga1 8_1,3 ~ a l ~ ~ c > G a l ~ ~ \ c ~  1 , 6  Ga1 Sarkar et a1,1981 -- 

Ga1 fi 1 ,3 (NeuAC a 1 ,6) C3alNAc Kawagachi -- et al, 1974 

GalNAc a 1 ,6 Gal> a-D-GalNAcp Osawa et Toyoshima,l972 

~ a l B  1 , 3  GalNAc Presant et ~ornfeld ,.l97 1 

Ga1 01,3 G~~NAc>&D-GalN~cp> PD-~alp Balding et Gold,1973 

D-GalNAcp Hall et Rowlands,1974. 

CC-D-Man, a-D-Glc Hapner et Robbins ,197 9 

cC-D-Man, CC-D-Glc Debray et Rougé ,1984 

Man a 6,2 Mana 1,2 Man aGlcN~cf31,2 Man Allen -- et al, 1976 

Manal,G(Mana 1,3)Man$1,4 ( Fuca 1,6) GlcNAc-Asn Debray -- et a1,1981 
Kornfeld et -- a1,1981 

Allen et a1,1976 -- 



I 

T A B L E A U  III 

SPECIFICITE DES LECTINES POUR DES OLIGOSACCHARIDES (suite ) 

LECTINES OLIGOSACCHARIDES REFERENCE 

Vicia faba C( -D-Man> D-Blcp,> a-D-GlcNAcp Perera et Frumin, 1966 
Ziska, 1976 

Vicia cracca OL -D-Man, a D-Glcp Makela, 1957 

Vicia ervilia (3 -D-Man, c( D-Glcp Bird, 1951 

Triticum vulgaris @ - D - G ~ C N A C ~ , ~ C ) D - G ~ ~ N A C ~ ~ , ~  GlcNAeflD-GlcNAc 1,4BGlcNAc Goldstein et a1,1975 I 
-- w 

Ebisu et - a1,1977, Monsigny -- et al 1980 

Aaptos papillata D-Gl cNAcp> D-NeuACp Goldstein et Hayes,1978 

Bandereia simplicifolia II BD-G~CNAC~ = ~ - D - G ~ C N A C ~  Watkins et Morgan,1962 

Datura stramonium G~CNACB 1,4 (G~CNAC$~ ,4) ~ l c ~ a c > G l c ~ ~ c  $ 1,4 GlcNAc $ 1,4 GlcNAc 
Kilpatrick et Yeoman, 1978. 

Phytolacca americana Mana 1,4 GlcNAc $1,4 GîcNAc>~lc~~c @1,4(GlcNAc@i,4) GlcNAc Yokoyama et a1,1976 
6 -- 

Solanum tuberosum -D-GlcNAc 81,4 SlcNAc f31,4(Gl~NAc@1,4)~ $D-GlcNAc Allen et Neuberger,1973 

Oryza sativa -D-GlcNAc Tabary et Frenoy,1985 

Lycopersicum esculentum -D-GlcNAc Kilpatrick,l980 
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mono ou d e s  o l igosacchar ides  e t  l e u r s d é r i v é s ,  sont  app l i cab le s  à 

l ' é tude  de l ' i n h i b i t i o n  pa r  des  o l igosaccha r ides  p l u s  complexes 

( Goldstein e t  Hayes, 1978; Kornfeld e t  F e r r i s ,  1975; Debray -- e t  a l  

1981 ) .  

ACTIVITE MITOGENE 

En 1960, P.C. Nowel (Nowel, 1960 ) c a r a c t é r i s a i t  l e  pouvoir mitogè- 

ne de c e r t a i n e s  l e c t i n e s ,  montrant q u ' e l l e s  é t a i e n t  capables  d ' i n -  

du i re  l a  t ransformat ion  b l a s t i q u e ,  de t ransformer  l e s  lymphocytes 

en lymphoblastes e t  d ' en  i n d u i r e  l a  mi tose .  Cet te  p r o p r i é t é  a  per -  

m i s  de mieux c o n n a î t r e  p l u s i e u r s  mécanismes biochimiques impliqués 

dans l e  processus de  t ransformat ion  d 'une  c e l l u l e  en phase de repos 

en une c e l l u l e  enc ro i s sance .  Ce r t a ines  l e c t i n e s  s o n t  capables  de  

s t imu le r  uniquement l e s  lymphocytes T  ( dé r ivan t  du thymus ) e t  

d ' a u t r e s ,  l e s  lymphocytes B ( dé r ivan t  de  l a  moelle osseuse 1 .  

Par exemple, l e s  l e c t i n e s  de h a r i c o t  rouge ( Phaseolus v u l g a r i s ) ,  

l a  l e n t i l l e  ( Lens - c u l i n a r i s )  e t  Con A s t imu len t  l e s  Lymphocytes T 

e t  pas l e s  lymphocytes B ( Tableau I V  ) .  Il  e s t  important  de n o t e r  

que b i en  q u t c l l e s  a i e n t  des e f f e t s  d i f f e r e n t s  s u r  l e s  deux types  

c e l l u l a i r e s ,  l e s  l e c t i n e s  s e  f i x e n t  s u r  l e s  deux types  c e l l u l a i r e s  

qui  possédent  pratiquement l a  mëme nombre des s i t e s  r écep teu r s  ( 

Bauminger e t  a l ,  1972 ) ,  ce q u i  s emble ra i t  s i g n i f i e r  que l a  non- - -- 
réponse aux e f f e t s  de l a  l e c t i n e  de c e r t a i n e s  popula t ions  de l_ppho- 



T A B L E A U  IV 

LECTINES POSSEDANT UNE ACTIVITE MITOGENE 

LECTINES LYMPHOCYTES 

Abrus precatorius 

Canavalia ensiformis 

Lens culinaris 

Phaseolus vulgaris 

Phytolaca americana 

Robinia pseudoacacia 

Glycine max 

Ulex europeus 

Phaseolus limensis 

Phaseolus coccineus 

Homarus arnericanus 



cytes est provoquée par d'autres facteurs qui régulent la trans- 

formation blastique. En réalité, les lymphocytes B ne peuvent être 

stimulés que dans certains cas particuliers, lorsque la lectine est 

adsorbée sur une matrice polysaccharidique telle que le sephadex ou 

par des formes multimériques de la lectine ( Greaves -- et al, 1972). 

L'explication de ce phénomène peut venir du fait que la stimulation 

des cellules B par les lectines nécessite un grand nombre de molé- 

cules de lectine réagissant simultanèment sur la surface cellulaire 

du lymphocyte ( Lis et- ai, 1973) . Il existe certaines lectines 

non mitogènes capables, cependant, de réagir avec les lymphocytes. 

confirmant ainsi l'hypothèse que la transformation blastique n'était 

pas simplement provoquée par la simple fixation des molécules de 

lectine sur la membrane cellulaire ( Schenebli et Dukor, 1972 ) .  

Plus récemment, Kern et ses collaborateurs (Kern et al, 1985 ont -- 
montré que d'autres cellules comme les monocytes ou les macropha- 

gues ( considérées comme des cellules accessoires jouent un rôle 

fondamental dans la prolifération des cellules stimulées par des 

mitogènes ( comme Phaseolus vulgaris ) 1 soit en apportant des subs- 

tances activatrices ( interleukines ) ,  soit en stimulant la forma- 

tion de récepteurs (antigeke la sur le macrophage ) permettant 

l'interaction lymphocyte-interleukine, et induisant la prolifération 

cellulaire. 

La stimulation induite par les lectines mitogènes peut être inhibée 

par le ou les sucre (s) spécifique (s) .de .la lectine ( Borberg, 



1968; Toyoshima et al, 1971; Greaves et al, 1972 ) .  Ceci nous mon- -- -- 
tre que la stimulation est bien le résultat de la liaison entre la 

lectine et le ou les sucres de la surface cellulaire. Cette hypo- 

thése futégalement confirmée en montrant que certaines glycosidases 

qui modifient la surface lymphocytaire, augmentent de ce fait la rs- 

ponse cellulaire induite par les lectines. Par exemple, l'aggluti- 

nine du soja ne stimule la transformation blastique de lymphocytes 

de souris que si ceux-ci sont préalablement traités par la neurami- 

nidase ( Novogrodski et Kalchalski, 1973) . Le traitement a pour ef- 

fet d'augmenter le nombre de récepteurs Pour cetté lectine 

la lectine du soja étant capable de reconnaitre les résidus de ga- 

lactose démasqués par l'élimination des résidus d'acide sialique, 

( Lis et a1,1970). Par contre, le traitement de ces cellules désia- -- 
lylées par la6 galactosidase, rend la cellule insensible à l'action 

mitogène de la lectine, ces cellules pouvant encore être stimulées 

sar d'autres lectines ayant une spécificité différente ( ~ovogrodsky 

et al , 1975 ) .  Le phénomène de la transformation blas- 

tique est un processus complexe qui peut être modulé par différents 

effecteurs comme le schématise la figure 3. Cependant, le mécanisme 

exact par lequel les lectines stimulent les lymphocytes demeure 

encore énigmatique. 

Il est maintenant admis que l'internalisation de la lectine avec le 

récepteur cellulaire est le premier signal qui déclenche plusieurs 

événements biochimiques au niveau membranaire et qui provoque l'ap- 

parition d'un deuxieme messager ( peut être l'adénosine monophospha- 
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te cyclique: AMPc ) à l'intérieur de la cellule et qui provoque la 

croissance de la cellule et la prolifération cellulaire ( Granges 

et a1,1975; Lis et Sharon, 1977). L'interaction de la lectine avec -- 
la .membrane cellulaire n'est pas un phénomène passif. 

L'utilisation de lectines conjuguées à la fluorescéine ,a permis de 

confirmer les observations faites par Singer et Nicolson sur le mo- 

dèle de la " mosaique fluide" de la membrane cellulaire dans lequel 

la membrane est composée de protéines et de glycoprotéines qui flot- 

tent dans une matrice lipidique ( Singer, 1971; Singer et Nicolson, 

1972 ) . Ces 'études,utilisant des lectines ( et des anticorps ) 

marquées,ont permis de montrer que la membrane cellulaire n'était 

pas une couche rigideIrnais un système dynamique, par exemple l'uti- 

lisation de la Con A fluorescente a permis de montrer que dans un 

premier temps, les récepteurs de la lectine sont répartis sur toute 

la surface du lymphocyte; aprés une courte incubation à 3I0C, les 

récepteurs se déplacent sur la surface membranaire pour se regrouper 

en présentant une distribution plus homogène ( patching ) et fina- 

lement, tous ces récepteurs f s i a n e n t à  un des pôles de la cellule 

( phénomène du capping ) .  Ce mouvement dynamique des récepteurs 

est dépendant de certains facteurs comme la température, la concen- 

tration en lectine, etc. i Sharon et Lis, 1975 1 . D'autre part, 

tous les lymphocytes ne subissent pas ces processus d'aggrégation 

des récepteurs. Dans le cas de certains lymphomes testés avec 

la Con A fluorescente, ce regroupement des récepteurs n'a pas pu 

être mis en évidence, ce qui montre que la mobilité des récepteurs 



de ces cellules est plus faible que dans les lymphocytes normaux 

( Inbar et Sachs, 1973 ) .  Par contre, pour d'autres types cellulai- 

res, comme les fibroblastes, la mobilité des récepteurs de la Con A 

est augmentée lors de la transformation maligne ( Jacobson et al, 

1976; Zagyansky et Edidin, 1976 ) .  

AGGLUTINATION DES CELLULES TUMORALES 

La découverte remarquable faite par Auh en 1963 et confirmée plus 

tard par Inbar et Sachs en 1969 qui montrait la plus grande suscep- 

tibilité de certaines cellules malignes vis-à-vis de l'agglutina-- 

tion par les lectines, a ouvert une nouvelle voie pour les lectines 

comme d'outils d'investigation des modifications membranaires asso- 

ciées à la transformation maligne. De nombreuses lectines sont Ca- 

pables d'agglutiner d'une façon préférentielle les cellules en 

culture qui ont été transformées soit par un virus oncogène ou par 

des substances carcinogéniques, ainsi que celles qui se sont trans- 

formées de fa~on spontanée (Inbar -- et a1,1967; Inbar et Sachs, 1969: 

Sela et a1,1970 ) .  Ces observations ont permis de montrer que la -- 
surface d'une cellule tumorale était différente de celle des cellu- 

les normales du mëme type ( Aub -- et al, 1963; Burger, 1969 ) .  Par 

exemple, les cellules normales, faiblement reconnues par la lectine 

de germe de blé, voient leur agglutinabilité augmenter lorsqu'elles 

sont traitées par des enzymes protéolytiques et cette augmentation 

est comparable à celle observée pour les cellules transformées. De 



p l u s ,  il semble que l a  nature chimique des récepteurs s o i t  l a  même 

pour ces deux types de c e l l u l e s  ( Aub e t  a1,1963; Burger,1969 1 .  

Mais à c e t t e  époque une quest ion r e s t a i t  posée: Les c e l l u l e s  tu-  

morales exposent e l l e s  un s e u l  type de s t r u c t u r e s  saccharidiques 

s u r  l e u r  su r face  membranaire? l a  réponse e s t  non. Car on a montré 

que des l e c t i n e s  avec des s p g c i f i c i t é s  s i m i l a i r e s  sont  capables 

de r é a g i r  avec d i f f é r e n t s  r é s idus  d'un même chaîne 01igosaccharidi.- 

que s u r  l a  membrane c e l l u l a i r e  ( Burger, 1968; Jansons, 1971 ) .  

Dans un premier temps, on a vu que l a  d i f férence  e n t r e  l e s  c e l l u l e s  

capables d ' ê t r e  agglut inées e t  l e s  c e l l u l e s  q u i  ne l ' é t a i e n t  pas ,  

é t a i t  due au nombre de récepteurs ,  mais il f u t  prouvé grâce  à l ' u t i -  

l i s a t i o n  de l e c t i n e s  radioactiwes q u ' i l  n 'y  a aucune c o r r r é l a t i o n  

e n t r e  l e  nombre de molécules de l e c t i n e  l i é e s  e t  l a  capac i t é  d'agglu- * 

t i n e r  l e s  c e l l u l e s  tumorales ( Ozanne e t  Sambrook, 1971; Cline e t  

Livingston, 1971; Inbar e t  a1,1971 ) .  -- 

I l  e s t  t r è s  courant que l e s  c e l l u l e s  transformées comme l e s  ce l lu-  

l e s  normales a i n s i  que les c e l l u l e s  t r a i t é e s  pa r  des enzymes protéo- 

ly t iques  f i x e n t  approximativement l e  même nombre de molécules de 

l e c t i n e s  ( Agrawal, 1967 ) .  En conclusion, on peut d i r e  que l ' agg lu -  

t i n a b i l i t é  des c e l l u l e s  tumorales n ' e s t  pas uniquement fonction du 

nombre de récepteurs ,  mais auss i  de l e u r  d i s t r i b u t i o n ,  c e l l e  c i  

é t a n t  associée  à l a  f l u i d i t é  de l a  membrane c e l l u l a i r e  comme nous 

venons de le mentionner. Dans l e  tableau V son t  regroupés ce r t a ins  

f ac teur s  nécessa i res  ou jouant un r 6 l e  dans l ' i n t e r a c t i o n  lec t ine-  
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cellule et induisant l'agqlutination cellulaire. 

ROLE BIOLOGTQUE DES LECTINES 

8 

Généralement, les lectines les plus connues et les mieux-caractéri- 

sées du point de vue de,lecr structure chimique, et de leurs propietés 

biologiques sont les lectines végétales, mais beaucoup d'efforts 

ont été effectués pour l'identification des lectines dans les bac- 

téries, les animaux invertebrés et vertebrés et plusieurs exemples 

de substances considérées comme des protéines endogènes capables de 

se lier à des résidus oligosaccharidiques ont été données ( Simpson 

et al, 1978).  En général, les études effectuées sur les lectines 

membranaires des mammiféres par exemple, sont dirigées sur la fonc- 

tion dereconnaissancecellulaire de ces lectines ( Barondes, 1981; 

Simpson et al, 1978) .  Mais en considérant que le but de notre tra- -- 
vail est orienté vers des lectines d'origine végétale, ce chapitre 

sera consacré à ce type de substances. 

Les lectines se retrouvent dans unegrande varieté d'espèces végéta- 

les dans la quasi-totalité de plantes supérieures qui fleurissent 

( Allen et Brilliantine, 1969; Toms et Western, 1971 ),xais on les 

retrouve également dans un grand nombre de plantes inférieures ( 

Etzler, 1985 ) .  Un nombre élevé de plantes et leurs différents 

tissus ont été testés .d'une façon systématique en mesurant leur 

capacité à agglutiner les globules rouges. 



Le fait qu' une lectine soit capable d'agglutiner des cellules 

signifie d'un point de vue opdrationnel que la lectine est au 

\ 
moins divalente, c'est-a-dire qu'elle posséde au moins deux sites 

capables de se lier avec des résidus de sucre et c'est cette proprié- 

té qui est utilisée comme base pour la détection et quantification 

de l'activité des lectines. Mais bien que ces essais d'agglutina: 

tion soient d'une grande utilité pour identifier les lectinesrils ne 

permettent pas d'identifier des lectines inactives ou monovalentes.Par- 

fois,ce type de tests peut donner des résultats faussement posi-. 

tifs. Ceci est provoqué par l'action des lipides (Tsevion et Sharon 

1981 ) ou par des tanins ou polyph6nols ( Makela, 1957; Krüpe ,1956) , 

élèmentstrès abondants dans les tissus végétaux. 

D'autre part, un test d'agglutination négatif peut signifier que 

la plante renferme une lectine non détectable, car n'ayant aucune 

spécificité vis-à-vis des structures glucidiques de la cellule tes- 
- 

tée. C'est le cas d'une lectine récemment découverte dans les 

graines de soja, qui a une spécificité pour l'acide 4-O-méthyl glii- 

curonique ( Donbrink-Krutzman et al, 1983 ) .  Cette lectine a été 

identifiée dans un test d'agglutination bactérien alors que des 

essais classiques effectués sur des hématies se soldaient par des 

résultats négatifs du fait de l'absence de récepteurs pour la lec- 

tine sur le globule rouge. 

En général, les lectines végétales d'un groupe taxonomique ont des 

propriétés qui les différencient des autres groupes même s'ils 



sont très proches, Dans letableau VIsont présentées quelques 

lectines représentatives de ces groupes et certaines de leurs ca- 

ractéristiques. 

La présence de lectines n'est pas particuliére à un tissu ou à un 

organe végétal; les progrés des techniques biochimiques et immuno- 

logiques ont permis l'identification de substances possédant les 

caractéristiques des lectines dans plusieurs parties de la même 

plante. Généralement 1;s lëctines les Plus étudiées ont été obtenues 

à partir des graines, comme on peut le constater dans les exemples 

presentés dans le tableauV1. La raison vient du fait que dans ce 

tissu, et l'exemple des graminées est remarquable, les lectines 

constituent en général 10 % des protéines solubles des graines matu- 

res. Dans ce cas, les études d'immunolocalisation par microscopie 

électronique ont montré que les lectines se trouvent tout d'abord 

dans les corpuscules protéiques des cotylédons ( Etzler, 1985 ) ;  

curieusement, la concentration en lectines diminue quand les coty- 

lédons sont adsorbés pendant la germination de ces graines. Il exis- 

te plusieurs exemples où la concentration de la lectine et d'autres 

protéines diminuent &alement en fonction de l'âge des cotylédons, 

comme dans les graines de Dolichos biflorus ( Talbot et Etzler, - 
1978) , de petit pois ( Rougé, 1976 ) , de cacahuète ( Pueppke, 1969) 

et de Bandereia ( Lamb et a1,1983 ) . -- 

Les lectines ont été également identifiées dans d'autres tissus de 

nombreuses légumineuses, solanacées, etc., mais dans tous les cas, 
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l e s  concent ra t ions  t rouvées  s o n t  p l u s  f a i b l e s  que c e l l e s  que l ' o n  

trouve dans l e s  g r a i n e s  ( E t z l e r ,  1985 1 .  Dans l a  ma jo r i t é  des  

ca s ,  l e s  l e c t i n e s  t rouvées  d a n s u n e a u t r e  p a r t i e  de l a  p l a n t e  s o n t  

t r è s  semblables aux l e c t i n e s  t rouvées  dans l e s  gra ines  de l a  même 

p lan te  ( Hapner e t  Robins, 1979 ) mais c e r t a i n s  exemples montrent 

que l e s  l e c t i n e s  d ' a u t r e s  t i s s u s  ne son t  p a s  t ou jou r s  i den t iques  

aux l e c t i n e s  des g r a i n e s  de l a  même p l a n t e ,  comme dans l e  cas  des  

rac ines  de  p e t i t  p o i s  ( Gatehouse e t  a l ,  1980 ) ou pour l e s  l e c t i n e s  -- 
de r ac ine  , de la t i g e  e t  l e s  f e u i l l e s  de Dolichos b i f l o r u s  ( Quinn 

e t  E t z l e r ,  1983; Ta lbot  e t  E t z l e r ,  1978 ) . 

Les d i f f é r e n c e s  de s t r u c t u r e  e n t r e  l e s  l e c t i n e s  t rouvées dans une même 

p lan te  peuvent ê t r e  dues à l ' e x p r e s s i o n  des  mu l t ip l e s  gènes q u i  CO- 

dent pourchaque l e c t i n e  ou encore r ep ré sen ten t  l e s  d i f f é r e n t e .  modb- 

f i c a t i o n s  p o s t r a n s l a t i o n n e l l e s  d 'un s e u l e  gène codant pour une let-. 

t i n e .  11 n ' e x i s t e ,  malheureusement que peu d ' in format ion  s u r  l a  

l o c a l i s a t i o n  s u b c e l l u l a i r e  dans l e s  t i s s u s  végétaux. Cer ta ines  é t u -  

des s u r  Dolichos b i f l o r u s  ind iquent  q u ' i l  e x i s t e  une grande propor- 

t i o n  de l e c t i n e s  s u r  l a  p a r o i  c e l l u l a i r e  d e s  f e u i l l e s  e t  de l a  t i g e  

( E t z l e r  e t  -- a1,1984 ) ;  pa r  c o n t r e ,  dans l e  s o j a ,  l e s  l e c t i n e s  s e  

re t rouvent  à l a  s u r f a c e  des r a c i n e s  de l a  p l an te .  

jusqu 'a  p r é ç e n t ' c e s  quelques 2nformations ne permet ten t  pas  d ' é t a -  

b l i r  de r e l a t i o n  e n t r e  l e s  l e c t i n e s  t i s s u l a i r e s  e t  l e u r s  homologues 

provenant des  g r a i n e s  ( E t z l e r ,  1985 1 ,  mais d ' a u t r e  p a r t ,  l 'abondan-  

ce de c e s  molécules dans l e  régne v é g é t a l ,  suggére for tement  que - 
- .  I 



ces  molécules o n t  un r ô l e  pr imordia l  chez l e s  p l a n t e s .  En p r i n c i -  

pe ,  l a  d i v e r s i t é  de s t r u c t u r e  e t  l a  d i s t r i b u t i o n  des  l e c t i n e s  dans 

un même organisme semblera i t  s i g n i f i e r  que,  l o r s  de l ' é v o l u t i o n  de 

l a  p l a n t e ,  p l u s i e u r s  l e c t i n e s  ont  pu s ' a d a p t e r  à une même fonc t ion .  

Dans l e s  g ra ines  de légumineuses p a r  exemple, l a  f o r t e  concent ra t ion  

de l e c t i n e s  t rouvée  dans l e s  g ra ines  e t  l a  p a r t i c u l a r i t é  d è j a  men- 

t ionnée,d 'augmenter  ou de diminuer en concent ra t ion  ou même de d i s -  

p a r a i t r e  en fonc t ion  de l ' â g e  de l a  g r a i n e ,  permettent  de supposer 

q u ' e l l e s  jouent un r ô l e  important ,  s o i t  dans l a  germination ( Howard 

e t  a1,1972 , s o i t  dans l a  maintenance de l 'homogéneité de l a  g r a i -  -- 
ne ( Peumans e t  a l ,  1983 ) .  Dans ce  con tex te ,p lus i eu r s  r ô l e s  ont  

7- 

é t é  proposés pour l e s  l e c t i n e s  comme c e l u i  de permet t re  l e  stockage 

des  p ro t é ines  ( ~ o y d ,  1963 ) ou des a u t r e s  composés glycoprotéiques 

( Weber e t  a l ,  1980 1 ; dans ces  deux exemples, l a  l o c a l i s a t i o n  sub- -- 
c e l l u l a i r e  des  l e c t i n e s  e s t  compatible avec l e s  r ô l e s  proposés.  

L e  f a i t  que l e s  lec t i 'nes  p ré sen ten t  un e f f e t  mitogène s u r  des  

c e l l u l e s  l~mpho ides  an imales  a  suggéré l a  p o s s i b i l i t é  que l e s  l e c t i n e s  

p o u r r a i e n t  fonc t ionner  comme des agents  mitogènes s u r  l e s  c e l l u l e s  

embryonnaires v é g é t a l e s  ( Howard,et a l ,  1972 ) , malheureusernent,par- -- 
m i  l e s  l e c t i n e s  é t u d i é e s  en  présence des  c e l l u l e s  végé ta l e s ,  c e r t a i -  

nes  montrent une f a i b l e  ou aucun e f f e t  mitogène ( Del campil lo ,  1981; 

Nagl, 1972 ) .  

Cer t a ins  au t eu r s  o n t  a s soc i é  l e s  l e c t i n e s  au mécanisme de défense 



de la plante; en effet, un certain nombre d'exemples montrent que 

les lectines peuvent avoir un effet protecteur contre des bactsries 

( Jones, 1964 ) des champignons ( Mirelman, 1975; Rozensweig -- et al, 

1985 1 ou certains virus ( Partridge -- et al, 1976 1 pendant la ger- 

mination et le développement des graines. 

L'hypothése faite en 1956 par Krüpe, sur la participation des lecti- 

nes dans la symbiose entre la racine des légumineuses et une bacté- 

rie du genre Rhizobium, et malgré les références en faveur de cette 

théorie ( Goldstein et Hayes, 1978 ) ,  est encore un sujet de polé- 

mique et est une fonction qui n'a pas encore été clarifiée ( Etzler 

1985 ) .  

Plus récemment, la posibilité que les lectines puissent avoir une 

activité enzymatique spécifique pour certains oligosaccharides a 

été envisagée, du fait de la découverte dans certains légumineuses 

de glycosidases capables de produir l'agglutination des globules 

rouges ( Hankins et Shanon, 1978 ; Del Campillo et Shanon, b82 1 . 
Il est possible que les proprietés agglutinantes de ces molécules 

soit le résultat d'une hydrolyse partielle de la surface cellulaire; 

en effet,il ne faut pas oublier que malgré l'activité agglutinante, 

les enzymes ont été exclus de la classification des lectines ( Sha- 

non, 1982; Goldstein et al, 19801. -- 

Le rôle des lectines a &té suggéré dans plusieurs autres mecanis- 

mes cellulaires, incluant l'extension de la paroi cellulaire ( 



Klaus e t  Glaser ,  1974 1 ,  lareconnaiçsance c e l l ~ l a i r e  ( Knox e t  a l ,  

1976 ) ,  l a  r égu la t ion  de l a  c ro issance  ( Howard e t  a l ,  1972 ) e t  l e  -- 

t r a n s p o r t  de s u c r e s  ( Krüpe,1956; Boyd, 1967 f .  En géné ra l ,  tous  

c e s  r ô l e s  s o n t  compatibles avec l e s  données ac tue l lement  e x i s t e n t e s  

s u r  l e s  l e c t i n e s  dans l e s  végétaux,mais doivent  encore ê t r e  exp lo i -  

t é s .  

Enf in ,  il ne f a u t  p a s  o u b l i e r  que t o u t e s  l e s  hypothèses s u r  l a  

fonc t ion  des l e c t i n e s  s o n t  basées s u r  les p r o p r i é t é s  dereconnaissan- 

ce  des suc re s ;  mais il e x i s t e  d ' a u t r e s  a c t i v i t é s  non spéc i f iques  

dans ces  molécules q u i  peuvent a v o i r  une s i g n i f i c a t i o n  fonct ion-  

n e l l e  t o u t  a u s s i  importante .  Quelques l e c t i n e s ,  e t  en p e r t i c u l i e r  

l e s  l e c t i n e s  de légumineuses (Yang e t  al,l974;EdeLman e t  Wang,1978), -- 
l ' a g g l u t i n i n e  du germe de b lé ,  de pomme de terre ( Roberts e t  Golds- 

t e i n ,  1983 ) e t  de  g r a i n e s  de r i c i n  C Houston, l98Q ) possédent  des  si- 

t e s  de l i a i s o n  h y d r a p h ~ h e ,  C e r t a i n e s  données montrent que l ' a c t i v i t é  

de ces  s i t e s  p o u r r a i t  ê t r e  indépendentedes s i t e s  l e c t i n i q u e s  ( Ede1 

man, 1972; Roberts e t  Golds te in ,  1982 e t  1983 1 .  La mise en éviden- 

c e  de l ' a f f i n i t é  de c e r t a i n s  dé r ivés  de l ' a d é n i n e  ( Roberts e t  

Golds te in ,  1983 ) e t  de l ' a c i d e  indol-acét ique ( Edelman, 1972 ) 

pour ces  s i t e s  hydrophobes a permis de supposer que,  l o r s  de l ' é v o -  

l u t i o n  des l e c t i n e s ,  l a  conservat ion de ces  s i t e s  joue un r ô l e  

fonc t ionnel  important  dans l e  métabolisme des  p l a n t e s .  C ' e s t  pour 

c e l a  q u ' i l  e s t  n é c e s s a i r e  d ' a s s o c i e r  l a  présence  de c e s  s i t e s  hydro- 

phobes a i n s i  que d ' a u t r e s  a c t i v i t é s  l i é e s  à l a  s t r u c t u r e  des lec-  

t i n e s  à l a  capac i t é  de f i x e r  l e s  suc re s  s i  l ' o n  veut  t rouve r  une 
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explication aux rôles des lectïnes végétales. 

AEPLICATTONS DES LECTINES 

La spécificité des lectines est dirigée d'une façon exclusive vers 

les sucres, et leur application dans la purification et caractéri- 

sation des glycoprotéines est très courante. Les lectines offrent 

des avantages nombreux par rapport à l'utilisation d'autres ligands 

tels que les anticorps, par exemple; tout d'abord les lectines peG- 

vent être obtenues en grandes quantités; ensuite, le complexe lecti- 

ne-glycoprotéine peut être dissocié facilement grace aux monosaccha- 

rides spécifiques de la lectine utilisée et enfin, la dissociation 

de ce complexe peut être faite à pH neutre sans endommager ni la 

structure ni l'activité biologique de la glycoprotéine en question 

( Goldstein et Hayes, 1978 ) . 

La technique de chromatographie d'affinité utilisant des lectines 

immobilisées est utilisée pour la purification des glycoprotéines 

solubles et membranaires et permet simultanémént d'obtenir des in- 

formations sur la structure de ces molécules ( Lotan, 1977; ais- 

tiansen, 1974; Kornfeld et Ferris, 1975;Baenziger et Fiete, 1979; 

Debray et al, 1979; 1981 ) .  Le fait que certaines lectines soient 

capables de reconnaitre la partie oligosaccharidique des glycoproté- 

ines membranaires préalablement solubilisées par des détergents a 

pemis la caractérisation de certains récepteurs cellulaires et 



d'autres composqnts de la merobrane de la cellule ( tahleau VI1 ) , (  

Lotan 1977; Hedo, 1984 ) .  

Les lectines ont été utilisées comme des indicateurs de l'existence 

:d'anomalies du développement ou de transformation cellulaire dans 

certaines maladies. Par exemple, la Con A inmobilisée sur une 

matrice polysaccharidique corne l'agarose ( Toftager-~arsen et al, 

198Q; Breborowicz et al, 1982 ) est utilisée pour étudier les modifi- -- 
cations glycanniques de 1' a-foetoprotéine du liquide anniotique des 

femmes enceintes entre la 14eme et la 28eme semaine de gestation. 

Le pourcentage d' a-foetoprotéine du liquide amniotique ne réagissant 

pas avec la lectine ihmobilisée est sensiblement plus faible dans les 
- 

cas anormaux, toujours associés des malformations congcnitales du tube 

neural, que dans les cas normaux, (Breborowicz et al 1982; Ishiguro - -1 
et al, 1985; Norgaard et al, 1980 ) .  -- - -- 

En général l'a-foetoprotéine est présen&dans le sérum des adultes en 

faihle concentration Cette quantité augmente et sa détermination 

est routiniére dans les cas de maladies comme l'hépatite, l'hépatome 

ou la cirrhose ( Kelleher, 1979 ) cettes-foetoprotéine produite est 

pratiquement indistinguable dans chaque maladie par des méthodes 

inmunologiques, mais grâce à l'utilisation des lectines, il est pos - 
sihle de détecter des var2ations importanteset significatives dans 

chaque cas, ce qui permet l'utilisation des lecti~spour le diagnos- 

tic différencie1 de ces trois maladies ( Kelleher, 1979; Breborowicz 

et al, 1982 ) , 



T A B L E A U  V I 1  

CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE DE RECEPTEURS MEMBRANAIRES SUR DES 

LECTINES IMMOBILISEES+ 

RECEPTEUR SOURCE LECTINE DETERGENT 

Récepteur de l ' a c é -  cerveau de r a t  Con A ,  Ricine1 Tr i ton  XlOO 
t y l  chol ine germe de b l é  

Facteur  de c ro issance  > lacen ta  humain Con A , l e n t i l l e  Nonidet p 40 
Ricine ,  cacahuète  
h a r i c o t  rouge 

Facteur  de c ro issance  f i b r o b l a s t e s  Germe de blé Nonidet P 4 0  
de  s o u r i s  Con A ,  l e n t i l l e  

Ricine 1 

Facteur  de  c ro issance  p l a c e n t a  humain L e n t i l l e , R i c i n e  Tr i ton  XlOO 
gèrme de b l é  

IcJE 

In su l ine  

Cel; leucemique L e n t i l l e ,  Ric ine  Tr i ton  XI00 
ra t  Gèrme de b l é  

f o i e  de r a t  Con A ,  Germe de Tr i ton  XlOO 
b l é  

I n s u l i n e  f o l e  de  r a t  Con A T r i ton  XlOO 

p lacen ta  humain Con A T r i ton  Xi00 

lymphocytes Con A ,  l e n t i l l e  Tr i ton  XlOO 
humains p e t i t  p o i s ,  r i c i n e T r i t o n  XlOO 

gèerme de b l é  

Hormone lu téo t rope  ova i r e  d e  r a t  Con A 

P r o l a c t i n e  foie de  rat  Con A 

Lubrol Px 

Tr i ton  XlOO 

i- 
Hedo, 1984,  



Comme nous l'avons dèja mentionné,l'utilisation des lectines pour 

l'identification et la caractérisation des structures présentant une 

activité de groupe sanguin ( Sharon et Lis, 1972; Boyd, 1963 ) est 

un domaine très étudié. La grande spécificité des lectines a per- 

mis par exemple de montrer l'arrangement stéréo-chimique des oligo- 

saccharides de ces antigènes, 

D'autre part, dans le domaine-de la biologie cellulaire, d'importances 

découvertes sur l'architecture de la membrane cellulaire comme la 

distribution, la nature de certaines glycoprotéines membranaires 

ont été obtenues grâce à l'utilisation des lectines radioactives ou 

liées à la fluor~scéine ( Goldstein et Hayes, 1978; Lis et Sharon, 

1981 ).une autre méthode basée sur le couplage d'enzymes à une lec- 

tine, a été utilisée dans un but similaire. Par exemple, la perox* 

dase auplCe à une lectine permet, en m&surant l'activité enzymatique 

liée à une cellule, de calculer le nombre de récepteurs cellulaires 

pour la lectine. Dans le cas des hématies ont été calculés environ 

6 7 5 
10 -la récepteurs par cellule et pour les lymphocytes environ 10 à 

6 
10 récepteurs pour certaines lectines ( Lis et Sharon, 1972 ) .  

Du fait que les cellules possédent différents types de récepteurs à 

leur surface, une importante application des lectines est prScise- 

ment, en se basant sur ces différences, de réussir 3 séparer certains 

types cellulaires d'u= Zaçon spécifique. 

Plusieurs classes et sous-populations de lymphocytes ont été identi- 

fgespar cette méthode ( Reisner et al, 1976; Boldt, 1984; Sharon, -- 



1980; Sharon, 1982 ) , Tl existe plusieurs méthodes pour séparer 

différentes populations cellulasres en fonction de leur~,caractéristi,- 

ques morphologiques comme la taille, la densité, la charge électri- 

que, etc.., ou encore, les caractéristiques particuliéres de la mem- 

brane plasmique. Dans le premier cas, il faut utiliser des méthodes 

comme la sédimentation en gradient de densité, llélectrophorése,,ou 

encore la lyse cellulaire sélective ( comme la prednisone qui lyse 

sélectivement les lymphocytes B ) ou la fixation des cellules sur 

une matrice non-spécifique comme la laine de ?erre. Dans le deuxié- 

me cas, il faut utiliser les récepteurs spécifiques de chaque grou- 

pe cellulaire comme les anticorps ou-les lectines. 

Dans cet exemple, les lectines sont utilisées de deux façons: soit 

en solution, soit sous forme insoluble.Ensolution, L'utilisation de 

la lectine de germe de blé, capable d'agglutiner les lymphocytes B 
- 

à des concentrations 5 fois plus faibles que les ljmphocytes T, Ta 

2ectine de cacahuéte ou de soja capables de réagir avec des sous Po- 

pulations de lymphocytes T matures ou immatures permettent une récu- 

pération cellulaire supérieure à 60 % et une viabilité cellulaire 

de 90%, ce qui montre les avantages de cette technique par rapport - 

aux autres méthodes utilisées dans le même but ( Reisner et a1,1976). 

Dans l'autre exemple, la Con a fixée sur la laine de verre et l'agglu- 

tinine d'Helix pomatia fixée sur sépharose permettent la purification 

des lymphocytes T et B avec d'excellents résultats. 

Lareconnaissance et l'agglutination préférentielle des cellules tu- 



morales par rapport aux cellules normales pouvait être intéressante 

surtout si la lectine posséde également une activité cytotaxique ( 

Sumner, 1936 1 .  Quelques lecthes sont capables d'induire la mort 

des cellules en culture 5. des concentrations tres faibles, de l'ordre 

de 1 ng/ml et des animaux à des concentrations de 1-3 ng/Kg (Shohan, 

197Q ) .  C'est le cas de la ricine et de l'abrine, dont la structure 

et le mécanisme d'action ont été étudiés. On sait maintenant que 

les deux lectines sont formées par deux chaines liées par des ponts 

disulfures. Les chaines B se lient aux structures glycanniques de 

la membrane cellulaire ce qui permet à la chaine A d'être internali- 

sée et de bloquer la synthëse des protéines en inhibant la transcrip- 

tion du code génétique, ce qui provoque la mort de la cellule ( Ols- 

nes, 1976; Jiménez et Vazquez, 1986 ) .  

Les propriétésanti~cancéreuses de certaines lectines par un mécanis- 

me similaire à celui de l'abrine et de la ricine furent l'objet d'un 

interêt particulier dans le but d'utiliser ces lectines comme agents 

anti-cancéreux ( Phils, 1977; Gabius et al, 1985 ) .  Dans certains -- 
cas, des résultats positifs ont été: obtenus sur des cellules en 

culture et apparemment, la toxicité de ces lectines est très sélecti- 

ve ( Nicolson, 1974 ),peut-être parce que les cellules malignes sont 

beaucoup plus sensibles aux effets toxiques) des lectines. 

Comme nous l'avons déja mentionné, les lectines ont été utilisées pour 

isoler des glycoprotéines et des polysaccharides et sont des outils 

importants pour l'étude des composants saccharidiques de la surface 



cellulaire et du glycocalix, Les données obtenues dans ces études 

ont contribué &la compréhens&on de 18 structure et de la fonction 

de la membrane. Les lectines ont été très efficaces pour étudier 

les glycoconjuguées des cellules normales ou transformées et lors 

de la différentiati'on embryonnaire ( Boyd, 1963; BROWN, 1978; Sharon 

et Lis, 1972; Sharon, 1975; Weir, 1980 ) .  

Récemment, les techniques de couplage sur des lectines, de plusieurs 

substances qui permettent leur visualisation par microscopie opcique 

ou électronique ( par exemple la ferritine, l'or colloidal, la fluo- 

rescéine etc. ) , ont permis un nouveau type d'utilisation des lecti- 

nes comme réactifs histologiques permettant l'identification et la 

localisation des résidus saccharidiques directement sur des coupes 

histologiques ( Nicolson, 1978; Raedler et Raedler, 1985 1 .  Dans 

les laboratores d'analyses médicales, l'utilisation des lectines 

comme marqueurs histochimiques permet d'identifier un grand nombre 

de types celiulaires ( Howard, 1982 ) .  Par exemple, ces substances - 

sont utilisées pour déterminer l'évolution clinique de malades atteints 

de carcinomes hormono-sensibles et non sensibles dans le cancer de la 

glande mammaire' ( Klein et al, 1982 ) . Le tableau VI11 résume les -- 
différentesinteractions lectine-tissu récepteur et bien qu'il soit 

difficile d'interpréter ces résultats du fait de leur complexité, 

provoqué en partie par les différentes méthodes utilisées, il est 

possible de tirer certainesconclusions: 

11 existe des changements cytochimiques au niveau des sites de liai- 

son des lectines lors de la différentiation embryonnaire, la matura- 
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tion cellulaire, aprés une stimulation hormonale, des altérations 

métaplasiques et Urie transformation maligne. Pendant la différentia- 

tion embryonnaire et la maturation cellulaire, par exemple,on obser- 

ve une augmentation du nombre et de la diversité des résidus saccha- 

ridiques situées en position terminale, mais par contre le nombre 

de récepteurs semble être diminué dans des cellules âgées.  ans 
certains cas de vieillissementcellulaire ou de transformation malig- 

ne, il apparait une délétjon de quelques résidus saccharidiques pro- 

voquant l'apparitkon de sucres sub-terminaux préalablement masqués 

( Alroy, 1984 ) . Un exemple typique est celui des globules rouges 

agés perdant leurs. résidus d'acide sialique et qui présentent alors 

des résidus. de galactose, ce qui permet à la lectine hépatique de les 

reconnaitre ( Barondes, 198 1 ) . 

Dans le même ordre d'idée, Bird en 1954 avait publié les résultats 

de l'étude des réactions entre les agglutinines et les érythcocytes 

de malades présentant un probléme de polyagglutination. Initiale-. 

ment, le fait que certaines agglutinines spécifiques du groupe san- 

guin A ( comme Phaseolus lunatus ) présentaient une affinité augrneni 

tée pour les cellules de ce type de maladie a permis desupposer qu'il 

existait un ant2gène lié aux hématies du groupe A, mais, en réalité 

il fut montré que l'antigène T découvert sur des hématiesomasionnel-- 

'lement contaminées par des bactéries est la causedecetteaugmentation 

de l'agglutination; plus tard, Kriipe ( 1957 ) , en utilisant des 

hématies fermentées ( terme utilisée dans le texte original ) par 

des bactéries du groupe vibrio,a pu montrer que l'antigène T n'était 



pas lié &l'antigène du groupe sanguin, car d'al~tres lectines spéci- 

fiques du groupe sanguin A comme Dolichos biflorus, étaient incapa- 

hles de réagir avec les cellules modifiées par la bactérie, et par 

contre, des agglutinknes dirigées contre les groupes B et O étaient 

capables d'agglutiner les cellules traitées. Bird (1951;  1974 ) en 

utilisant la lectine decacahuéte, spécifique pour des résidus de 

galactose et la plus spécifique de l'antigène T,a pu montrer que 1' 

apparition de l'antigène T, était le produit de l'action d'enzymes 

du type neuraminidase sécrétées par les bactéries et par les virus. 

La mise en évidence des caractéristiques chimiques et de la nature 

de l'antigène T par des lectines posait d'autre part une nouvelle 

question. Est ce que les bactéries et les virus ont besoin de certai- 

ns récepteurs de type oligosaccharidique à la surface cellulaire 

pour pouvoir l'infecter?. La recherche de récepteurs de type oli- 

gosaccharidique pour les bactéries a permis d'obtenir quelques ré- 

sultats suggérant cette possibilité ( Sharon, 1984 ) et résumés dans 

le tableau IX . 

PURTFICATION DES LECTINES 

La capacité qu'ont les lect2nes de réagir d'une façon spécifique et 

réversible avec les sucres permet leur isolement et leur purifica- 

tion en utilisant des dérivés de sucres immobilisés sur une matrice 

inerte. Chaque lectine présente des caractéristiques particuiieres 



T A B L E A U  IX- 

ROLES DES SUCRES DANS L'ADEERENCE BACTERXENNE~ 

SUCRE ORGANISME 

Mannose Escherichia coli 

Salmonellae 

Shigellae 

Citrobacter frundii 

Klebsiellae 

Proteus 

Proteus 

Serratia maraxeus 

Vibrio cholerae 

Ga1 a 1., 4 Ga1 

L-fucose 

Galactose 

Acide sialique 

N-acétyl-D-galactosamine 

Escherichia coli 

Vibrio cholerae 

Actinomyces viscosus 

Actinomyces naeslundii 

Mycoplasme 

Clamydia psitacci 

Chlamydia trachomatis 

Ga1 @ 1,3 GalNAc @ 1 ,3 Ga1 Neisseria gonorrhoeae 

-k 
Sharon, 1984. 



mais, en général, la purification des lectines par chromatographie 

d'affinité n'est pas différente de celle utilisée pour la purifica- 

tion d'autres molécules possédant des sites de fixation spécifiques 

comme les anticorps ou les enzymes. 

Les lectines possédent en général une constante d'affinité élevée, 

4 -1 
de l'ordre de lo2-10 mol , mais la désorption d'une lectine d'une 
colonne d'affinité peut être obtenue par l'addition de son sucre le 

plus spécifique. Plusieurs adsorbants bio-spécifiques ont été uti- 

lisés dans ce but et sont divisés en 3 groupes principaux : 

1. Des polysaccharides, soit sous une forme native ou modifiée. 

2. Des glycoprotéines ou glycopeptides atach6s:surune matrice inerte 

3. Des mono ou disaccharides aachés sur une matrice . 
Dans le premier groupelles plus utilisés sont la sépharose ( ou a- 

garose ) et le séphadex ( un polymère de dextran ) .  Le séphadex 

permet de purifier des lectines ayant une spécificité pour le gluco- 

se comme la Con A ou la lectine de lentille; des lectines spécifiques 

du galactose ont été purifiées sur sépharose, mais l'utilisation du 

sépharose n'est pas possible pour la purification de toutes les lec- 

tines spécifiques du galactose. En effet,il est nécessaire que ces 

lectinespuissentréagir avec des résidus internes de la chaine poly- 

saccharidique. Dans certains cas, la capacité du sépharose peut 

être amplifiée par l'augmentation du nombre de résidus en position 

terminale après une hydrolyse acide douce qui permet la rupture des 

chaines de galactanes sans dégrader totalement le gel ( Ersson et al, 

1973 ) .  Les capacités de ce type de supports peuvent être également 



augmentées d'une façon moins drastique par lladdition,en présence 

d '  un catalyseur chimicpe comme l'epickloryd~ine ou le divinylsulfo 

ne, de résidus de galactose apportés par les arabinogalactanes ou les 

galactomannanes ( Longren et -- al, 1976; Young et Leon, 1978 ) .  Ce 

type de couplage peut ëtre également réalisé sur des polyméres d'acry- 

larni.de ( Horisberg, 1977 1 .  
1 

La chitine, un polymère de N-acétyl-D-glucosamine, est un autre exem- 

ple de polysacckride utilTsé pour la purification par chromatogra- 

phie d'affinité de la lectine de germe de blé ( Bloch et Burger,1974) 

D'une façon généaale, ce type de support d'affinité réagit unique- 

ment avec des lectines qui reconnaisse un seul déterminant saccha- 

ridique, mals dans certains cas, où la spécificité est dirigée vers 

des structures plus complexes, la matrice d'affinité peut être obtenue 

par couplage d'une glycoprotéine, d'un glycopeptide ou d'un dérivé 

synthétique de sucre. Une glycoprotéine peut possEder plus d'un 
- 

déterminant saccharidique reconnu par des lectines de spécificités 

différentes, ce qui confére à ces ligands un caractére moins sp7éci- 

fique. Par exemple, la fétuine immobilisée sur sépharose a été uti- 

lisée pour purifier les lectines de germe de blé ( spécifique des 

résidus d'acide siallque et de N-acétyl-D-glucosamine), la Con A et 

la lectine de Plsum sativum ( glucose et mannose 1 ,  la lectine de - 
LunLilus poliphemus ( acide sialique 1 et d'autre part, des glycopep- 

tides de la substance A+H de la mucine porcine ont été utilisés pour 

purifier la lectine de soja ( galactose spécifique ) ,  de haricot de 

lima ( N-acétyl-D-galactosamine ) et de Dolichos biflorus ( galac- 



tose- ~ - a c d t y l - ~ ~ a l q c t o s ~ i n e  ) ( Sharon e t  L i s ,  1972; L i s  and Sha 

ron, 1977; Sharon, 1980 ) , 

Il e x i s t e  un groupe t r è s  p a r t i c u l i e r - d e l e ~ t i n e s  qu i  ne r éag i s sen t  

pas avec des  suc res  simples. Pour ce type de proté ines ,on  peut  u t i -  

l i s e r  comme support d ' a f f i n i t é  des membranes d'hématies, s o i t  i m -  

mobilisées s u r  une matrice ou encore en suspension En p r inc ipe ,  ce 

type de support peut  ë t r e  u t i l i s é  pour tou tes  l e s  l e c t i n e s  capables 

d 'agglut iner  l e s  érythrocytes e t  de ce  f a i t , c e t t e  méthode peu t  ê t r e  

considérée comme un ive r se l l e .  Cependant, pour l e s  l e c t i n e s  q u i  ne 

sont  pas spéci f iques  d'un sucre p a r t i c u l i e r ,  l a  désorption ne peut  

s e  f a i r e  que p a r  des tampons de pH acide  ( tampon glycocolle/  HC1 

pH 2 ,8 ,  pa r  exempler. L ' u t i l i s a t i o n  de ce type d 'absorbants  prgsén- 

t e  c e r t a i n s  inconvénients,  c a r  l ' adsorp t ion  des l e c t i n e s  s u r  l a  

membrane é+rythrocyta i re  peut  f a i t  i n t e r v e n i r  des réac t ions  secondai- 

r e s  non-spécifiques comme l e s  i n t e r a c t i o n s  hydrophobes. 

Le troisième type d 'adsorbants  u t i l i s é s  pour l a  p u r i f i c a t i o n  des 

l e c t i n e s  e s t  cons t i tué  par  des matrices subs t i tuéesavecdes  mono oudes  

disaccExirides. La p lupar t  de ces supports  d ' a f f i n i t é  u t i l i s e  l e  

sépharose comme m a t r i ~ e ~ e n p a r t i c u l i e r p o u r  l e s  sucres aminés q u i  peu- 

v e n t - ê t r e  conjugués aprés a c t i v a t i o n  du g e l  p a r  l e  bromure de cya- 

nogène qu i  p e n e t  l a  l i a i s o n  e n t r e  l a  fonction m i n e  du sucre  e t  l a  

sépharose ac t ivée  ( Sundbergh e t  Porath,  1974 ) . Cependant,la f ixa-  

t i o n  des r é s idus  sacchar9diques directement s u r  l a  sépharose rend 

p a r f o i s  l e  l igand inaccess ib le  au s i t e  lec t in ique .  Pour c e t t e  ra ison,  



l ' u t i l i s a t i o n  d 'espaceurs  comme l a  6 amino-hexylamine ou l ' a c i d e  

F-aminocaproique ( Shaper e t  - - a l ,  1973; Gordon -- e t  a l ,  1972 ) permet 

une me i l l eu re  i 'n teract ion de l a  l ec t ineavec  son r écep teu r .  Quatre 

exemples de dé r ivés  g lycos id iques  son t  p ré sen té s  dans l a  f i g u r e  4.  

I l  s ' a g i t  de dé r ivés  O e t  S-glycosides,  N-acétylglycosylamines e t  

N-acyl-aminosucres q u i  sont  l e s  p l u s  u t i l i s é s .  

Ces d é r i v é s  glycosidiques couplés  dans un premier temps s u r  un es-  

paceur s o n t  e n s u i t e  Immobilisés s u r  une mat r ice  i n e r t e  p a r  d i f f é r e n -  

t e s  méthodes: par  exemple, p a r  l e  bromure de cyanogène ( Sundbergh 

e t  Pora th ,  1974 ) ou l a  d iv inylsu l fone  ( Pora th  e t  Sundbergh,l972); 

ces  d i f f é r e n t s  l i gands  peuvent également ê t r e  couplés  s u r  des  g e l s  

de polyacrylamide ( Horejs i  e t  Kocourek, 1973; Pipoka -- e t  a1,1978 ) 

ou s u r  b i o g e l  (Gray, 1974 ) . 

En conclus ion ,  l a  p u r i f i c a t i o n  d 'une l e c t i n e  peu t  ê t r e  e f f e c t u é e  

pa rd i f f é ren te smé thodes  comme l e  mon t ren t l e s  tab leaux  X e t  X I ,  l a  

l e c t i n e  de germe de 61é e t  la  l e c t i n e  de cacahuéte é t a n t  c h o i s i e s  

comme exemples ( L i s  e t  Sharon, 1981 ) .  



O-GLYCOSIDE THIOGLYCOSIDE 

HN-C-( CH2) 5-NH2 
11 N-ACYLGLYCOSYLAMINE -- O 

N-ACYLAMINOSUCRE 

Figure 4 

DERIYEs  QLYCQSVIQUES LES PLUS UTTLZSES POUR LF PREPAEATION 

D'ADSORBANTS BXO-SPECIFIQUES POUR LA PURIFICATION DES LECTXNES 

( Lis et Sharon 1981 1 ,  



T A B L E A U  X 

METHODES DE CHROMAT~WPHIE D'APPINITE UTTLISEES DANS LA PURIFICATION 
+ 

DE LA LECTINE DE CACAHUETE C Arachys hypogaea ) 

LIGAND METHODE DE COUPLAGE 

Guaranne - - 

Arabinogalactanne - - 

Stromas d 'hématies  - - 
d 6 s f a l y l é e s  

Sépharose Fetuine d é s i a l y l e e  bromure de cyanogène 

Sépharose N-glycosylamide de Bromure de cyanogène 
ga l ac tose  

Sépharose a c t i v é  p a r  Galactose 

l e  d i v i n i l s u l f o n e  

Aminoethyl-polyacry- Lactose 
lamkde 

couplage d i r e c t  
( à pH basique)  

Réduction p a r  l e  
cyano-borohydrure 

acrylamide Alkyl g lycos ide  copolymérisat ion 
de ga l ac tose  

* Sharon, 1981 



T A B L E A U  XI 

METKODES DE CHROl4ATOGRAPHIE D'AFFINITEUTILTSEXS DANS LA PURIFICATION 

DE L'AGGLUTININE DE GERME DE BLE ( Triticum vulgaris ) 

MATRICE LIGAND METHODE DE COUPLAGE 

Chitine - Bromure de cyanogEne 

Kieselguhr ovomucoide Bromure de cyanogene 

Sépharose ovomucoide Bromure de cyanogène 

glycopeptide de mucine stomacale 
porcine 

dérivé & - aminocaproyl N-glyco- 
samine de la ~-acét~l-D-glucosamine 

CH-sépharose glucosamine carbodiimide 

Epoxy-sépharose N-acé tyl-D-glucosamine couplage direct- 
( pH basique ) 

Asparaginyl-N-acetyl- carbodiimide 
glucosamine 

Aminoethyl- N-acétylchitobiose réduction par le 

polyacrylamfde cyano-borohydrure 

Ultrogel A 4 p-Aminobenzyl 1-thioglyco- carbodiimide 

side de N-acetyl-D-glucosamine 

Copolyméres d' 6-aminohexyl-N-acetyl- copolymérisation 

acrylamide et D-glucosamine 

acide acrylique. 

Hématies formalini'sées - - 

+ 
Sharon, 1981, 



T R A V A U X  P E R S O N N E L S  

II PURIFICATION E T  CARACTERISATION DES LECTINES 

DE Machaerocereus eruca . 



1. PREPARATION DES LECTINES DE Machaerocereus eruca . 

A. MATERIEL. 

Le cactus a été . collecté dans le désert de la Basse Californie 

Mexique et identifiéselonle Manuel Taxonomique des Cactus ( Bravo- 

Hollis, 1980 ) . 

B. EXTRACTION DE LA LECTINE. 

Le jus d'un kilogramme de tige de cactus, obtenu par centrifugation, 

est filtré sur papier Whatman No; 2 et dialysé contre un tampon 

phcsphate 0,02 M/ NaCl 0.9 % pH 7,4 . 

C. PURIFICATION DE LA LECTINE. 

1; ~rgcipitation au sulfate d'ammonium. 

Les protéines de l'extrait de M-eruca dialysé contre le tampon phos 

phate sont ensuite précipitées par l'addition dhne solution de sul- 

fate d'ammonium saturée, Afin d'identifier la concentration optima- - 

le nécessaire pour précipiter l'activité agglutinante, différentes 

concentrations de sulfate d'unmonium ont été utilisées: 

a. Le sulfate est ajouté, d'abord pour obtenir 33% de saturation; 

le précipité est recue2lli par centrifugation et le surnageant est 

amené à 66% de saturat2on par addition de sulfate d'ammonium. 

b. Le sulfate d'ammonium a été ajouté pour obtenir 66% de saturation 



C )  Enfin, addition de sulfate d'ammonium pour ohtenir directement 

80% de saturation. 

Les précipités recueillis par centrkfugation sont redkssous dans un 

volume de tampon phosphate pH 7,4. Ces fractions ainsi que les sur- 

nageant~ sont dialysés exhaustivement contre le tampon phosphate à 

4°C.Ultérieurement , la concentration en protéine et l'activité sont 

déterminées 

2. Chromatographie d'affinité sur mucine-sépharose. 

La fraction obtenue par précipitation avec le sulfate d'ammonium à 

66% de saturation ( F-66 P estfiltrGé sur une colonne ( lx 17 cm 

de mucine d'estomac de porc immobilisée sur sépharose 4 B ( 5 mg de 

mucine par ml de gel ) activée par la méthode de March et a1,1974, -- 
et préparée au laboratoire par H-Debray. 

Le gel est équilibré dans un tampon phosphate 0.02 M NaCl 0,9% pH 

7;4 ( PBS ) . Les protéines, non retenues sur le support d'a£ f inité, 

sont d'abord Gluées avec le tampon phos2hate jusqu'a ce que la densi- 

té optique A soit descendue en dessous de 0,Ol. Une partie des 
280 

protéines retenues sur le support est d'abord désorbée par addi- 

tion d'eau distillée ( Fraction 1 ) et une autre fraction est ensui- 

te gluée par addition d'un tampon glycocolle/ HC1 8,2 M pH 2,5 

( Fraction II] . Le débit de la colonne est de 9 ml/heure et des 

fractions de 2,l ml sont collectées. La force ionique et le pH sont 

ajustés par additron de 0,21 ml de tampon phosphate 0,2 M pH 7,4, 

avant de mesurer la densité optique A et l'activité agglutinan- 
280 nm 

te. 



3. Ckromatographie d'interaction hydrophobe. 

Une aliquote de la fraction précipitée au sulfate d'ammonium (F-66 ) 

estfiltrée sur une colonne ( 1x27 cm ) contenant la phényl-sépharo- 

se CL-4B, équilibrée avec une solution de sulfate d'ammonium 0,s M. 

Le matériel non retenu par la phényl-sépharose est élué avec la so- 

lution de sulfate d'ammonium 0,5 M jusqu'à ce que la densité opti- 

que à 280 nm soit descendue jusqu'à 0,Ol. Plusieurs fractions sont 

obtenues par diminution de la force ionique en utilisant des solu- 

tions de sulfate d'ammonium 0,25; 0,12; 0,06 et avec de l'eau distil- 

lée. Des fractions de 2,l ml sont collectées à un débit de 9 ml/ 

heure et la force ionique de chaque fraction est ajustée à 0,5 M en 

sulfate d'ammonium, et la densité optique à 280 nm ainsi que l'ac- 

tivité agglutinante sont mesurées. 

4. Chromatographie d'affinité sur une colonne de stromas d'hématies 

de Lapin. 

a. Préparation des membranes d'hématies. 

Pour préparer les membranes d'hchaties , nous sommes partis de sang 
+ 

humain du groupe A , ou de sang da lapin et d'âne, Cette prépara- 

tion nécessite l'utilisation de sang frais ( moins d'une semaine ) ,  

dans le cas contraire, il est imposible d'éliminer totalement l'hé- 

moglobine, 

Les membranes d'hématies sont préparéessuivant la méthode de Dodge, 

(Dodge -- et a1,1963 ) ;  aprésplusieurs lavages en milieu isotonique 

pour 'éhiminer le plasma, les hématies sont lysées par choc osmotique 



200 ml de sang frais ajusté à 

1,s 1 par un tampori phosphate 

isotonique pH 7.4 

3 lavages J. 
Centrifuger 10 min à 10.000 rpm 

par le tampon 
dans un rotor JA 14 (Beckmann) . 

isotonique 

Eliminer le surnageant 

Hémolyse par un tampon 

phosphate 5 rnM pH 7,s 

pendant 3 0 min. 

4 
Centrifuger 40 min. à 13 .O00 rpm 

\1 
Eliminer le surnageant et les 

par le tampon 

leucocytes. 
hypotonique 

.ln 

c~ 

8 

Récupérer les membranes 

Figure 5 

Hernoglobine 

Membranes 

Leucocytes 

PREPARATION DES STROMAS D'HWTTES, 



et on récupère les membranes par centrifugation. T~utes les étapes 

s'effectuent à4OC. Le déroulement des opérations est schématisé sur 

la figure 5. Les memhranes sont xecupérées et lyophilisées. 

b. préparation de la colonne de stromas d'hématies. 

D'abord, les stromas d'hématies sontdésialylésselon la méthode décrite 

par Monsigny ( Monsigny et al, 1980 ) en utilisant une neuraminidase ae 

Vibrio cholerae. 1,113gr de stromas d' hématies de lapin désialylées sont 

polymérisés avec 100 ml d'une solution de glutaraldéhyde à 1 % 

dans le PBS pendant une nuit à 4OC et sous agitation constante, le 

pH 7,4 est ajusté par l'addition de KOH 1 M. Les stromas sont ensui- 

te lavés plusieurs fois avec le PBS. finalement,les f~nctions al- 

déhydes restées libres sur les stromas sont bloquées par addition de 

10 volumes de glycocolle 1 M et incubation pendant 3-4 h à 4 ' ~ .  

Les stromas ainsi polymérisés sont resuspendus dans 10 ml du PBS, 

puis mélangés avec 10 volumes de séphadex G-25 superfine et l'ensem- 

ble est ensuite introduit dans une colonne selon le schéma présenté 

à la figure 6. 

Avant d'ëtre utilisée,la colonne est rincee avec 4 à 5 volumes de 

colonne des tampons utilisés dans la purification des lectines: eau 

distillée, glycocolle/ HC1 0,2 M pH 2,5 et le tampon phosphate pH 

7,4. La capacité de fixation de la colonne est calculée en fonction 

du nombre d'unités agglutinantes élu6es aprés saturation de la colon- 

ne ( Ochoa et Kristlansen, 1979 ) . 
c. Purification des lectines. 

Les fractions obtenues par chromatographie sur colonne de phényl - 
sépfiarose et présentant une activité hémagglutinante sont ensuite 
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purifiées par ckromatographie d'affinité sur une colonne de stromas 

d'hématies de lapin d e s i a l y l é e s , p r e p a ~ é e s e l ~ n  le protocole précëdent. 

La colonne ( 2,5x 12 cm ) , est équilibrée avec du PBS à un débit 

de 9 ml/heure, Une fraction non retenue sur la colonne est éluée 

avec le PBS, puis toute l'act~vité agglutinante est par l'eau 

distillée. Comme précèdement, la force ionique de chaque fraction 

de 2,l ml est ajustée et la densité optique à 280 nm ainsi que l'a2 

tivité agglutinante sont mesurées. 

D. METHODES D'ANALYSE. 

La pureté des préparationsde lectines de Machaerocereus eruca a 

été vérifiée par l'application de différentes méthodes. 

1. Méthodes immunologiques : 

a. Technique d'immunodiffusion. 

La méthode d'immunodiffusion double ( Ouchterlony, 1949 ) permet de - 

déterminer les relations antigéniques qui peuvent exister entre les 

différentesfractions de M.eruca. Les solutions antigéniques sont 

introduitesdans des puits de dèpots ( 2 mm de diamètre ) sur une 

plaque d'agarose à 1,5 % ( 1x3 cm ) et diffusent pendant 12 heures . 

en chambre humide contre un immunsérum déposé dans un puitscentral. 

L'immunsérum utilisé étant ici un sérum de lapin anti-lectine F 1 

de Machaerocereus eruca . 
b. ~mmuneélectrophorèse sur gélose-!v 

Les immunoélectrophorèses sont effectuées selon la méthode de Gra- 



har et Killiams ( 1955 ) modkfiée par Scheidegger ( 1955 ) , L'élec- 

trophorèse sur gélose à-13 % dfectuée dans un tampon véronal pH 

8,2 et sous tension de 3Q v pendant 180 minutes, est suivie d'une 

diffusion de 12 heures contre un sérum de lapin anti-lectine F 1 de 

M. eruca. La révélation des protétnes est réalisée par le réactif 

à 1 'amidoschwartz . 

2. Electrophorèse en gel de polyacrylamide en présence de SDS. 

Les différentes étapes de la purification des lectines sont suivies 

par électrophorèse en gel de polyacrylamide en présence de SDS selon 

la technique de Kerkaert ( 1978 ) qui utilise une variante du systè- 

me tampon discontinu de Laemmli ( Laemmli, 1970; Laemmli et Favre, 

1973 ) .  Nous utilisons un gradient d'acrylamkde de 5 à 25% ponté 

par 2,5 % de N,N'rriéthylenebisacrylamide.. 

La migration pour une plaque de 15 cm x 10 x 1,s mm d'épaisseur, du- - 

re environ 6 heures sous un courant de 30 mA. Les protéines sont 

visualisées par coloration au bleu de Coomassie, 

Tampon d'électropkorèse utklisé i' 

Tris 3 g 

Glycocolle 1 4 t 4  g 

S.D.S. 1,3 (3 

H20 q,s*p. 1,3 1 

Préparation des échantillons: 

Les protéines sont dissoutes dans la solution suivante: 

TrisIHCl 3 M,pH 8,9 1 ml 



Glycérol  2  m l  

3 0  + bleu  de bromophénol 2 , s  m l  

Mercaptoéthanol 0 ,5  m l  

E. CARACTENSATION PHYSICOCHIMIQUE. 

1. P ro t é ines .  

L e  dosage des - p r o t é i n e s  t o t a l e s  e s t  r é a l i s é  s e l o n  l a  technique em- 

ployée p a r  Lowry ( Lowry e t  a l ,  1951 1 .  

a ;  P r é p a ~ a t i o n  des  s o l u t l o n s  

Solu t ion  A : Na2C032% dans NaOH 0 , l  N 

Solu t ion  B : s u l f a t e  de c u i v r e ,  5  H 0,  0 ,5% dans l e  t a r t r a t e  de 2 

Na,K 1% 

Solu t ion  C : 50 m l  de l a  s o l u t i o n  A + 0 , s  m l  de l a  s o l u t i o n  B 

b; Dosage- 

A 1  m l  de l a  s o l u t i o n  de p r o t é i n e s  son t  a j o u t é s  5 m l  de l a  s o l u t i o n  

C l  le mélange e s t  a g i t é ,  p u i s  l a i s s e  au  repos  pendant 10 minutes.  

Puis  0 ,5  m l  de r é a c t i f  de Fol in-c ioca l teu  , préalablement  d i l u é  au 

demi avec de l ' e a u ,  s o n t  a j o u t é s .  La s o l u t i o n ,  a i n s i  préparée e s t  

l a i s s e  30 minutes à l ' o b s c u r i t é .  Ce dosage s e  f a i t  également s u r  

des  s o l u t i o n s  témoins de sérum albumine à d i f f é r e n t e s  concent ra t ions ;  

l a  l e c t u r e  s e  f a i t  à 700 m. 

2 .  Sucres .  

Le dosage des o ses  neu t r e s  e s t  r é a l i s é  p a r  l a  méthode au ~ h é n o l  - 



sul fur ique  d é c r i t e  par  Dubois ( Dubois e t  a l ,  1956 y .  -- 

a ;  préparat ion des so lu t ions .  

Solution A : Phénol r e d i s t i l l é  5 g l  

Eau b i d i s t i l l é e  q .s .p .  100 m l  

Solution B : Acide sul fur ique  pur. 

b; Dosage 

Dans des tubes à e s s a i s  t r è s  propres ,  on i n t r o d u i t  1 m l  de l a  solu-  

t i o n  à doser contenant 10 à 70 ug d 'oses  totaux e t  1 m l  de l a  solu-  

t i o n  de phénol. L e s  tubes son t  a g i t é s ,  pu i s  5 m l  d 'acide su l fu r ique  

concentré sont  a jou tés  à l ' a i d e  d'une b u r e t t e  dont l e  j e t  tombe 

brutalement s u r  l a  surface  du l iqu ide .  Les tubes son t  incubés pen- 

dant 5 minutes à 100°C e t  pu i s  r e f r o i d i s  à température ambiante. Ce 

dosage s e  f a i t  également s u r  desso lu t ions  témoins de l ac tose  à d i -  

fférentesconcentrations. La mesure de l a  dens i t é  optique e s t  

e f fec tuée  à 492 nm . 

3 .  Dosage des sucres  e t  détermination des rappor ts  molaires par  

chromatographie en phase gazeuse. 

Les sucres  sont  analysés par  chromatographie en phase gazeuse aprés  

méthanolyse e t  t r i f l u o r o a c é t y l a t i o n  suivant  l a  méthode de Zanetta - e t  

a l ,  (1972 ) . - 
Une masse déterminée du produi t  e s t  méthanolysée pa r  l e  mélange 

CH30H/ HC1 0 ,5  N pendant 24 heures à 80°C. Un témoin in te rne ,  l e  

mésoinosi tol ,  e s t  i n t r o d u i t  préalablement en quan t i t é  connue au mé- 

lange i n i t i a l .  Par l a  s u i t e ,  l e s  p rodu i t s  sont  t r i f l u o r o a c é t y l é s  



par le mélange dichlorométhane/anhydride trifluoroacétique ( 100 ul/ 

1QQ ul ) .  Les rapports molaires sont determinés à l'aide d'un chro-• 

matographe en phase gazeuse, VARIAN ~erograph 14Q0, gaz vecteur N 2 ' 

phase stationnaire OV 210 à 5 % 't colonne de 3 ml porosité 100-200 

mesh 1 .  La température du four est programmée de 100 à 220°C à 

raison de 2°C par minute. Nous avons utilisé aussi la technique de 

Clamp ( Clamp et al, 1967) modifkée par Fournet et Leroy ( communi- -- 
cation interne ) :  10 microgrammes de glycanne et 1 microgramme de 

méso-inositol ( témoin interne ) sont lyophilisées dans un tube so- 

virel. Les produits sont méthanolysés 24 heures à 80°C comme dans 

la méthode précédente par addition de 250 microlitres de méthanol/ 

HC1 0,s N. .Les glycannes sont ensuite refroidis,neutralisés par du 

carbonate d'argent ( pH 7 ) et N-réacétylés par 10 microlitres d'an- 

hydride acétique 10 heures à l'abri de la lumiére; Le tube est 

ensuite centrifugé et le surnageant délipidé par deux extractions à 

l'heptane ( 2x250 microlitres ) , Le méthanol est ensuite évaporé 

sous azote et le résidu sec est repris par 50 microlitres de pyri- 

dine et 50 inicrolitres de BSTFA ( bisilyl trifluoro acetamide ) .  

0,l microlitres sont alors injectés dans un colonne capmire de 

silicone: OV 101 ( 0,3 mmx 25 m ) ,  la témpérature du déteqteur et 

de l'iajecteur étant de 220°C. Le gradient de température allant 

de 120°C à 240°C 1 soit 20~/minute j ,  Le gaz vecteur est l'hélium 

à 0,05 Bar . 



+ 
4;~om~os1tion en acides aminés. 

La composit5on en acides amknés est detemimée &l'auto-analyseur 

Bechman- Muitichrom S-12Cj G ,  apres hydro1:rse acfde des protéines se- 

lon la méthode décrste par SpacIanan et al ( 1958)et modifiée par -- 
Charet et al ( 1973 ) . L'hydrolyse des protéines s ' effectue en tubes 

scellés sous vide, par l'acide chlorhydrique bidistillé 6 N, pendant 

24,48 et 72 heures dans une étuve à 105OC.. 

 ter ter mi nation de la Masse moléculaire. 

La masse moléculaire des lectines est déterminée par électrophorèse 

en gel de polyacrylamide. Le gradient de gel de polyacrylamide de 

5% à 25% en présence de SDS est préparé dans les conditions préce- 

demment décrites ( p 74). La masse moléculaire des lectines est 

calculée par comparaisonde leurs mobilités relatives dans le gel de 

polyacrylamide avec celle de protéines de masse moléculaire connue. 

Nous utilisons le mélange témoin de protéines de la firme Pharmacia 

contenant de la phosphorylase b ( 94,000 Da 1 ;  de l'albumine ( 67,000) 

de l'ovalbumine ( 45,000 1;  de l'anhydrase carbonique ( 30,000 ) ;  

de lninhibiteur trypsique du soja ( 20,100 et du lysozyme ( 14,400). 

G~étermination du point Esoélectrique. 

cetteméthode est réalisée en gel de polyacrylamide dans des conditions 

+ 
Nous remercions Melle A. Martinage . et Monsieur P. Sautiére pour 

la réalisation de cette Qtude. 



non dénaturantes selonla technique de Catsimpoolas ( 1968 ) en u- 

tilisant des ampblines ( Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala Suède) 

suivant le protocole suivant: 

Pour 1 tuhe ( 0,5 x 10 cm ) renfermant 2,16 ml de solutions 

Solution d'acrylamide-bssacrylamide 28,38/1,62% --0,31 ml 

Triton X-100 1% ( dans l'eau v/v 4 --O ,85 ml 

Echantillon dissous dans H20 --O, 85 ml 

Solution d'ampholines pH 3,5-10 40% ( dans l'eau) -0 ,Il ml 

Temed -- 5 pl 
Solution de persulfate 10% ( dans l'eau) --35 pl 

Tampon d'électrophorèse utilisé 

H3P04 
5% ( dans l'eau v/v ) à l'anode 

NaOH 2% ( dans l'eau p/v ) à la cathode. 

La migration dure 14 heures à 4OC, sous un voltage de GOG. V. Aprés 

migration électrophorètique, les gels d'acrylamide sont sortis des 

tubes en verre; le détergent et les ampholxnes sont éliminés et les 

protéines fixées par incubation des gels dans du méthanol à 50% 

dans l'eau pendant 12 heures, puis les protéines sont colorées par 

le hleu de coomassie 0,1% dans l'éthandl à 25 % . 
Le gradient de pH est établi aprés l'isofocalisation en mesurant le 

pH sur des gels témoins ( sans solution de protéine ) de la façon 

suivante : 

Les gels sont coupés transversalement en tranches de 0,4 cm. d'épais- 

seur qui sont incubées dans 0,5 ml d'eau distilléedégasée pendant 

une nuit à4QC.; puis on mesure le pH de cas solutions. 



5. Activité Hémagglutinante. 

L'agglutination est la plus si'mple.manifestati.on de l'interaction 

d'une lectine avec les cellules. Pour qu'une lectine soit agglutinan- 

te, il faut qu'elle posséde plus d'un site de liaison dans sa molé- 

cule ( valence de lectine ) .  Pour déterminer ce pouvoir agglutinant, 

on place une suspension d'hématies en présence de 1 ' agglutinine, soit 

sur une lame de verre, soit dans un tube. Les cellules agglutinées 

floculent et le phehoméne peut être observé directement ou à l'aide 

du micr~scope ( Inbar et Sachs, 1969; Sela et al, 1970 ) .  Cet test, -- 
schèmatisé dans la figure 1, peut être utilisé de fason quantitati- 

ve pour mesurer le pouvoir agglutinant d'une lectine. 

On a joute 25 pl de tampon phosphate 0,02 M pH 7,4 ( PBS 7 ou un 

solution saline isotonique dans chaque puits d'une plaque de micro- 

titration. Un volume égal de lectine est ajouté dans le premier 

puits, mélangé et ensuite, le même volume est prëlevë et 

ajouté au puits suivant. On réalise ainsi une double dilution sériSe 

de la lectine, On ajoute enfin le même volume d'une suspension d'hé- 

maties à 2% dans le PBC(environ 2x10~ cellules/ml ) .  On laisse en 

contact pendant 1 heure &température ambiante et on détermine le 

pouvoir agglutinant par obsenratEon directe. 

Le résultat est exprimé par le titre d'agglutination représenté soit 

par la dernière dilution de la lectrne présentant une activité agglu- 

thante ou soit par l'lnverse du log2, Dans ce travail, nous utili- 

sons la préhiére forme d'expression des résultats. Le nombre d'unités 

hémagglutinantes est considéré comme le titre par milmitre de lec- 



tine; il faut pour cela mult&plier le tktre d'actiyité agglutinante 

par 40 pour mesurer 11actirr2té agglntsnante de chaque fraction. 

L'activité spéc5fikpe de la lecti'ne est définie étant comme le nom- 

bre d'unités hemagglutinantes par milligramme de protéine. 

Dans ces essais d'agglutination, on utilise des hématles préalable- 

ment lavées par centrifugation avec un tampon phosphate @,O2 M pH 

7,4. Des hématies traitées par la trypsine ( ED.3.4.21.4.11,800 BA 

EE ) ont également été utilisées. Des hématies d&sialylées ont é- 

galement été utilisées . Elles ont été préparées en utilisant la 
méthode décritepar Monsigny ( Monsigny -- et al, 1980 ) :  incubation 

de 100 ml d'une suspension d'hématies à 2% dans un tampon acétate 

de sodium pH 5,5 avec 50 U de neuraminidase de Vibrio cholerae pen- 

dant 45 minutes à 37OC. L'enzyme est éliminée par plusieurs lava- 

ges avec le tampon PBS, puis la concentration des hématies est ajus- 

tée à 2% pour le test d'agglutination . 



III RESULTATS ET DISCUSSION 



1 . EXTRACTION DE LA LECTINE, 

Les tiges du cactus Machaerocereus ecca possédent une grande quan- 

tité d'eau. Des essais brornatologiques préliminaires ont montré 

qu'environ 94% du poids du matériel de départ est représenté par de 

l'eau, comme cela est indiqué dans le tableau XII; le matériel rési- 

duel renferme principalement des sucres, des lipides et des protéi- 

nes qui représentent 1% du cactus frais et environ 17% du matériel 

sec. Dans le jus collecté, on obtient 25% du matériel protéique to- 

tal contenu dans le cactus, soit 1,7 g environ de protéines par kilo- 

gramme de tige. 

2. ACTIVITE AGGLUTINANTE. 

L'exkYait brut de Machaerocereus eruca est capable de provoquer l'ay- 

glutination des hématies de différentes espéces animales à l'excep- 

tion des hématies de l'espéce bovine, tableau XIII. L'activité ag- 

glutinantede ce cactus ne présente pas de spécificité sérologique 

pour les groupes sanguins humains,mais le pouvoir agglutinant est 

augmenté de 32 fois lorsque les agglutrnines sont mises en présence 

d'hématies d ' ane. 

D'autre part, le traitement enzymatique des hématies par la trypsi- 

ne ou la neuramin2dase augmente sensiblement ce pouvoir agglutinant; 

tableau XIIT. 

Ceci a été également observé pour plusieurs leetines ( Lis et Sharon 



T A B L E  A U  X I I  

+ 
COMPOSITION CHIMIQUE DU CACTUS Machaerocereus eruca. 

P O I D S  F R A I S  P O I D S  S E C  

( % )  

PROTEINES 

L I P I D E S  

SUCRES 

CENDRE 

HUMIDITE 

Zenteno et Ochoa, 1984 . 



T A B L E A U  XII1 

ACTWITE HWOCLUTINANTE DE L'EXTRAIT TOTAL DE 

M a c h a e r o c e r e u s  eruca 

HEMATIES TITRE 

Natives T r a i t é e s  par: 

T r y p s i n e  N e u r a m i n i d a s e  

HUMAIN GROUPE A 

HUMAIN GROUPE B 

KUMAIN GROUPE O 

ANE 

LAP ï N  

MOUTON 

RAT 

COBAYE 

POULE 

VACHE 

ND, NON DETEliMINEE 



1977; Goldçtein et Hayes, 19J8 ) , Cette amélioration de la snscep- 

tihilité à l'agglutsnati~n est iittuihuée à_ la coghinaison de plusieurs 

facteurs: d'ahord, une dimsnution de la répulsion électrostatique en- 

tre les cellules, résultat de l'élimination des résidus d'acide sia- 

li-e ( Pollack et Reckel ,1977 ) ; ensuite, l'exposition de récepteurs 

lectiniques qui étaient masqués ( Sela et al, 1970 1; et enfin par 

le rearrangement des récepteurs à la surface cellulaire ( Ochoa,19791 

chacun de ces facteurs peut augmenter l'agglutinabilité des cellules 

par les lectines. 

3. PURIFICATION DES LECTINES DE Machaerocereus eruca. 

A. Précipitation par le sulfate d'ammonium. 

L'ensemble du matériel qui posséde une activité agglutinante est pré- 

cipité par addition de sulfate d'ammonium, soit en augmentant progres- 

sivement la concentration en sel dans le milieu de O à 33% de satura- 

tion et ensuite de 33 jusqutà66% de saturation. Le matériel qui 

n'est pas précipitable à cette concentration ne posséde aucune acti- 

vité agglutinante. L'addition de sulfate d'ammonium de O à 66% ou 

de O à 80% en saturation permet de récupérér 100% de l'activité ag- 

glutinante initiale, tableau XIV, 

En considérant que toute l'activité agglutinante est precipitée par 

addition de sulfate d'ammonium à 66% de saturatson, les méthodes de 

purification que nous allons décrire avaient comme matériel de dé- 

part cette fraction. Bien que le phénoméne d'agglutination puisse 
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être induit pas d'autres swhstqnces nvn protéiques comme les tanins 

ou les polyphénols, mais comme l'activité agglutinante du cactus est 

précipitée par le sulfate d'ammonimn, ceci. nous permet de supposer 

3 priori, qu' effectivement nous sommes en présence de substances 

protéiques de type lectine. 

B. Purification par chromatographie d'affinité. 

.'Aprés la precipitation par le sulfate d'ammonium, la fraction 

obtenueau 66% de saturation est purifiée par chromatographie d'affi- 

nité sur une colonne de mucine immobilisée çür sépharose. Cette mé- 

thode nous permet d'obtenir deux fractions qui possédent une acti- 

vité agglutinante: l'une est 4luée par de l'eau distillée et une 

autre estréluée par l'addition d'un tampon glycocolle/ HC1 0,2 M 

pH 2,5, figure 7. Cette méthode permet la r6cupèration de 70% de 

l'activité agglutinante déposée sur la colonne et une augmentation 

de l'activité spécifique de 6 fois par rapport à celle de l'extrait 

brut pour la fraction 1, éluée par l'eau et de 22,6 fois pour la 

fraction 11 éluée par le glycoc~lle, Les résultats de cette purifica- 

tion sont résumés dans le tahleau m. 

4 . METHODES D ' ANALYSE, 

A. Contrôle de l'homogéneité des fractions. 

L'application des techniques décrites ~ 7 3 ~ 7 4 ,  aux différentes frac- 

tions obtenues montre que: 

- L'imm'unoéléctrophorèse des deux fractions purifiées de Machaeroce- 



Figure 7 

P r o f i l  d ' e lu t ion  des l e c t i n e s  de Machaerocereus eruca  s u r  colonne 

de mucine immobilisée s u r  sépharose. 114 mg de p ro té ine  de l ' e x t r a i t  

p r é c i 2 i t é  par  l e  s u l f a t e  d'ammonium son t  déposés s u r  l a  colonne. La 

f r a c t i o n  non retenue e s t  e luée  par  l e  PBS; l a  l e c t i n e  F 1 e s t  désorbée 

par  l ' e a u  d i s t i l l é e  e t  l a  l e c t i n e  F II e s t  désorbée pa r  un tampon 

glycocolle/HCl pH 2,5, La dens i t é  optique à 280 nm ( - ) e t  

l ' a c t i v i t é  agglut inante avec des ery throcytes  groupe A (c--i ) 

sont  mesurées. 





r eus  e ruca  par  chrom~tog,rapfbie d ' a f f i n i t é  n e  donne qu 'un s e u l  a r c  de 

p réc2p i t a t i on  en présence  d 'un s é w  d e  l a p i n  a n t i - f r a c t i o n  1 de M.- 

eruca.  L e  degré de migra t ion  est a u s s i  i den t ique  pour l e s  deux f r a c -  - 
t i o n s  , f i g u r e  8 . 

- L ' hununodif fu s ion  double ( ~ u c h t e r l o n y  , 1948 1 , montre que l e s  a r c s  

de p r é c i p i t a t i o n  p r é s e n t e n t  une i d e n t i t é  t o t a l e  pour l e s  deux l e c t i -  

nes ,  f i g u r e  9 . 

- L'é lec t rophorèse  en  g e l  d 'acry lamide ,  f i g u r e  10 , nous montre l ' h o -  

mogénèité des  f r a c t i o n s  p u r i f i é e s ,  l e s  deux f r a c t i o n s  migrant en une 

seu le  bande r évé l ab le  au b l e u  de coomassie e t  possédant  un poids 

moléculaire  d 'envi ron  35,000 Daltons. 

B. C a r a c t é r i s a t i o n  chimique. 

L ' app l i ca t ion  des mèthodes de dosage calorimétrique montre que l e s  

deux l e c t i n e s  s o n t  des  g lycopro té ines ;  l a  l e c t i n e  F 1 renferme 

30% de suc re s  a l o r s  que l a  l e c t i n e  F II n ' en  renferme que 2 4 % .  Dans 

l e s  deux c a s , l e s  r a p p o r t s  mo la i r e s  ind iquent  que l e s  l e c t i n e s  ne pos- 

sédent  p a s  d ' a c i d e  s i a l i q u e , n i  de N-acétyl-D-galactosamine. Dans 

l e  t a b l e a u  XVI, e s t  ind iqué  l e  pourcentagedes suc re s  neu t r e s  com- 

prenant  pr incipalement  du g lucose ,  du ga l ac tose  e t  du rhamnose, de 

f a i b l e s  concent ra t ions  en xy lose ,  mannose e t  des t r a c e s  de ~ - a c é t ~ l -  

D-glucosamine. La s e u l e  d i f f e r e n c e  dans l a  composition en suc re s  

e n t r e  les deux l e c t i n e s  semble ê t r e  l a  présence  d ' a r ab inose  ( OIS%) 



Figure 8 

Irnmuno~lectrophorèse des lectines de Machaerocereus eruca purifiées 

par chromatographie d'affinité sui mucine irrimobilisée sur sépharose 

( F 1 et F II ) ,  et sur phenyl-sépharose puis par chromatographie 

d'affinité sur stromas dthématies de lapin ( fractions C I D I E  et F ) .  

Ligne centrale,imunsérum de lapin contre la lectine F 1 de M-eruca. 



@ LILLE 

Figure 9 

Immunodiffusion des diff iérentes l e c t i n e s  de Machaerocereus eruca 

p u r i f i é e s  p a r  chromatographie d ' a f f i n i t é  s u r  mucine immobilisée s u r  

sépharose: l e c t i n e  F 1, a )  plaque A e t  1) plaque B; l e c t i n e  F II 

b)  plaque A e t  2 )  plaque B; c )  plaque A ,  e x t r a i t  b ru t  de M-eruca , 
e t  des d i f f e r e n t e s  f r a c t i o n s  obtenues par  chromatographie hydrophobe 

puis  par  chromatographie d ' a f f i n i t é  s u r  stromas d 'hématies de lapin :  

p u i t s  3-6) correspondant aux f r a c t i o n s  C-F ( f i g u r e  1 2 ) .  p u i t s  c e n t r a l  

dans l e s  deux p1aques:immunsérum de l ap in  cont re  La l e c t i n e  F 1 de 

M. eruca . 



Figure 10 

Electrophorèse en gel de polyacrylmnide-SDS des lectines de 

Machaerocereus eruca purifiées par chromatographie d'affinité sur 

mucine immobilisée sur sépharose: A, 30 pg d'extrait total de 

M-eruca; B. 20 pg fraction F 1; C 20 ug fraction F II; D. témoin 

de masse moléculaire. 
. > 



T A B L E A U  XVI 

COMPOSITION EN OSES+DES LECTINES F 1 ET F II DE Machaerocereus 

eruca PURïFIEES PAR CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE SUR MUCINE-SEPHAROSE. 

NATURE DES 

MONOSACCHARIDES 

LECTINE 

F 1 F II 

Rhamnose 

Arabinose 

Xylose 

Fucose 

Galactose 

Mannose 

Glucose 

N-acétyl-D-Galactoêamine 

N-acétyl-D-Glucosamine TRACES TRACES 

O 

+ 
Representée en % de la masse totale . 



dans la lectine F 1 et d'autre part une concentration en xylose 2,5 

fois plus élevée dans cette fraction par rappor$hla lectine F II. 

&composition en acides aminés montre pour les deux lectines une 

composition trés -semblable avec beaucoup de glycocolle,sérine et 

acide glutamique et une absence en cystéine et methionine; tableau 

XVII . 

- La masse moléculaire calculée par électrophorèse en gel de polyacry - 

lamide en présence de SDS, indique que les deux lectines possédent 

une masse moléculaire d'environ 35,000 Daltons, comme le montre la 

figure 10 . 

- La détermination du point isoéIectrique sur des gels de polyacry- 
larni.de en présence des ampholines pH 3,5-10, montre que la lectine 

F 1 est composée de trois espéces moléculaires ( isolectines ) possédant 

des pI de 3,6; 4,l et 4,6, et que par contre, la lectine F II ne renferme 

que deux isolectines de pI 3,s et 4,l; figure 11 . 

S. CONCLUSIONS. 

L'utilisation de la chromatographie d'affinité sur colonne de mucine 

immobilisée sur sépharose nous a permis d'obtenir deux fractions 

éluées de ce support d'affinité avec de l'eau et par abaissement du 

pH du milieu, Les deux fra~tions~possédant une même masse molécu- 

laire, sont des glycoprotéines renfermant les mêmes monosaccharides 



T A B L E A U  W I I  

4- 
COMPOSITTON EN ACIDES AMINES DES LECTINES F 1 ET F TT DE Machaerocereus 

erucaPURIFIEES PAR CHiROMaTOGWaE D'AFFINTTE SUR MüCINE-SEPHAROSE. - 

ACIDES AMINES LECTIN 
1 II 

AC. ASPARTIQUE 5,87 6,95 

THREONINE 

SERINE 

AC. GLUTAMIQUE 

PROLINE 

GLYCOCOLLE 

ALANINE 

VALINE 

METHIONINE 

ISOLEUCINE 

LEUCINE 

TYROSINE 

PHEN-INE 

HISTIDINE 

ARGININE 

CVSTEINE 

+ 
Representée en moles % % 



Figure 11 

Isofocalisation sur gel de polyacrylamide gradient de pH de 3.5 à 10 

des lectines de Machaerocereus eruca. A115 pg lectine F 1 et B ) l O p g  - 
de lectine F II ont été déposés . 



mais en cancentxat~ons différentes.D1aut5e paxt, les deux lectines 

possédent la même composft2on en acides aminés. Ces caractéristiques 

permettent d1exp12quer pourquoi les deux-lectines possédent le même 

déterminant antigénique pr6senté à la figure 9 , qui montre une iden- - 

tité totale en présence des anticorps de lapin anti-lectin F 1 et 

qui indique que les deux lectines son imrnunologiquement identiques. 

La focalisation 2soélectrique nous indique que la lectine F 1 possé- 

de 3 composants moléculaires principaux ( de pl 3,6; 4,l et 4,6 

alors que la lectine F II: n'en renferne que deux ( pI 3,s et 4,l ) .  

Ceci constitue la seule différence existant entre les deux lectines. 

D'autre part, le profil d'élution de la colonne d'affinité ( figure7 ) 

nous indique qu'en de-pit de caractéristiques physicochimiques simi- 

laires, l'interaction des deux lectines avec la matrice d'affinité 

implique des mécanismes dereconnaissance différents, peut être 

une interaction de type-hydrophobe pour la lectine F 1 alors que la 

lectine F II présenterait une bonne affinité pour la mucine immobi- 

lisée. 

6. PURIFICATION DES LECTINES DE Machaerocereus eruca PAR CHROMATO- 

GRAPHTE HYDROPHOBE, 

B'qutre part,la fraction de M.ernca precipitéepar le sulfate d'ammo- - 
nium a été chromatographiée surune colonne de pbényl-sépharose ëqui - 

libréeavec du sulfate d'ammonium 0,s M. On peut constater ( figure 

12 gue la dimkndtion de la concent~ation du sel du milieu permet - 

l'obtention de quatre fractions présentant une activité agglutinante. 



Figure  1 2  

P r o f i l  d ' é l u t i o n  des  l e c t i n e s  de Machaerocereus e ruca  s u r  une colonne 

de phenyl-sépharose : 160 mg de p r o t é i n e  de  l a  f r a c t i o n  p r e c i p i t é e  

p a r  l e  s u l f a t e  d'ammonium s o n t  déposés s u r  l a  colonne. Les f r a c t i o n s  

non re tenues  ( A e t  B ) son t  e luées  p a r  l e  s u l f a t e  d'ammonium 0 ,5  M; 

les d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  s o n t  obtenues p a r  diminut ion de l a  m o l a r i t é  

en s u l f a t e  d'ammonium ( ----- ) La d e n s i t é  op t ique  à 280 nm (- 1 

e t  l ' a c t i v i t é  agg lu t inan t e  avec des  e ry th rocy te s  groupe A (HI son t  

mesurées. I 



Ces fractions réprésentent 81% enyix~n de l'activité agglutinante 

appliquéesur la colonne, Cette méthode de pur$fication est résumé& 

dans le tahleau XVIII, 

Cette méthode de purification des lectines de M.eruca implique l ' u -  

lisation d'un autre support d'affinité, constitué par des stromas 

d'hématies de lapin iésialylés, pour purifier les fractions obtenues 

avec la colonne de phényl-sépharose. Dans la figure13, est re- 

présenté le processsde purificaction des fractions C et F . Ces 

deux fractions présentent des activités agglutinantes plus élevées 

par rapport à celles desçfractions D et E, et parleurs comportements 

àl'élution, les deux fractions C et F représentent deux groupes mo- 

léculaires avec difEérentes caractéristiques hydrophobes. 

L'élution des deux lectines de la colonne de stromas est effectuéepar 

l'addition d'eau distillée avec un rendement d'environ 70 %. Le pro- 
- 

tocole de purification est r&umé dans le tableau XIX . 

7. Caractérisation Physico-chimiqae. 

Conpne aans le cas des lectines purifiées par chromatographie d'affi- 

nité, les quatre fractions purifiées par chromatographie hydrophobe, 

puis par chromatographie d'affinité sur colonne de stromas sont de 

nature glycoprotéinique. La détermination centésimale en sucres de 

ces fractions obtenues par chromatographie hydrophobe(tab1eau XX 1 

indique une augmentation progressive de la concentration en sucres 
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Figure 13 

Profil d'élution des lectines de Machaerocereus eruca préalahlement 

purifiées par chromatographie hydrophobe, sur colonne de stromas 

d'hématies de lapin desialylées. A. 3 7 , 4  mg de la fraction C et B. 

35,6 mg de la fraction F sont déposés sur la colonne. La fraction 

non retenue ( C et P f -t eluée par le PBS. L'élution de l'acti- 
1 1 

v i t é  agglutinante est ohtenue par l'addition d'eau ( C et F ) . La 
2 2 

densité optique à 280 nm (- ) et l'activité agglutinante avec 

des erythrocytes groupe A (-) sont mesurées. 





COMPOSTTION CHïMXQUE DES LECTINES DE Machaerocereus , - eruca 

ISOLEES PAR CKROMATOGWHTE HYDROPHOBE. 

FRACTION % DE 
C ++ 

PROTEINE SUCRES 

EXTRAIT TOTAL 2 3 7 7 

f 
Dgterminée par la méthode de Lowry  ( 1 9 5 1  ) 

4-4- 
~ g t e r m i n é e  par l a  méthode de D u b o i s  ( 1956 ) 



dans ces afférentes fractkons en fonction de leur hydrophohicité, 

avec 41% de sucres pour la fractson C l  la m~ins hydrophohe, et 81% 

pour la fraction P, la pLus hydrophohe, La détermination des rap- 

ports molaires kndique la présence de glucose, de galactose et de 

rharnnase principalement et en quantité moindre , de mannose, et de 

xylose, ainsi que des traces d'hexosamines. L'acide sialique est 

absent et les fractions les plus hydrophobes renferment plus d'ara- 

binose. tableau XXI. Aprés purification, les fractions C et F ren- 

ferment respectivement 20% et 34% de sucres et le rapport molaire 

indique la présence des sucresprécedemmentmentionés, mais l'ara- 

hinose n'est présent qu'à l'état de traces dans la fraction FI tableau 

XXII. 

L'immunodkffusion double, montre que les fractions purifiées par 

chromatographie hydrophobe,puis par chromatographie d'affinité forment 

un arc de précipitation en présence des anticorps contre la lectine 

F 1 obtenue par chromatographie d'affinité sur mucine-sépharose; ce 

qui indique que les fractions purifiées par chromatographie hydro- 

phobe présentent les mêmes caractéristiques antigéniques que les 

lectines purifiées par chromatograp5e d'affinité ( figure 9 ' ) .  

L'immunoélectrophorèse de ces fractions ne donne qu'un seul arc 

de prlécipitationen présence de sérum de lapin anti-fraction 1 de 

M-eruca, le degré de migration est identique à celui des fractions 

purifiées par chromatographie daaffinité sur mucine-sépharose, 

figure 81 . 
L'électrophorèse en gel de polyacrylamide en présence de SDS nous 



T A B L E A U  1 M T  

coM..osrTroN EN OSES+ DES LECTINES DE Machaerocereus eryca 

OBTENUES PAR CHROMATOGRAPHIE HYDROPHOBE, 

NATURE DES 

MONOSACCHARIDES 

FRACTION 

C D E F 

Rhamnose 

Arabinose 

Xylase 

Fucose 

Galactose 

Mannose 

Glucose 

-N-acétyl-D-galactosamine 

N-acétyl-D-glucosamine 

Acide sialique 

36 3 2 3 1 

Q 12 5 9 19 

2 16 3 12 311 

1 2 2,6 

19 24 21,l 

2 3 2 18 

39 3 O 28,7 

O O O 

TRACES TRACES TRACES 

O O O 

26,3 

21 ,O8 

3 12 

4 

18 

2 

2 5 

O 

TRACES 

O 

+ 
Representée en % de la masse totale. 



+ 
COMPOSITrON EN OSES DES LECTXNES C ET F DE Machaerocereus eruca 

PURIFIEES SUR STROMAS IMMOHILISES D'HEMATIES DE LAPIN 

NATURE DES 

MONOSACCHARIDES 

LECTINE 

C F 

Rhamnose 

Arabinose 

Xy lose 

Fucose 

Galactose 

Mannose 

Glucose 

N-acé tyl-D-Galactosamine 

N-acétyl-D-Glucosamine 

Acide siallque 

TRACES 

13 

TRACES 

TRACES 

* 
Représentée en % de la masse totale 



montre llh.ornogènei.té des quat re  f r a c t i o n s  p u r i f i é e s  pa r  ce procedé, 

a t  qui posçédent ausss  un pokdç molécula5re de 35,QCiQ dal tons  iden- 

tique à c e l u i  des f r a c t i o n s  p u r f f f é e s  s u r  m u c l n e ~ p F i a r o s e , f i g u r e  14 .  

8. CONCLUSIONS. 

L ' u t i l i s a t i o n  d 'un  support hydrophobe nous a  permis d ' o b t e n i r  

quatre f r a c t i o n s  q u i  sont  antigéniquernent identiques e n t r e  e l l e s  

e t  avec les l e c t i n e s  p u r i f i é e s  p a r  chromatographie d ' a f f i n i t é  s u r  

colonne de mucine immobilisée s u r  sépharose. Toutes ces f r a c t i o n s  9 

présentent  un a r c  de p r é c i p i t a t i o n  avec i d e n t i t é  t o t a l e  en g e l  d 'a -  

garose en présence d ' an t i co rps  d i r i g é s  con t re  l a  l e c t i n e  F 1- 

Les f r a c t i o n s , p u r i f i é e s  par  chromatographie d ' a f f i n i t é  Sur stromas 

mobil isés,présentent  des c a r a c t é r i s t i q u e s  antigéniques s i m i l a i r e s ,  l a  

seule d i f férence  e n t r e  e l l e s  s e  s i t u e  au  niveau de l e u r  teneur en 

sucres. La f r a c t i o n  l a  moins hydrophobe renferme environ 40% moins 

de sucres  que l a  f r a c t i o n  l a  p l u s  hydrophobe. Ces r é s u l t a t s  son t  

semblables à ceux d é c r i t s  par  Misrahi e t  a1,(1979 j ,  pour des glyco- -- - 

protéines qu i  p résen ta ien t  d i f f é r e n t s  degrés d ' a f f i n i t é  pour des ma- 

t r i c e s  hydrophobes en fonction de l e u r  concentrat ion en sucres .  Ces 

auteurs proposent que l e s  r é s idus  saccharidiques présents  dans l a  

molécule induisent  une meil leure exposi t ion  des régions hydropho- 

bes de l a  molécule, ce que permet aux glycoprotéines d'augmenter 

leur  hydrophobkc5té. 

Enfin, l a  p u r i f i c a t i o n  des l e c t i n e s  par  chromatographie d ' a f f i n i t é  

sur  stromas immobilisés e t  l e u r  e l u t i o n  avec de l ' e a u  d i s t i l l é e  mon- 



Figure 14 

Eléctr.2phorèse en gel de polyacrylamide-SDS des fractions de 

Machaerocereus eruca purifiées sar chromatographie hydrophobe,puis Lar 

chromatographie d'affinité sur stromas d'hématies de lapin. A) 15 ug 

d'extrait tota1;B-E) 10 ug des fractions C,D,E et F respectivement; 

F) témoin de masse moléculaire. 



trent que les lectines de Machaerocereus eruca sont des molécules 

hydrophohes, Cette.proprieté pourrait intervenir dans les mécanis- 

mes d'interaction avec les erytbxocytes au cours de l'agglutination. 

Les stromas immobilisés, utilisés comme support d'affinité dans la 

purification des lectines,peuvent présenter d'autres mécanismes 

d'interaction avec elles, notamment par des interactions hydrophobes 

( Lis et Sharon, 1981 ) . 



1V PROPRIETES PHYSTCOCHIMIQUES DES LECTINES 

F T ET F TI: D E  Machaerocereus eruca 



Pour cette étude, les concentrati!ns des lecthes F 1 et F II de 

Machaerocereus eyca préalablement d5alysées contre une solution de 

NaCl 0,09% sont ajustées à u n  titre de 32, représentant 100% de 

l'activité agglutinante. Cette act2vité est mesurée dans difft-rentes 

fractions aliquotes ayant subses un traitement chimique ou physique 

CO-e il sera décrit dans les protocoles suivants 

A. Stabilité thermique. 

Les lectines sont incubées de 0°C àlQO°C, en augmentant la tempé- 

rature graduellement et en prélevant une fraction aliquote tous les 

10°C. Le pouvoir agglutinant de chaque fraction est ensuite mesuré 

aprés dilution. 
- 

B t  Stabilité à différents pH. 

Des fractions aliquotes de 2 ml de lecti'nes sont dialysées pendant 

48 heures contre des soluteons de glycocolle Q,01 M, dont le pH va- 

rie de 2 à 11, Avant de mesurer l'activeté agglutinante,le pH de 

chaque fraction est ajusté à pH 7,4, sort par l'addition de NaOH 1 N 

ou d'HC1 6 N. Le volume final est ajusté avec du PBS. 

C. EfRet des ions sur 11act2vi!té agglutknante. 



L'effet des cations divalents est mesuré de deux-façons, d'abord 

++ ++ ++, ++ ++ ++ 
en ajoutant 2,5 mM de C3 , Mg , Mn ,Zn ou le mélange Ca, Mn, 

++ ++ 
et Mn, Mg, au tampon phosphate pH 7,4 ( PBS 1 .  La lectine est 

diluée dans ces tampons renfermant les drfférents cations, puis in- 

cubée pendant deux heures avant d'ajouter la suspension d'hématies. 

Une autre méthode utrlisée consiste à üralyser les lectines contre 

le PBS renfermant O,Q5 M en EDTA péndant 24 heures. ~uis,l'activi- 

té agglutinante de cette solution lectlne-EDTA est mesurée en pre- 

çence des différents cations. Un témoin est préparé avec la lectine 

dialysée en absence-~'EDTA. 

D. Effet de la concentration en NaCl sur l'activité agglutinante. 

L'effet de la concentration en NaCl est étudié de deux façpns: 

la solution de lectine est dialysée d'aEord pendant 72 heures con- 

tre de l'eau distillée, puis la lectine est diluée suruneplaque 

de microtitration en présence de différentes concentrations en NaCl 

variant de O & 4 M. après incubation &température anbiante, une 

suspension d'hématies fixées par la glutaraldéhyde à 1% ( Avrameas, 

1972 ) est ajoutée. 

Un autre essai a été effectué où l'isotonicité de la solution de 

lectine est obtenue par addition de glucose, 

E. Effet de 1 'urée ou du polyéthylén&glycol sur 1 ' actrvité agglutinante 

Des réactifs pouvant modifier la charge nette ou la conformation de la 



). 

molécule commele polyéthylénéglycol OUI'-lrée ont Gt&utilisée~. Le 

mélange est incubé pendant 30 minutes avant d'ajouter la suspension 

d'héaaties à 2% . 

RESULTATS DPSCUSSTON. 

A. La stabilité des lectlnes F 1 et F TI aux changements de tempé- 

rature est résumée à la figure 15 et dans le tableau XXIII. De O à 80°C, 

l'activité agglutinante des lectines n'est pas perturbée. L'incu- 

bation à 100°C provoque la dénaturation de la lectine F II, mais 

25% de l'activité agglutinante est encore présente après incubation 

- .  
à 100°C de la fraction F 1, tableau XXIII. d'autre part, lors de 

l'incubation d'une heure à 70°C, les deux lectines conservent encore 

75% de l'activité initiale, tableau XXIII. Deux heures d'incubation 

à cette température inhibent complétement leur activité, ce qui Sem- 

ble indiquerune dénaturation des lectines. 

B. La modification du pH du millieu dans lequel sont dissoutes les 

lectines ne modifie pas leur activité entre pK 3 et 10, c m e  le 

montre la figure 16 . Par contre, aux pH rnférieurs & 2 ou sup6- 

rieurs à 10 l'activité agglutinante est modkfiée de façon irrever- 
1 

sible. l'étude de l'effet du pli est difffcile a interpreter parce 

que la déterminatfon du pouvoir agglutfnant avec des hématies non 

fixées n'est pas réalisée dans des conditkons physiologiques;nomalement 

les hématies n'étant stables qu'entre pH 6 et 8 (Duk et ~isowska,l984),il 

est donc nécessaire d'ajuster le pH avant de faire le test d'agglu- 



Figure 15 
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LECTINES P 1 ET F II DE Machaerocereus eruca . 

TEMF'ERATURE TEMPS TITRE DE L'ACTIVITE AGGLUTINANTE 

D'INCUBATTON 

( MINUTES) F r F II 



Figure 16 

Effet  du p H  s u r  l ' a c t i v i t é  hémagglutinante des l ec t ines  

F 1 (0--ii) e t  F II (H) de Machaerocereus eruca . 



tinat20n. D'autre part, le tyaitement des hématies par la glutar- 

aldéhyde permet d'augmenter la stabilitg des cellules t ~ u t  en 

respectant a~parwent leurs réceptexrs qex@ranai'res pour les lecti- 

nes ( Avraxneas et al, 1970 ); en ut2lisant ce type dthématies,il 

est possible de mesurer le tPtre de l'activité agglutinante en uti- 

lisant comme tampon une solution de glycocolle ajustée aux différents 

pH. L'utilisation des deux systèmes, avec des hématies non fixées 

ou avec des hématies fixées par la glutaraldéhyde fournit les même 

résultats, ce que nous permet de conclure que le pH entre 3 et 9 . 
n'affecte pas l'activité agglutinante des deux lectines. 

C. La présence d'un agent chélateur des métaux comme llEDTA,ne mo- 

difie pas l'activité des lectines et l'additaon de métaux divalents 

++ ++ ++ ++ 
tels que le Ca , Mg , Mn , Zn ou le mélange de ces métaux ne 

provoque aucun modification dans le titre de l'activité agglutinan- 

te des lectines, tableau XXTV, ce qui montre que les deux lectines 

du cactus M.eruca ne sont pas des métalloprotéines. D'autres lec- 

tines comme la ConA ou Vfcia graminea par exemple, au contraire 

sont particuliérement sensibles aux effets de llEDTA, mais leurs 

activités agglutinantes sont restaurées par addition des cations 

spécifiques de chaque lectine ( L2s et Sharon, 1277; Goldstekn et 

Hayes, 1978 ; Duk et Llsowsb, 1984 ) . 

D. L'activité agglutinante des lecti'nes varie sensiblement quand 

elles sont incubées à différentes concentrations en NaCl, comme le 

montre la figure17 , et l'absence en sel provoque certaines modifi 



T A B L E A U  XXIV 

EFFETS DES AGENTS CHIMIQUES SUR L'ACTIVITE AGGLUTINANTE DES 

LECTINES F 1 ET F II DE Machaerocereus eruca. 

AGENT CONCENTRATTON TITRE DE L'ACTIVITE AGGLUTINANTE 

F 1 F II 

EDTA ( DYALISE ) 

UREE 4 M 8 8 

ETHYLENEGLYCOL 25 % 8 3 2 



concentrat ion (M) NaCI 

Figure 17 

Effet de la concentration en NaCl sur l'activité hémagglutinante 

des lectines F I (0-U) et F TI (i-+) de Machaerocereus eruca 
% .  - 



cations de la molécule que ne permettent plus à 1q lectine de recon- 

na9tre leurs récepteurs à 19 surface cellulaire. Le fait d'ut$- 

liser les deux systèmes proposés permet Üe montrer que l'absence d'ac 
P 

tivité pour de faible concentration en NaCl de O a 0,005 M est due 

une modification des lectheç et non &une modification de leurs 

récepteurs-La lectine P I se montré plus sensible à l'absence de 

sel dans le milieu, ce qui pourrait expliquer son comportement lors 

de l'élution de la colonne de mucine-sépharose, et indiquerait que 

la présence des groupes hydrophobes dans la molécule joue un rôle 

important dans le mécanisme de reconnaissance lectlne-récepteurs. 

E. L'addition de certains agents chimiques comme l'urée ou l'éthy- 

lèneglyco1,capables de modifier la structure de la molécule par la 

rupture des ponts hydrogénesdans le cas du polyéthyléneglyco1,ne 

modifie pas l'activité agglutinante des lectines F 1 et F II, tableau 

XXIV . 

3 .  CONCLUSION. 

Les deux lectines du cactus Machaerocereus eruca sont des protéines - 
thermostables puisque des fncubat2ons d'une heure entre Q et 7Q°C 

ne modffient pas leurs activités agglutinantes. Les lectines de 

Machaerocereus eruca peuvent &tre considérées comme des exemples 

de protéines non dépendantes des ions métalliques, car leur acti- 

vité n'est pas modifiée n2 par l'adüitFon d'agents chélateurs tel 

que l'EDTA,nr par des kons métallkques. L'interaction d'une lec- 



tine avec ses récepteurs saccharidiques est mesurée habituellement 

à des pH physiologiques, mais l'utilisation des hématies fixées par 

la glutaraldèhyde, nous apermis de prouver que l'activité agglutina; - 
te des lectfnes de Machaerocereus eruca est stable de pH 3 à 10. , . . . ~  - 

L'absence de sel dans le milieu d'incukïation des lectines modifie 

la capacité des lectines à réagir avec leur substrat. Ces résultats 

nous suggérent que des résfdus d'acides am2nés avec des caractéris- 

tiques hydrophobes participent activement dans le mécanisme de re- 

connaissance du substrat par les lectines F I et F II. Ce type 

d'interaction pourrait augmenter l'affinité des lectinespourd'autres 

glycoprotéines possédant aussi des caractéristiques hydrophobes tel- 

- les que la mucine ou la fétuine ( Sachdeu et al, 1979 ) .  -- 

Les agents chimiques capables de diminuer la polarité des protéines 

tel que le polyéthyléneglycol ou-des agents dénaturants comme l'urée 

augmentent la solubilité de la lectine. Dans certains cas, cet 

effet augmente la spécificité de la lectine ( Makela, 1957 ), mais 

dans notre étude, ils ne provoquent aucunemodification dans le titre 

d'activité agglutinante des 1ectinesF I et F Ti. 



V SPECIFICITE DES LECTINES F 1 ET F II 

POUR LES SUCRES. 

A. PURIPïCATION DE GLYCANNES ET GLYCOPEPTIDES 

B. SPECIFTCïTE DES LECTINES. 

C . RESULTATS ET DISCUSSION* 



A, PREPAMTION DE?; GLJCCANNES ET DES GLYCOSYLPEPTIDES DES 

GLYCOPROTEINES , 

1 . MATERIELS. 

Les glycannes e t l e s  g l y c o s y l p e p t ~ d e s  u t 5 l k s é s  dans c e t t e  é t u d e  o n t  

é t é  p répa rés  à p a r t i r  de l a  f é t u i n e  de  serum de veau foeta1,grade III 

e t  de mucine d'estomac de porc,grade I I ,  de l a  f i rme Sigma ( Sigma 

f i n e  chemicals,  S t ;  Louis Mo. U.S.A.) e t  à p a r t s r  de stromas d 'hé-  

f 
maties humaines A e t  d?hématies d ' âne ,  p réparés  comme d é c r i t  p réce  

demment , p 69 . 

2 .  METHODES DE PURIFICATION . 

Nous avons u t i l i s é  l a  méthode de f3 élirninati!on déc rk t e  p a r  Carlson 

( 1966 ) pour l i b g r e r  l e s  glycannes l i é s  O-glycosidlquement : 

La glycoprotéine e s t  incubéedans une s o l u t i o n  de NaOH 0,05 M en pré-  

sence de  BH Na 1 M pendant 24 heures  à 45°C,sous a g i t a t i o n  constan- 
4 

t e .  La  r éac t ion  e s t  a r r ê t é e  en p l a ç a n t  l a  s o l u t i o n  dans un b a i n  de 

+ 
glace e t  en a j o u t a n t  un peu de Dowex 50 W x 8 (forme H , 200-400 

mesh ) ,  jusqu 'à  pH 6 environ. Cet te  s o l u t i o n  es tdSksa lée  s u r  une 

+ 
colonne de  Dowex 50 Wx8 (H ) ( 1,6x60 cm )' avec r inçage  de l a  colon- 

ne par  5 volumes de  colonne d ' e a u  d i s t i l l é e .  L e  f i l t r a t  e s t  c o l l e c -  

t é  e t  concentré  e t  l ' a c i d e  borique e s t 'B l imkné~  p a r  évaporatson au  

buchi sous  Eorme de méthyl bo ra t e  p a r  add i t i on  de méthanol d i s -  
1 

t i l l é  . 

Lesglycannesrédui ts  sont  e n s u i t e  p u r i f i é s  p a r  gel filtration s u r  une 



colonne ( 1,6  x 6Q cm ) de Biogel P 2 équilibriiedans de l'eau diq- 

tillée; les fractions renfernant les glycannes sgnt concentrée9 par 

évaporqtion, 

Le repérage des sucres est effectué pax dépot de fractions aliquotes 

sur plaques de silice et revèlation par pulvérisation du réactif à 

l'orcfnol-sulfurique . La composstfon en sucres est estimée par la 

méthode de Dubois et al ( 1956 ) et les rapports molaires des sucres -- 
des différentes fractions aprés méthanolyse selon le protocole décrit 

dans la p 76 . 

a. Purification des glycanneç de la fétuine. 

Aprés B-élikination les glycannes et les glycopeptides dessalés sont 

fractionnés par gel filtration sur une colonne d'ultrogel ACA 202 

( 1 , 8  X 134 cm équilibrée avec un tampon Tris 0,05 M ,  NaCl 0,15 M - 

pH 7,4 . Le débit de la colonne est de 9 rnl/heure . 
- Désialylation des glycannes et des glycosylpeptides. 
La fétuine native ainsi que les glycannes ou les glycosylpeptides 

sont désialylés par action de l'acide trifluoroacétique 0,l M, 1 

. heure à 80°C. L'acide trifluoroacétEque est évaporé sous courant 

d'azote et l'acide sialique libéré est éliminé par gel filtration 

sur une colonne de Biogel P 2 équslibrée dans de l'acide acétique 

à 1%. 

- Dégalactosylation, 
La fétuine et les N-glycosylpeptides préalàhlement désialylés sont 



incubés en présence de 6 D-galactosidase de la fêve jack ( EC 1,2,3, 

t 
23 ) ; Une micromole de substrat est dissoute dans du tampon phospha- 

te disodique 0,02 M- acide citrique 0,01 M sH 3 , s .  On ajoute 1 à 

2 unités d'enzyme et on 2ncube 1 heure Z 37OC . La réaction est 

arrijtée en plaçant le mélange enzyme-subtrat à 100°C pendant 1 mi- 

nute. Le galactose liberé et l'enzyme sont éliminés par gel filtra- 

tion sur Biogel P 2, La spécificité de l'enzyme est résumée dans 

le tableau XXV. 

b,.Purification des glycannes des hématies. 

Les stromas préparés selon la technique décrite précedemment ( p69 ) 

sont délipidés par extraction séquentielle dam. le système chloro- 

forme/ méthanol 2 : l  ( v/v ) trois fois et puis chloroforme/methanol 

1:2 ( v/v ) . Après centrifugation,le surnageant est èliminé, le 

culot protéique séché sous courank d'azote et soumis à une fi éli- 

mination. Les glycannes et les glycosylpeptides libérés sont ensuite 

séparé par gel filtration sur une colonne ( 1,6 x 80 cm ) de Biogel 

P 4 équilibrée avec de l'eau distillée à un débit de 9 ml/ heure. 

C. Purification des glycannes de mckne d'estomac de porc. 

Aprés B -éiimination,les glycannes iitierés sont ' séparés par 

gel filtration sur unecolonne d'ultrogel ACA-202 C 1,8 x 134 cm ) 

equilibrée avec un tampon Tris-NaC1 pH 7,4, Quatre fractions sont 

+ 
Nous remercions le Prof. S. Bouquelet pour le don d'enzyme purifiée,. 



SPECSE'ICXTE D E  LA 3-D-GALACTOSIDASE D E  LA F W E  JACK IEC 1 , 2 , 3 , 2 3  ) 

-------------.--r~-~---~-~---z..---z..z..~----.--c.--..------------~------- 

SUBSTMT ACTIVITE ( EN % ) 

G a l B  1- 4 G l c  

G a 1  6 1- 6 M a n  



ainsi obtenues ( fractions A,B,C,D ) ;  ces glycannes aprés' B-Eli 

mination sont fractionnés par gel filtration sur une colonne de Biogel 

P 4 ( 1,6x80 cm )quilibrée ayec de l'eau di!stillée, troPs fractions 

princkpales sont alors séparées C fractrons T,TI et III ) qui sont 
- 

ensuite sous-fractionnées par chromatographie liquide à haute performance. 

(HPLC ):Cn utilise deux systèmes différents: 

1. Chromatographie en phase rwerse sur une colonne ultrasphère 

ODS, 25 cmx 4,6 m ( Brown lee labs,USA Y contenant de la silice gref- 

fée avec des groupes Octyls. Le débit est de 1 ml/minute, le dérou- 

lement de l'enregistreur se fait à une vitesse de 0,s cm/minute, les 

oligosaccharides sont détectés à 200 nm à une sensibilité de 0,8 et 

avec une atténuation de 8 . 
L'èluant initial est constitué par de l'eau et aprés 10 minutes de 

chromatographie, l'élution est effectuée avec de l'acétonitrile à 10%. 

II. Chromatographie sur une colonne d'échange d'ions. Les glycannes 

de la fraction II de mucine sont chromatographiés sur une colonne 

Arnino-spheri 5, 25 cmX 4,6 mm ( Brownlee,labs USA ;, contenant de la 

silice greffée avec des'groiipes aminopropyls ( W S  ) . Le débit de 

colonne est de 1 ml/ minute, le déroulement se fait àuie vitesse de 

0 ,s  cm minute. Les ol2gosaccharides sont détectés à 200 nm à une 

sensibilité de 0,8 et à une atténuation de 4 . 
On réalise un gradient d'élution selon le tableau suivant: 

ACETONITRILE EAU 



toutes les fractions recueillies sont ensuite dessalees par gel 

filtration sur une colonne de Bfogel P 2 . 

3. RESULTATS ET DISCUSSION SUR LA PREPARATION DES GLYCANNES. 

a. La (3-élimination et la gel filtration nous ont permis de séparer 

plusieurs fractions glycanniques de la fétuine et de stromas d'héma- 

ties humaines et d'hématies d'âne. 

b. NOS résultats confiment que la fétuine renferme des glycannes liés 

O-glycosidiquement (Grahiun11272; ~pEro et Bhayroo,l974), Ce type de 

glycannes est également présent sur la glycophorine, mais dans ce cas 

il y a 15 chaines liées O-glycosidiquement sur la protéine ( Marchesi 

et -- al, 1976; Ogata et Loyd, 1982 ) . 

c. D'autre part, les fractions de masse moléculaire plus élevée: F I 

de fétuine et de F 1 et F II obtenues à partir des deux types de stro- 

mas ( tableaux XXVI et XXVII ) correspondant aux chaines 12ées N-gly- 

cosidiquement, libérées dans les conditions de @ -élimination utili- 

sées, sous forme de glycosylpeptides ( Debray et al, 1985 1 ,  et -- 
correspondant dans le cas de la fétuine aux glycannes triantennés 

( Nilsson et a1,1979; Yoshima et al, 1980 ) ,  -- 
d. Il faut remarquer que la fraction 1 obtenue à partir des stromas 

+ 
d'hématies A est faiblement sialylée et pourraft renfermer les oli- 

gosaccharides provenant de la bande 3 glycoprotéi'ne comme l'ont 

proposé Tsuji et al ( 1980 ) . -- 

e. La purification des chaines oligosaccharidiqueç trés hétérogénes 
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de mucine ( t ab l eau  X X Y I I I  e t  X X I X  a n é c e s s i t é  l ' u t i l i ç a t i ~ n  de 

d i f f é r e n t e s  méthodes chromatographiques ( f i g u r e  1 8 ) .  l e s  deux sys-  

tèmes de  chromatographie l i q u i d e  à haute performance u t i l i s é s  ont  

permis l ' o b t e n t i o n  de p l u s i e u r s  f r a c t i o n s  sacchar id iques  avec - 
d ' e x c e l l e n t s  rendements ( 90 à % % de récupéra t ion  d e s  glycannes 

i n j e c t é s  ) . 
La colonne ODS de chromatographie en phase r eve r se  donne un temps 

de r é t e n t i o n  é levé  pour  l e s  o l igosaccha r ides  possédant  une taux  é l e -  

vé en groupements acétamide, c a r  ce s  suc re s  on t  une hydrophobici té  

r e l a t i y e  p l u s  grande p a r  r a p p o r t  à des s u c r e s  renfermant p l u s  de 

fonc t ions  hydroxyles,  comme c e l a  e s t  résumé dans l e  t a b l e a u  XXX 

( Cheetman,et -- a1,1981; Hounsell e t  a1,1984 e t  1985 ) .  -- 
Dans l e  c a s  de l a  mucine d'estomac de po rc ,  comme l e  montre l e  t a -  

bleau XXXI e t  l a  f i g u r e  1 9 ,  un degré é l evé  de r é t e n t i o n  e s t  observé 

pour des  glycannes p l u s  complexes avec des  temps de r é t e n t i o n  supé- 

r i e u r s  à 15 minutes,  e t  pa r  c o n t r e  des temps de r é t e n t i o n  cour t s  

sont  observés  avec l e s  f r a c t i o n s  p l u s  légCires, f r a c t i o n  III ' 1  de l a  

f i g u r e 1 9  . La f r a c t i o n  II de mucine p ré sen te  quant  à e l l e  des  temps 

de r é t e n t i o n  in t e rméd ia i r e s .  

Cet te  f r a c t i o n  II, i n j e c t é e  s u r  une colonne amino p e u t  être séparée  

en p l u s i e u r s  glycannes, en f o n c t l o n  de l e u r  masse molécula i re  en 

u t i l i s a n t  comme systèmes d ' é l u t i o n  s o i t  un mélange a c S ( t o n i t r i l e /  

eau ( Ng Ying Kin e t  Wolfe, 1980; Boersma -- e t  a l ,  1981; Warren -- et a i  

1983 ) OU un tampon phosphate ( Bergh -- e t  a l ,  1981; Parente  - e t  

a l ,  1984 1 .  - 
f. L e s  f i g u r e s  19 e t  20, p r é s e n t e n t  l e  prof  il d ' é l u t f o n  de l a  



RAPPORTS MOLAIRES DES SUCRES DESFRACTIONSGLYCANNIQUES DE MüCTNE 

D'ESTOMAC CIE PORC OBTENUES PAR GEL FTLTRATTON SUR ULTROGEL 

ACA-202 APRES 0-ELIMINATION, 

NATURE DES F R A C T I O N  

MONOSACCHARIDES A B C D 

FUCOSE 5 13 2 12 4 2 16 

GALACTOSE 

MANNOSE 

GlcNAc 

GalNAc 

GalNAc-01 

NeuAC 



T A B L E A U  X X V  

RAPPORTS M O L A T W  D E S  SUCRES D E S  FR+ACTXONS GLYCaNNïQUW DE MUCINE 

D'ESTOMAC DE PORC OBTENUES PAR GEL FTLTRaTïON SUR EITOGEL P 4 

APRES 6 -ELIMINATIQN 

NATURE DES F R A C T r O N  

MONOSACCHARIDES 1 II III 

FUCOSE 

GALACTOSE 

MANNOS E 



MUCINE D'ESTOMAC DE PORC 

GEL FILTRATION 

( DESSALAGE Biogel P 2 ) 

GEL FILTRATION 

I 
I 

ULTROGEL ACA-202 BIOGEL P 4 

H P L C  

- .  
Figure 18 

( ODS ) 

I 

a 

SCHEMA DE PURIFICATION DE GLYCANNES DE LA MUCINE D'ESTOMAC DE PORC . 



T A B L E A U  XXX 

+ 
HPLC DES OLIGOSACCKARIDES ISOLES DU MECONïUM 

TEMPS DE RETENTION 

( minutes ) 

ODS AP S 

GalNAc-01 3 ,8 

Ga1 B 1,3 GalNAc-01 3,6 

GalNAc$ 1,3 GalNAc-01 4,4 

GlcNAc B 1,3 GalNAc-01 4,9 

Ga1 6 1,3 GlcNAc B 1,3 GalNAc-01 5,9 

~ a l B  1,4 GlcNAc 6 1,3 GalNAc-01 5,l 

~ a l 6  1,4 GlcNAc B 1,6 GalNAc-01 5,l 

GlcNAc f3 1 
\6 

,GalNAc-01 4,O 

Gai8 1,4 GlcNAc fi 1 
\c 

+ 
Hounsellet ai, 1985 -- 





MUCINE FRACTION 

TEMPS D E  R E T E N T I O N  (min) 

Figure 19 

Analyse des oligosaccharides obtenus par B-éllminatlon de la mucine 

d'estomac de porc sur colonne ODS ( 120 ug de sucre pour chaque 

fraction ont été deposés 1 



Ila 

Figure 20 

Analyse des o l igosacchar ides  ohtenus p a r 6  -él imination de l a  mucine 

d'estomac de porc  s u r  colonne n P S  ( 260 ug de sucre  de l a  f r a c t i o n  

II de mucine on t  été déposés ) . 
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f r a c t i o n  II de mucine, obtenu avec l e s  deux systèmes HPLC u t i l i s é s : ;  

on c o n s t a t e  l ' e x i s t e n c e  de deux gaaupes a l ~ k o s a c c h a r i d i q u e s  p r i n c i -  

paux, L 'é tude  des r appor t s  mola i res  met en évidence une c o r r é l a t i o n  

e n t r e  l e s  glycannes de  l a  f r a c t i o n  moins hydrophobe obtenue avec l a  

colonne ODS e t  l e s  glycannes de l a  f r a c t i o n  I I  a ,  obtenue avec l a  

colonne ABS, ces  glycannes renferment des  r é s i d u s  de ga l ac tose ,  de 

N-acétyl-D-glucosamine e t  du N-acétyl-D-qalactosaminitol dans l e s  

r appor t s  mola i res  2:4:1 e t  3:4:1 respectfvement;  une c o r r é l a t i o n  

e x i s t e  également pour l e s  glycannes p r é s e n t a n t  des  temps de ré- 

t e n t i o n  p l u s  é l evés  dans l e s  deux systèmes e t  q u i  renferment du 

fucose,  du ga l ac tose ,  de l a  N-acétyl-D-glucosamine e t  du N-acétyl-  

D-galactosamini tol  dans l e s  r eppor t s  mola i res  1,7:2,5:3,1:1 e t  

1,5:2,95:2,89:1 t a b l e a u  X X X I I  

Comme on peu t  l e  c o n s t a t e r  dans l e s  deux systèmes,  en  p l u s  de l a  

t a i l l e  molécula i re ,  l a  d i f f g r e n c e  bien que f a i b l e  dans l e  temps de 

r é t e n t i o n  e s t  l i é e  à l a  présence des r é s i d u s  de fucose . 



T A B L E A U  X X X I I .  

R A P P O R T S  M O L A T Q E S  D E S  S U C R E S  D E S  F R A C T T O N S  G L Y C A N N I Q U E S  

DU P I C  TI D E  M U C T N E  D ' E S T O M A C  D E  P O R C  O B T E N U E S  P A R  IFPLC 

S U R  C O L O N N E S  O D S  E T  A P S  
i- 

N A T U R E  D E S  F R A C T I O N  

M O N O S A C C H A R I D E S  
O D S  A P  S  

1 I I  1 I I  

F U C O S E  O 1 , 5  O 1,68 

G A L A C T O S E  

+ 
S i l i c e  avec des  g r o u p e s  o c t y l e s  ( O D S  ) ou a m i n o  ( A P S  ) 



Bi SPECIFICITE DES LECTINES 

I'' MATERTEZS, 

Pour déterminer l a  s p é c i f i c i t e  des l e c t h e s  de cac tus  nous avons 

essayé d ' inhiber  l ' a c t i v i t é  agglut inante  pa r  des suc res ,  glycannes, 

glycosylpept2des ou glycoproté2nes-. 

Pour c e t t e  étude on t  é t é  u t i l i ' s é e s  d e s  glycoprotéines:  mucine d ' e s t o -  

mac de porc, fétukne a2nsY que des glycosylpeptides ou des glycan- 

nes préparés a p a r t i r  de ces  g l y c ~ p r o t é i ' n e s ~  ou à p a r t i r  des membra- 

rites d'hématies humaines cb groupe A ou d 'âne ( v o i r  chapi t re  précedent) .  

D 'aut res  glycoproté2nes ou glycannes possédant des s t r u c t u r e s  connues 

ont  a u s s i  é t é  u t i l i s é s :  a 2 , 3  e t  a 2,6 s i a l y l  l a c t o s e  du l a i t  hu- 

main e t  mucine sous-max2lla2re de mouton preparés pa r  l e s  D r .  

+ 
G .  S t recker  e t  J . C ,  Mfchalski' ; l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  humaine, l a  lac-  

t o  t r a n s f e r r i n e  humaine, l e s  TgA du sérum e t  & l a i t  humain, a i n s i  

que l e s  glycannes l i é s  O-glycosidiquement des I'gA, ont  é t é  préparés 

+ 
par  l e  Prof ,  G. Spik e t  D r .  A ,  Pierce*-Cretel  ; l'orosomucoide 

( a -glycoprotéfn ac ide  ) e t  les glycosylpeptides d'womucoEde de 
1 

poule ont  é t é  preparés au 1aboraboi're.par H. Debray. L e s  s t r u c t u r e s  

des glycannes u t i l i s é s  dans c e t t e  étude sont  resumées dans l a  figure21. 

2 ,  METHODES 

a;  La d i l u t i o n  s é r f é e  de l a  lec t5ne  e s t  reql5sée s u r  une plaque de 

+ 
Nous tenons à remercker c e s  personnes pour l e u r  appréci'alile col labora t ion  
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microtitration comme décrit p 80 , mais deLu heures ayant d'ajouter 

la suspension d'hématies à 2% dans P B ,  à chaque dilution de lectine 

est ajouté un volume égal d'une solution renfermant les sucres à 

une concentrat2on de Q,1 M . 

Le résultat est déterminé en comparant le titre d'activité de la lec- 

tine en présence de sucre,par rapport à son titre lorsqu'elle est 

incubée en présence du PBS seul. Le sucre est iniiibiteur lorsque le 

titre diminue. 

b. Une méthode plus fine nécessite l'utilisation d'une dilution 

de la lectine avec un titre de 4 ( considerée aussi comme 4 unités 

hémagglutinantes: UHA )a prépare sur une plaque de microtitration 

une dilution sériée des sucres, glycannes, glycosylpeptides ou gly- 

copcotéines dont on veut déterminer le pouvoir inhihiteur,puis on 

ajoute dans chaque puits un volume égal d'une dilution de lectine 

renfermant les 4 doses agglutinantes. On incube 2 heures à tempé- 

rature ambiante et on ajoute ensuite un volume égal d'une suspension 

d'hématies à 2% . On détemine ainsi la concentration minimale de 

sucre capable d'inhiber l'activité agglutinante. 

3. RESULTATS . 

Les deux lectines de Machaerocereus eruca purifiées par chromatogra- - 
phie d'affinité, sont inhibées par des sucres simples: le galactose 

0 , l  M est capable d'inhiber 75% de l'activkté agglutinante de la 



lectine F II et 8?,5% de la lectine,F 1; d'autre part,la même con- 

centration en L-fucose ou en N-acétyl-D-galactosamine inhibe seule- 

ment 5û% de cette acthsté, les autres sucres n'ont aucun effet sur 

l'agglutenati'on provoquée par les deux-lectknes, taEleau XXXITI . 

 addition des glycoprotéines décrites dans la figure21 , et le 

Eableau XXXIV àune concentration deO,l M inhibe toute l'activité 

hémagglutinante des lectines, à l'exception de l'ovalbumine qui n'est 

pas capable de modifier l'interaction de la lectine avec ses récep- 

teurs à la surface des hématies. Afin de messurer le pouvoir inhi- 

biteur de chaque glycoprotéine, on a utilisé le protocole d'inhibi- 

tion ( b ) , décrit en détail p 147, 

Les résultats de l'inhibition de l'activité agglutinante des lectines 

de Machaerocereus eruca par les glycoprotéines sont presentés dans 

le tableau XXXIV. Ce tableau montre que les O-glycosyl protéines 

représentées ici par les deux mucines, la fétukne et les deux espéces 

d'IgA sont 100 fois plus inhibitrices que les N-glycosyl protéines 

représentées par la sérotransferrine, la lactotransferrine et l'oro- 

somucoide. La désialylation chimique de la fétuine ou de la mucine 

de mouton ne provoque aucun changement s2gn2ficatif du pouvoir inhi- 

biteur de ces glycoprotéines, tableau =IV . 

Les glycannes et les glycosylpeptides de mucine et de fétuine aprés 

libération par 8 -élimination, sont encore 2nhkIi2teurs. Ces résul- 

tats rassemblés dans le tableau XXX'V, montrent que les différents ; 



giycannes de mucine possédent une activité inhibitrice identique à 

celle des glycoprotéines natives. Les asialoagalacto N-glycosylpep- 

tides de fétuinenesont plus inhi'biteurs. Les differents glycannes 

liberés par B -elimination de stromas a'kématpes humaines et d'âne 

sont capables d'inhiber l'actiwité agglutinante des deux lectines, 

tableau XXXV,cetteactivité est semblable à celle des glycannes de 

la fétuine et de la mucine. 

Finaiement,les glycannes de mucine d'estomac de porc purifiés sur 

les colonnes ODS et APS et correspondant aux fractions II b, figures 

19 et 20 , sont les meilleurs; inhibiteurs des lectines F 1 et F II, 

tableau XXXV . 

4, DISCUSSION. 

Les études préliminaires sur la spécificité des lectines de 

Machaerocereus eruca, ont été l'objet d'une publ2cation ( Zenteno 

et a1,1986 ) ,  qui montre que les lectines de M-eruca purifiées par -- 
chromatographie hydrophobe possédent une spécificité très semblable 

?nversles glycannes de la fétuine et de la mucine .stomacale de 

porc. Ces résultats montrent que malgré son faible pouvoir inhi- 

biteur de l'activité agglutinante, le galactose joue une rôle pri- 

mordial dans le mécanisme dereconnaissance des structures des N-gly- 

cosylpeptides, car la forme asialo-agalacto ttu N-glycosylpeptide dela 

fétuine n'est plus reconnue par les lectines, 

Cette similitude dans la spéc2ficité est retrouvée également pour 

les deux lectines purffi6eç par chromatographie d'affiniké. 



Les ~ é s i i l t f i t s  resumés dans les tah,i,eaux xXxZV et  XXXY, et schénati-  

sesdans l a  f igure  2 1  , montrent que les glycoprotéines reconnues pa r  

l e s  lec tknes  psssédent du g a l a c t ~ s e ,  naAs que les O-glycosylprotéi'nes 

possédant une noyau ga l  6 1,3  galNac zépresentent  les s t r u c t u r e s  

pour l e s q u e l l e s  l e s  l e c t i n e s  présentent  une mei?lleure a f f i n r t é .  S i  l e  

noyau g a l  P 1,3 galNac 'des l i a i s o n s  O~glycos id iques  est capable d ' inhi-  

ber  l ' a c t i v i t é  agglut inante ,  l e s  glycannes obtenus des  colonnes ODS e t  

APS e t  renfermés dans l a  f r a c t i o n  IIb, son t  cependant capables de pro- 

voquer l e  même e f f e t ,  mais w e c  des concentrat ions 100 f o i s  p lus  f a i -  

b l e s ,  ce  qu i  prouve que ce glycanne de l a  mucine d'estomac de porc,  

e s t  l e  mei l leur  récepteur pour l e s  l e c t i n e s  F I: e t  F II de 

Machaerocereus eruca.  



T A B L E A U XXXIII 

INHIBITION D E  L'ACTIVSTE AGGLUTXNANTE DES LECTINES DE 

Machaerocereus eruca PAR DES SUCRES SIMPLES ( 1 0 Q  m M  } 

T I T R E  

SUCRE F 1 F II 

CONTROLE 

D- mannosamine 



T A B L E & U . X X X T y  

CQNCENTq&TIQW MXNIMISLE EN GLYCOPRQTEINES ( pM 1 NEÇESSAIFE 

POUR ZNKTBER 4 DOSES HEMfiGGLUTINANTES DE LECTINES F 1 

ET F II DE Machaerocereus eruca, 

GLYCOPROTEINE 

LECTINE 

' F  1 FI1 

Mucine d'estomac de porc 

Mucine sousmaxillaire de moutor 

Mucine sousmaxillaire de mouton. 
désialylée 

Fétuine de sérum de veau foetal 

Fétuine désialylée 

IgA du lait humain 

IgA du sérum humain 

Orosamucoide 

Ovalbumine 

Sérotransferrine humaine 

0,02 

0,Ol 

. 0,002 

0,2 .- 

0,6 

2 1 O 

N.I. 

25 

N.I. 

3 

Lactotransferrine humaine 12 
b 

j.. 

N.I. Non inhibiteur à une concentration de 100 p 



T A 3 L E k C  xx:w 

CONCENTRATION MINIMALE EN GLYCANNES ET GLYCOPEPTIDES ( p  M ) 

NECESSAIRE POUR TNKTEER 4 DOSES 7EIEMAGGLUTINANTES DE LECTINE S 1 

ET F II DE Plachaerocereus e ruca .  

L E C T I N E  

GLY CANNE F 1 F II 

Glycannes de l a  f é t u i n e  

Glycannes d é s i a l y l é s  de l a  f é t u i n e  1 2 , 5  2 5  

Glycopeptides de la  f é t u i n e  5  8 2  9  

Glycopeptides d é s i a l y l é s  de l a  f é t u i n e  12 15 

Glycopeptides de l a  f é t u i n e  d é s i a l y l é s  N .  1. N . I .  

e t  dégalactosy 16s 

Mucine d'estomac de porc  F 1 2 1 

F II Q I 6  0 ,3  

F III Op9 

Glycannes de s t romas humains F 1 36 18 

F III 1 2  12 

Glycannes de s t romas d 'ane  P 1 7 Q 7 Q 

F II O., 8 Q,2 

a 2 , 3  e t  a Q,6  s f a l y l  l a c t o s e  N.T.  N . I .  

Glycannes d'IgA du l a i t  7 Q 3  5  

N . I .  Non i n h i b i t e u r s  à une concent ra t ion  de 100 pM 



VI PURIFICATION DES LECTINES 

D'Arnaranthus leucocarpus 

A PURIFICATION DES LECTINES 

B RESULTATS ET DISCUSSION 

- 



1, PREPARATION DE L'EXTRAIT D14rqaxanthus leucocarpus 

1QO g de graines de A.leucocarpus sont broyés dans 1 l2tre de tampon 

phosphate Q,02 M j  NaCl Q,9% pK 7,4 ( PBS 1 et mis- sous agitation Pen- 

dant 24 heures à 4OC. Le pH de la solution est ensuite ajusté à 4 par 

addition d'acide acétique 4 N pour éliminer le matériel lipidique 

présent dans l'extrait. La solution est centrifugée à 3000~ g pendant 

20 minutes dans un rotor JA-20 ( Beckman ),puis on mesure l'activité 

agglutinante et la concentration en protéine de la solution surnageante. 

2. PURIFICATION DE LA LECTINE 

La lectine d'A. leucocarpus est purifiée sur une colonne de stromas 

d'hématies de lapin désialyléeset piègés dans du séphadex selon la 

méthode décrite précedemment ( p 71 ) et équilibrée dans PBS. 812 mg 

de protéines totales de l'extrait d'A. leucocarpus contenant 44800 

u~ités hémagglutinantes sont injectés sur la colonne; le matériel non 

retenu est éliminé par lavage par le PBS jusqu'à retour à O de la 

densité optique à 280 m. Ensuite, l'activité agglutinante est gluée 

par addition d'eau distillée.L'addition d'un tampon glycocolle/HC1 

0,2 M pH 2,5 permet ensuite l'élution d'une fraction qui ne posséde 

pas d'activité agglutinante. On collecte des fractions de 2,l ml à 

un débit de 9 ml/heure; la densité opti'que à 280 nm et l'activité 

agglutinante sont mesurées après a~oir ajusté le pH et la force 

ionique par addition de tampon phosphate û ,2 M pH 7,4 . 



a )  Déterm2nation de l a  cancentrateon en proté2ne . 

La concentrat ion en p ro té ine  est déterminée pa r  l a  méthode de Lowry 

( 1951 ) en u t i l i s a n t u n e  so lu t ion  de sérum albumine comme témoin. 

b) Détermination de l a  concentrat ion en sucres.  

La  concentrat ion en sucres  e s t  determinée pa r  l a  méthode d é c r i t e  pa r  

Dubois e t  a l  ( 1956 ) .  Le l ac tose  e s t  u t i l i s é  comme témoin . 

c )  Pureté des f r a c t i o n s .  

La pure té  des f r ac t ions  e t  l a  masse moléculaire de l a  l e c t i n e  sont  

déterminées pa r  é lec t rophorèse  en g e l  de polyacrylamide en présence 

de SDS 10% e t  de Bmercaptoéthanol se lon l a  méthode d é c r i t e  en d é t a i l  

p 74 . La masse moléculaire e s t  déterminée p a r  rapport  à l a  migra- 

t i o  de proté ines  de masse moléculaire connue, mentionnées p 74 . 

d) Détermination des rappor ts  molaires en sucres .  

Les rapports  molaires des monosaccharides sontdéterminés  p a r  métha- 

nolyse e t  t r i f l u o r o a c é t y l a t i o n  selon l a  méthode de Zanetta e t  a l  -- 
(1956 ) d é c r i t e  en d é t a i l  p76 . 

e )  Point  i soé lec t r ique  . 
Le point  i soé lec t r ique  des f r a c t i o n s  p u r i f i é e s e s t  déterminée par  élec-  

t r o f o c a l i s a t i o n  en g e l  de po lyac ry lmide  en présence d'ampholines 

pH 3,5 - 10,  selon l a  technique présentée  page 78 , mais dans ce cas ,  



on a  u t i l i s é  deux s y s t è ~ e s ;  le prqier  en condit ions nonnales, sans 

Triton X-100 e t  l a  deuxieme en s u b s t i t u a n t  l e  détergent  par  de l ' u rée  

4  M; aprés  é l e c t r o f o c a l i s a t ~ a n , l e  pK et l ' a c t i ' v i t é  agg lu t inan te  de 

chaque f rac t son  de ge1,élnée p a r  de l ' e a u  d i s t i l l é e  son t  déterminés 

dans le  premier système e t  dans l e  deuxiëme,les g e l s  son t  f i x é s  e t  

colorés au bleu de coomassie. 

4 .  ACTIVITE HEMAGGLUTINANTE. 

Le pouvoir agglut inant  de l a  l e c t i n e  d'A. leucocarpus est mesuré p a r  

l a  méthode de double d i l u t i o n  s é r i é e  s u r  plaque de m i c r o t i t r a t i o n  

comme nous l e  décrivons en d é t a i l  page 8 0 .  Pour c e t  e s s a i ,  nous avons 

u t i l i s é  des  hématies de d i f f é r e n t e s  espéces animales e t  des hématies 

humaines de groupe A,B  et  O ,  na t ives  ou t r a i t é e s  pa r  l a  t ryps ine  ou 

l a  neuraminidase s e l o n  l e s  protocoles  présentés  p  80 . 

5 .  I N H I B I T I O N  DE L'ACTIVITE AGGLUTINANTE P A R  DES MONO-  

SACCHARIDES,DES GLYCANNES, DES GLYCOSYLPEPTIDES E T  DES 

GLYCOSYLPROTEINES. 

Ce t e s t  a é t é  e f f e c t u é  s u r  plaque de m i c r o t i t r a t i o n  selon le  proto- 

cole p résen té  page143, en u t i l f s a n t  les monosaccharides, les glycan- 

nes, l e s  glycosylpeptides e t  les glycosylprotéines mentionnés p l 4 4  . 

6 .  PROPRIETES PHYSICOCHTMIQUES. 



La résistance &la température, l'effet du pH, l'effet des ions métal- 

liques, l'effet des agents dénaturants corne l'urée et l'ethylénegly- 

col ont été déterni2nés aprés fncubatAon de la lectine dans différentes 

conditions par messre de l'activité agglutinante. Les différents pro- 

tocoles de traitement sont présentés p 113-114. 

7. RESULTATS ET DISCUSSION 

a) &XTRACTIOM DE LA GCTINE 

L'extraction des protéines des graines dlAmaranthus leucocarpus nous 

a permis la récupération d'environ 8% des protéines des graines, " .  . 

b) ACTIVITE AGGLUTINANTE 

L'extrait brut d'A. leucocarpus est capable d'agglutiner les hématies 

humaines de groupe A,B ou O et les hématies de différentes espéces 

animales avec la même efficacité. Lorsque les hématies sont modifiées 

par les traitements enzymatiques avec la trypsine ou la neuraminidase, 

elles se montrent 4 fois plus sensibles à l'effet agglutinant de la lectine 

d'A. leucocarpus.( tableau XXXVI ) .  Le traitement enzymatique modifie 

la structure des chaines oligosaccharidiques exposées sur la membrane 

erythxocytaire et ceci se traduit par 11augmentat20n du titre d'agglu- 

tination de la lectine. 

c) PURIFICATION DE LA LECTINE 

L'utilisation de stromas d'hématies desialylées permet l'isolement 



T A B L E A U  XXXV 

EN PRESENCE D'HEMATTES NATIVES ( N ) , OU MODIFIEES ENZYMA- 

TIQUEMENT PAR LA TRYPSTNE 4 T ) OU LA NEURAMINIDASE ( NE ) 

LOT 

HEMATIES 
1 

TITRE 
II 

HUMAIN A 3 2  2 5 6  2 5 6  

HUMAIN B 3  2  2 5 6  2 5 6  

HUMAIN O 3 2  5 1 2  2 5 6  

LAPIN 1 2 8  5 1 2  1 0 2 4  

ND: NON DETERMINEE. 

3 2  2 5 6  2 5 6  

3 2  2 5 6  2 5 6  

3 2  2 5 6  2 5 6  

1 2 8  5 1 2  5 1 2  

RAT 1 6  6 4  3 2  

ANE 2 5 6  1 0 2 4  1 0 2 4  

BOEUF a 3 2  16 

16 3 2  3  2  

2 5 6  2 0 4 8  1 0 2 4  

ND ND ND 



quantitatu de tonte l'activité agglutinante présente dans l'extrait 

d'A, leucocarpus. L'éluti~n qyec de l'eau dhtillée du matériel pro- 

téique retenu sur la colonne p-et la récupération de 8Q% de l'ac- 

tivité agglutinante déposée et d'envAron 5% des protéknes totales de 

l'extrait; l'activité spécifique de la lect2ne purifiée par cette 

méthode augmente de 13 fois par rapport à celle de l'extrait brut.Une autre 

fraction qui ne posséde pas d'activité agglutinante est ensuite éluée 

avec le tampon glycocolle/HCl pH 2,5 , figure 22. Le procédé de pu- 

rification est résumé dans le tableau XXXVII. Comme pour d'autres 

lectines telles que les lectines du cactus ou la lectine de Eranthis 

hyemalis ( Cammue -- et a1,1985 ) ,  l'élution de la matrice d'affinité 

par de l'eau distillée doit impliquer une dénaturation transitoire 

et réversible de la lectine. 

L'avantage de ce type d'élution est représenté par le fait que la 

force ionique peut être ajustée plus facilement que dans les fractions 

de lectines éluées par addition d'un sucre spécïfique et qu'il n'y 

a pas à dialyser la lectine éluée pour mesurer son activité biologique. 

d) CARACTERISATION CHIMIQUE. 

Au cours de nos études sur la lectine d'A. leucocarpus nous avons 

utilisé deux lots différents de graines. Dans les deux cas, les 

lectinessont purifiées de la même façon et présentent le même com- 

portement chromatographique avec le même rendement. Les deux puri- 

fications sont résumées dans le tahieau XXXVIT . 



10 20 30 40 50 Fra e t  ion  

Figure 22 

Profil d'élution de la lectine d1Amaranthus leucocarpus ( 812 mg 

d'extrait brut ) sur une colonne de stromas d'hématies de lapin 

désialylées. La fraction non retenue ( 24 ) est éluée par le PBS. 

L'élution de l'activité agglutinante est ohtenue par l'addition d'eau 

( B . Une autre fraction est éluée par un tampon glycocolle/HCl pH 

2,s ( C ) . La densité optique à 280 nm (- ) et l'activité agglutinante 

avec des érythrocytes groupe A (n) sont mesurés . 
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Les deux l e c t i n e s  ohtenues  s o n t  des  g lycopro té ines  q u i  renferment 10% 

de sucres  pour lq l e c t i n e  p u r i f i é e  à p q r t i r  du l o t  de gxa ines  no; 1 

et s e u l a e n t  8% pour l a  l e c t i n e  du l o t  no, 2. Les r a p p o r t s  malai- 

r e s  s o n t  s i m i l a i r e s  pour  l e s  deux l e c t i n e s  qus renferment du. manno- 

s e ,  de l a  N-acétyl-D-glncosamsne , du ga l ac tose  e t  du glucose 

dan's les rappor ts  3  :6 :4: 1 pour  l a  l e c t i n e  du l o t  no. 1  e t  ,de 

3:7:5:1,5 pour l a  l e c t i n e  du l o t  no 2 .  E l l e s  ne renferment  pas  

d ' ac ide  s i a l i que ,  n i  de N-acétyl-D-galactosamine f cependant, l e s  deux 

l e c t i n e s  présenten t  des  t r a c e s  de  xy lose ,  t ab l eau  X X X V I I I  . 

Par é lec t rophorèse  en  g e l  de polyacrylamide en présence  de SDS e t  

- mercaptoethanol,  on peut  c o n s t a t e r  que l a  l e c t i n e  p u r i f i é e  à 

p a r t i r  du l o t  no. 1  posséde 1 s e u l  type d e s o u s u n i t é s d e  masse molé- 

c u l a i r e  de  33000 d a l t o n s ,  p a r  c o n t r e ,  l a  l e c t i n e  p u r i f i é e  à p a r t i r  

du l o t  d e  graines no. 2  p r é s e n t e  deux types  de sous-uni tés  d ' env i ron  
- 

33000 e t  31000 d a l t o n s ,  f i g u r e  23. 

L ' i s o f o c a l i s a t i o n  en  g e l  de polyacrylamide en  présence des ampholi- 

nes de p H  3,5-10, montre que les l e c t i n e s  provenant des  l o t s  1  e t  2  

possédent 3  espéces mo lécu la l r e s  avec des p I  de  4 ,8  ; 5 et  5 ,2 ,  f igu-  

r e  24 . 

e) SPECIFICITE DES LECTINES D ' Amaranthus leucocarpus . 
Les t e s t s  d 1 i n h i b i t 2 o n  de l t a c t 2 v * t é  hémagglutinante des  l e c t i n e s  

dtArnaranthus leucocarpuç r é s u é s  dans l e  t ab l eau  XXXIX montrent que 

pour l e s  deux l e c t i n e s  , s e u l e  l a  N-acétyl-D-galactosamine e s t  capa- 



Figure 23 

Electrophorèse en gel de polyacrylamide-SDS des fractions 

dlAmaranthus leucocarpus purif2ée.s par chromatographie d'affinité 

sur stromas d'hématies de lapin désialylées. A) 60 pq d'extrait brut 

lot no. 2 de A. leucocarpus; B) 40 pg de la fraction obtenue à partir 

du lot no. 2 par l'addition d'eau à la colonne de stromas; C) témoin 

de masse moléculaire; D) 25pg de la fraction obtenue à partir du lot 

no. 1 par addition d'eau à la colonne de stromas; et E) 50 p g  d'extrait 

brut du lot no. 1 



Figure 24  

I s o f o c a l i s a t i o n  en g e l  de polyacrylamsde (gradien t  de  p H  de 3 ,5  à 10) 

de l a  l e c t 2 n e  d1Amaranthuç l e u c o c a r ~ u s .  T. I s o f o c a l i s a t f o n  en présen- 

ce  d ' u r é e  4M de 15 p g  de l e c t i n e  pur i ' f i ée  à p a r t i r  du l o t  no. 1 ( A ) 

ou du l o t  no. 2 ( B ) s u r  s t romas d 'hémat ies  de l a p i n ,  II, Schéma 

du g a r d i e n t  de pH dans des cond i t i ons  non dénaturantes ,  corresponadant 

aux l e c t i n e s  du l o t  1 e t  2; l ' a c t i v i t é  agg lu t inan te  v is -à -v is  d ' e ry th ro -  

cy tes  de groupe A (i-• ) a é t é  t e s t é e  pour  chaque f r a c t i o n .  



T A B L E A U  XXXVIII 

RAPPORTS MOLqIRES D E S  SDCRES DES LECTINES D'Amaranthus 

leucocarpus . 

NATURE DES LECTINE LOT 

MONOSACCHARIDES 1 2 

FUCOSE O O 

XYLOSE TRACES TRACES 

GALACTOSE 4 5 

GLUCOSE 1 1.5 

MANNOSE 3 3 

NeuAc O O 

Sur la base de 3 résidus de mannose . 



T A B L E  A ü XXXIX 

INHTBXTION DE L 'jàCT1VI;TE AGGLUTINANTE DES LECTINES 

D'Amaranthus leucocarpus P A X  DES STJCRES SIMPLES ( 100 mM ) 

SUCRE 

- 

LECTINE LOT 

GALACTOSE 3 2  3 2 

N - A C E T Y L - D - G A L A C T O S A M I N E  2  2  

GLUCOSE 3 2 3 2  

N-ACETYL-D-GLUCOSAMINE 3 2 3 2  

MANNOSE 3 2  3 2 

L-FUCOSE 3 2  3  2  

""' TITRE D'ACTIVITE EN PRESENCE D'HEMATIES DU GROUPE HUMAIN A @ 



t 

ble d'inhiber 9Q% de leur activité agglutinante. Comme le montre 

le tahleaii XL, seules la fétuine du sérum de veau foetal, la mu- 

cine sousm+x~llai.re de mouton e% les deux types r l l f g A ,  sont capables 

dlEnhiber l'actfvkté agglutinante de ces deux lectines. La desialy- 

lation de la Eétuine et de la mucine soumaxillaire augmente leur 

pouvoir inhibiteur de l'activité agglutinante, mais la désialylation 

suivie d'une dégalactosylation de la fétuine réduisent de 10 fois le 

pouvoir inhibiteur de cette molécule; ce que suggére que les résidus 

de galactose jouent un rôle important dans le mécanisme de rèconnai- 

ssance de la glycoprotéine. 

L'utilisation des glycannes et de glycosylpeptides purifiés après 

6 -élimination par gel filtration ( structures présentées dans la 

figure 21 ) montrent que seuls les glycannes liés O-glycosidiquement 

de la fétuine, les fractions II et III de membranes d'hématies d'âne 

et humaines de groupe A, et les glycannes d' IgA sont reconnus par 

les deux lectines , tableau XLI . 

Les deux lectines présentant une spécificité pour les résidus de 

N-acétyl-D-galactosamine, on s'attendrait à ce que ces lectines ag- 

glutinent preférentlel'lement les hématies humaines de groupe A, mais 

ce n'est pas le cas, car les hématies humaines des groupes B ou O 

sont agglutinées de la même façon pax les lectines. D'autre part, 

la mncine sousmaxillaire de mouton qui posséde exclusivement des 

résidus de N-acétyl-D-galactosamine et d'acide sialique est 40Q00 

fois plus inhibitrice que la N-acéty1-D-galactosamine libre, mais 



T A B L E A U  XL 

CONCENTRATION MINIMALE EN GLYCOPROTEINES ( pl4 ) NECESSAIRE 

P QU R T. NHI BER 4 DO SES .WNAGGLTJTINANTES 
-h 

D E  LECTTNES 

D'Amaranthus leucocarpus 

LECTINE LOT 

GLYCOPROTEINE 1 2 

Mucine d'estomac de porc N.I. 

Mucine sousmaxillaire de mouton 0,01 

Mucine sousmaxillaire de mouton 0,005 
d!ésialylée 

 étuin ne de sérum de veau foetal 0,0001 

Fgtuine désialylée O ,0005 

IgA du lait humain 0,004 

IgA du sérum humain 0,001 

Orosomucoide N.I. 

Ovalbumine N.I. 

Sérotransferrine humaine N.I. 

Lactotransferrine humaine N.I. 

N.I. 

0,Ol 

0,004 

0,001 

N.I. 

N.I. 

N.I. 

N.I. 

N,I. Non inhibiteur à une concentration de 100 pM 

+ 
en présence d'hématies du groupe A. 



T A B L E A U  XLI, 

CONCENTR4TION MINIMALE EN GLYCANNES ET GLYCOPEPTIDES ( pM ) 

NECESSATRE POUR INHIBER 4 DOSES HEMAGOLUTINANTES DE 

LECTINES D'Amaranthus leucocarpus. 

LECTINE LOT 

GLYCANNE 1 .i' 

Glycannes de la f étuine 1 , 5  

Glycannes désialylés de la fé tuine 15 

Glycopeptides de la fétuine N.I. 

GlycannesdlIgA du lait 13 

Mucine d'estomac de porc 

F III 

Glycannes de stromas humains 

N.I. 

12.1 

N.I. 

N.I. 

2 6 

N.I. 

12,l 

N.I. 

F 1 N.I. N.I. 

F II 25 

F III 3 1 

Glycannes de stromas d'3ne 

F 1 N.I. 

F II 19 

F III 3 1 

cl 2,3 Sialyl lactose N.I. 

a 2,6 Sialyl lactose N.I. 

19 

3 1 

N.I. 

N.I. 

N.I. Non inhibiteurs à une concentration de 1 0 0 y M  



e s t  1QQ f o i s  moins i n h i h i t r i c e  que l a  f é t u i n e :  

En géné ra l ,  l e s  g lycosy lp ro t é ines  renfermant des glycannes l s é s  O- 

glycosidiquement t e l l e s  que les TgA, l a  f é t u i n e  ou l a  mucine sous- 

m a x i l l a i r e  de mouton p ré sen ten t  une a f f i n i t é  importante  pour l e s  deux 

l e c t i n e s  d'A. leucocarpus.  Cependant la  mucine stomacale de porc.  

n ' e s t  p a s  reconnue p a r  ces  l e c t i n e s  ( t a b l e a u  XL ) , mais c e r t a i n s .  

glycannes l i b é r é s  p a r  f3 -é l iminat ion à p a r t i r  de c e t t e  mucine s o n t  re -  

connus p a r  l e s  l e c t i n e s ,  ce q u i  semble ind ique r  que l e s  deux l e c t i n e s  

reconnaissent  des  s t r u c t u r e s  glycanniques t r é s  p r é c i s e s  p r é s e n t e s  s u r  

l e s  O-glycosylprotéines,mais q u ' à  l ' é t a t  n a t i f ,  l a  complexité s t r u c -  

t u r a l e  de  l a  mucine ne permet pas  l ' i n t e r a c t i o n  e n t r e  l a  l e c t i n e  e t  

ses  déterminants  sacchar id iques  ( t a b l e a u  XLI ) . 

Les glycannes l i é s  O-glycosidiquement à l a  chaine pept id ique  de l a  

f é tu ine  s o n t  l e s  déterminants  reconnus p a r  l e s  l e c t i n e s  d 'A. leucocarpus,  

car  ces  glycannes l i b é r é s  p a r  6-é l imina t ion  de l a  f é t u i n e  s o n t  encore 

reconnus p a r  l e s  l e c t i n e s .  Comme l a  glycophorine posséde également 

l e s  s t r u c t u r e s  g a l B  1 , 3  GalNAc ( Tomita e t  Marchesi,l976 ), c e c i  peut  

expliqlier pourquoi l e s  l e c t i n e s  d'A. leucocarpus agg lu t inen t  i n d i f f é -  

remment les hématies de groupe A,B ou O . Les glycannes l i é s  O-gly- 

cosidiquementde l a f g t u i n e  s o n t  lOOQQ f o ~ s  moins i n E b i t e u r s  que l a  

glycoprotéine n a t i v e  tab leau  X L I ,  cependant,  d ' a u t r e s  types d ' i n t e r -  

ac t ions  non spéc i f iques  e n t r e  l a  l ec t2ne  e t  l a  f é t u i n e  permet ten t  aux 

lec t2nes  de r é a g i r  p l u s  for tement  avec l a  molécule na t ive .  



f )  PROPRIETES PHYSICOCHIMIQUES. 

Les e f f e t s  du pH e t  de l a  température s u r  l ' a c t i v i t é  agglut inante 

des deux l e c t i n e s  s o n t  résumés dans l e  tableau X L I I ,  qui  montre que 

l e s  deux l e c t i n e s  son t  s t a b l e s  à l ' e f f e t  de l a  température e t  qu'un 

pH e n t r e  4-9 ne modifie pas 1 'actAvité agglut inante  des l e c t i n e s .  

D'autre p a r t ,  l ' a c t i v i t é  des  deux l e c t i n e s  n ' e s t  pas a f fec tée  par  

l ' a d d i t i o n  des métaux d i v a l e n t s ,  e t  l a  d ia lyse  de chaque l e c t i n e  en 

présence d'un agent  chéla teur  de métaux comme l t E D T A ,  montre que l a  

l e c t i n e  n ' e s t  pas une métalloprotéine. La présence d 'agents  réduc- 

t e u r s  de l a  p o l a r i t é  t e l s  que l ' u r é e  ou l ' e t h y l e n e  glycol ne modi- 

f i e n t  pas l ' a c t i v i t é  de ces l e c t i n e s ,  tableau XLIII. 

CONCLUSIONS 

Les c a r a c t é r i s t i q u e s  physicochimiques des l e c t i n e s  p u r i f i é e s  à p a r t i r  

de d i f f é r e n t s  l o t s  de gra ines  suggérent q u ' i l  s ' a g i t  de d i f f é r e n t e s  

expressions phénotypiques de l a  même l e c t i n e .  C e s  l e c t i n e s  sont  spé- 

c i f iques  de l a  N-acétyl-D-galactosamine. Cependant l e s  l e c t i n e s  

d ' h a r a n t h u s  leucocarpuç preséntent  une p l u s  f o r t e  a f f i n i t é  pour des 

glycannes renfermant l a  séquence galB 1,3 g a l ~ ~ c -  

La présence de p ro té ines  possédant une a c t i ~ i t é  agglut inante dans 

des gra ines  de l a  f ami l l e  des  amaranthaceae f u t m i s e e n  évidence par  

Bird ( 1954 ) qui  u t i l i s a i t  une v a r i é t é  non c las sée  de gra ines .  Cet te  

l e c t i n e  a g g l u t i n a i t  de l a  merne façon l e s  hématies de d iverses  espéces 

animales ( poule, mouton, hoeuf, cheval ,  chien e t  l e s  grou2es hu- 



T A B L E A U  X L I I  

T I N A N T E  D E S  L E C T T N E S  D ' A m a r a n t h u s  l e u c o c a r p u s .  

L E C T I N E  LOT 

1 
T I T R E  

TEMPERATURE ( O ° C  ) 



T A B L E A U  XLI II 

EFFET D E  DIFFERENTS AGENTS CHIMIQUES SUR L'ACTIVITE 

HEMAGGLUTINANTE DES LECTINES D'Amaranthus leucocarpus 

LECTINE LOT 

AGENT CONCENTRATION 1 .2 

CONTROLE - 
EDTA ( DIALYSE ) 0 , 1 %  

++ 
Ca 25 m M  

MCJ++ 25 mM 

UREE 4 M 3 2 3 2 

ETHYLENEGLYCOL 25% 3 2 3 2 



maines A , B  et O 1 .  Un autre exemple de lectine d8Amaranthacees fut 

décrit par pardoe et al ( 19-72 1 pour une varieté dlAmaranthus -- 
caudatus; cette lectine présentait une qctivité hémagglutimante très 

semblable qux lectrnes étudiées dans ce trayail, en parti'culier, 

l'effet sur les FGmaties de hovfn,qui,dans les conGtions standards 

d'essai ne sont pas agglutinées, tableau XXXVI , mais un traitement 

de ces hématies par des protéases ou par la neurarninidase, les rendent 

agglutinahles par la lectine, Des études préliminaires sur cette lec- 

tine montraient que les mongsaccha~ides n'étqient pas inhibiteurs de 

l'activité agglutinanteipar contre, des glycoprotéines des memhranes 

erythrocytaires inhi5aient cette activité agglutinante. Le traitement 

enzymatique de ces glycoprotéines par une (3-galactosidase de Klebsie- 

lla aerogenes provoquait l'abolition de l'effet inhibiteur, ce que 

suggére que la galactose est un déterminant important pour cette 

lectine. 

- 
Ces résultats suggérent la possibilité que les lectines présentes 

dans les graines de la famille Amaranthaceae possédent une spéci- 

ficité pour des sucres similaires. 



VI1 CONCLUSIONS GENERALES 



Nos recherches ont  permis de met t re  en évidence une nouvelle source 

de l e c t i n e s ,  puisque l e s  l e c t i n e s  de Machaerocereus eruca d é c r i t e s  

dans ce t r a v a e l s o n t l e s  premières à avo i r  été ca rac te r i sées  dans l a  

famille des Cactacées. 

Machaerocereus eruca poséde deux l e c t i n e s  qu i  ont  é t é  p u r i f i é e s  par  

chromatographie d ' a f f i n i t é  s u r  colonne de mucene immobilisée s u r  

sépharose; l ' é l u t i o n  q u a n t i t a t i v e  de chaque l e c t i n e  e s t  poss ib le  grâ- 

ce  aux c a r a c t é r i s t i q u e s  physicochimiques propres à chaque l e c t i n e  

comme son degré d'hydrophobicité.  Les deux l e c t i n e s  sont  immunolo- 

giquement ident iques .  E l l e s  s o n t  r iches  en g lycocol le ,  en ac ide  glu- 

tamique e t  en s é r i n e  e t  ne possédent pas de cys te ine  ou de methio- 

nine; l e s  deux l e c t i n e s  sont  des  glycoprotéines renfermant 30 e t  24% 

de sucres,  l e s  rappor ts  molaires en sucres déterminés par  méthano- 

lyse  nous indique que l e s  deux l e c t i n e s  renferment principalement du 

glucose, du galactose e t  du mannose e t  des t r a c e s  d 'arabinose,  de 

xylose e t  de N-acétyl-D-glucosamine . 

La seule d i f férence  e x i s t a n t  e n t r e  l e s  deux l e c t i n e s  s e  s i t u e  au ni-  

veau de l e u r s  po in t s  i soé lec t r iques .  La l e c t i n e  F 1 e s t  cons t i tuée  

de 3 espéces moléculaires de p I  3,6; 4,l e t  4,6, a16rs que l a  lec- 

t i n e  F II ne renferment que 2 espéces moléculaires de p l  3,5 e t  4 , l  . 
Les deux l e c t i n e s  s o n t  thermostables e t  ne son t  pas des métallopro- 

té ines .  

E l l e s  possédent une a f f i n i t é  identique envers l e s  sucres  simples 



ainsi que pour divers glycannes et glycosylprotéines;cette spécifici- 

té est dirigée principalement vers des structures oligosaccharidiques 

renfermant du galactose. Les deux lectines reconnaissent preféren- 

tiellement les glycosylprotéines renfermant des glycannes liés O-gly- 

cosidiquement. Leur affinité est 100 fois plus forte que pour ces 

glycannes libérés par B -élimination, ce que indique l'existence pos- 

sibled'autresinteractions entre la lectine et les glycosylprotéines 

telles que des interactions hydrophobes ou de transfert de charge . 

Les deux lectines de Machaerocereus eruca sont deux autres exemples 

de lectines qui présentent une plus grande affinité pour des struc- 

tures oligosaccharidiques complexes. 

D'autre part,nous avons montré que les graines dVAmaranthus leucocarpus 

ren8erment une lectine spécifique des résidus de N-acétyl-D-galactosa- 

mine; cette lectine a été purifiée par chromatographie d'affinité - 

en utilisant des stromas d'hématies de lapin désialylées. L'élution 

de la lectine par l'eau distillée nous a permis de purifier une-pro- 

tEine constituée de sous-unitésayant une masse moléculaire de 33 KDa. 

Cette lectine est une glycoprotéine renfermant 10% de sucres; la par- 

. tie glycannique de cette lectine est constituée de mannose, de glu- 

cose, de galactose et de N-acétyl-D-glucosamine dans les rapports 

3:1:4:6. L'isofocalisation de la lectine nous montre 3 espéces mo- 

léculaires de pI 4,8;5,0 et 5,2 . 

D'autre part, 2 partir d'un autre lot de graines appartenant à la 



même espéce et par le même procédé de purification, nous avons puri- 

fié une lectine qui posséde essentiellement les mêmes caractéristi- 

ques, mais qui semble constituée par l'assemblage de sousunit& ayant 

une masse moléculaire de 33 et de 31 ma. 

Les études de la spécificité envers les sucres de ces deux lectines 

indiquent que l'activité agglutinante de ces deux lectines est inhi- 

bée par la N-acétyl-D-galactosamine . Mais le fait que ces lectines 

ne présentent aucune spécificité de groupe sanguin humain nous lais- 

se supposer qu'il existe sur les hématies des structures oligosac- 

charidiques différentes des déterminants de groupe sanguin qui sont 

reconnues par les lectines. La séquence gal B1,3 galNAc, présente 

sur la fétuine et également sur la glycophorine, semble représenter 

le déterninant saccharidique reconnu pour ces lectines. 

Ce travail sera poursuivi en essayant de définir le rôle biologique 

de ces lectines chez ces végétaux . Leurs activités biologiques 

seront également étudiées afin de pouvoir utiliser éventuellement 

ces lectines comme réactifs b-iologiques . 
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