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Résumé

Les lectines sont présentes dans tous les orgasigivents et sont utilisées comme
outils dans la recherche et dans le secteur biarakdictuellement, les lectines microbiennes
suscitent de plus en plus d’intérét en raison desldiverses activités biologiques.

Des souches d’actinomyceétes rhizosphériques prarestde croissance de plantes et
antagonistes des myceétes et des bactéries pattsogérses mémes plantes ont été retenues
pour mettre en évidence la production des lectidesles purifier, de les caractériser et
d’étudier leurs activités biologiques. Les six dug; étudiées, ont été identifiées aux genres :
Streptomycest Nocardiopsis.Les souches ont été cultivées sur deux milieuxidies
(Bennet etlISP2. Le pouvoir agglutinant des extraits extracelid et intracellulaire des
deux milieux de culture est mis évidence en préselecsept types d’érythrocytes.

Les deux extraits des six souches, quel que saihilieu, n’ont agglutiné aucun
erythrocyte humain. Les plus fortes agglutinatico®t été obtenues avec les extraits
intracellulaires en présence d’érythrocytes de eatdgle lapins. Le milieuSP2 favorise
mieux la production des lectines. Les fractiongaicellulaires agglutinant fortement les
érythrocytes de rats ont été retenues. Celle deolache Prul6 pour purification et
caractérisation et celle de la souche Vic8 patutle de I'effet immuno-modulateur.

Les lectines, de la fraction intracellulaire deslauche Prul6 a subi une premiere
purification primaire par du sulfate d’ammoniumfiftration sur gel G75. La précipitation
différentielle a montré que les trois premiéeres ctitms présentent une activité
hémagglutinante. Apreés filtration, deux pics ord ébservés (pics A et B). Le pic B ne
présente aucune activité hémagglutinante. Cepentactivité spécifique de I'extrait brut
était de 8,37 UH/mg, et elle est passée a 14,95mgHapres précipitation au sulfate
d’ammonium, puis a 20 UH/mg (picA).apres filtratiosur gel G75. L'activité
hémagglutinante de cette fraction persiste a desaptdlins et a des concentrations
importantes en EDTA.

Apres chromatographie sur colonne mucine séphat8sédeuxieme purification),
deux pics sont observés. La fraction proteique 83pit 2 présente une forte activité
hémagglutinante spécifique environ douze fois phaportante que celle observée pour
'extrait brut (111,49 contre 8,37 UH/mg), en reghe celle du pic 1 ne présente aucune
activité hémagglutinante. Le test d'affinité cortdavec la fraction proteique 33 du pic 2 a

montré que la la souche Prul6 se lie spécifiquermex proteines. L'analyse SDS-page a



démontré que les hémagglutinines contenues darnasction 33 du pic P2 se situées dans la
bande 16kDa

L’identification des protéines de la bande 16kDpréa digestion et élution des
peptides par LC, s’est faite par spectrométriendsse tandem en comparant avec la base de
données protéomiques de souches apparehtéeslyse a permis d’identifier 6 proteines
similaires différentes, cependant une seule présant score assez elevé, avec un poids
moléculaire similaire a celui de la bande proteidus’agit du lysozyme C qui lui n’a pas
d’activité hémagglutinante. Notre proteine de 16kiegrésente d’activité antimicrobienne.

L’augmentation de l'indice phagocytaire, de lineliphagocytaire corrigé, et de la
diminution du temps de demi-vie des particules deb@ne en circulation dans le sang
indiguent que I'extrait brut de la souche Vic8sgpedent un ou plusieurs facteaapables de
stimuler de maniére significative l'activité¢ phagtaire des macrophages et du systeme
réticulo-endothélial chez les souris. Cet effet @shparable a celui exercé par les lectines

pures.

Les mots clés Actinobacteria, actinomycetes aéorobies, rhizosphere, lectines

glycoconjugués, fermentation, purification des s, immunostimulation
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Abstract

Lectins are present in all living organisms andused as tools in research and in the
biomedical sector. Currently, the microbial lectere attracting more and more of interest
because of their diverse biological activities.

Some strains of actinomycetes Rhizospheric promotefr plant growth and
antagonistic fungi and pathogens of these plante wBosen to highlight the production of
lectins to purify characterize and study their bgital activities. The six strains studied were
identified to genera Streptomyces and Nocardiodgis. strains were cultured on two liquids
(Bennet and ISP2). The adhesive strength of theesftular and intracellular extracts of the
culture media is evidence placed in the presensewdn types of erythrocytes.

Both extracts of six strains, in any case of thaliona, have no agglutinate human
erythrocytes. Strongest agglutination was obtaiwed the presence of intracellular extracts
and rat erythrocytes of rabbits. The ISP2 envirammeetter promotes the production of
lectins. Intracellular fractions strongly caking exythrocytes were retained. That of Prul6
strain for purification and characterization andatttof the Vic8 strain to study the

immunomodulatory effect.

Lectins, the intracellular fraction of strain Prulsderwent a first primary purification
with ammonium sulphate and gel filtration G75. Bifntial precipitation showed that the
first three fractions exhibit HA activity. Afterlfration, two peaks were observed (peaks A
and B). Peak B shows no HA activity. However, thedsfic activity of the crude extract was
8.37 HU / mg, and it increased to 14.95 UH / mgraimmonium sulfate precipitation, and
20 UH / mg (picA) .after G75 gel filtration. The HActivity of this fraction remains at
alkaline pH and high concentrations of EDTA.

After column chromatography mucin sepharose 4Bofsg&@urification), two peaks
are observed. The proteic fraction 33 peak 2 hhgla specific HA activity about twelve
times greater than that observed for the crudeeix(B.37 111.49 against UH / mg), however
the first peak shows no HA activity. The affinigst conducted with the proteic fraction 33 of
Peak 2 showed that the Prul6 strain binds spetyfita protein. The SDS-PAGE analysis
showed that the hemagglutinin contained in theipor83 of the P2 peak is located in the
band 16kDa



The identification of proteins 16kDa band, aftegeatition and elution of peptides by
LC, was top by tandem mass spectrometry proteonoagparing with the database related

strains.

The identified analysis of 6 different proteins Ban one of them has a high score,
with a molecular weight similar to that for protdand. This is the lysozyme C who did him

no HA activity. Our protein of 16kDa presents antirabial activity.

The enhancement of the phagocytic index of theected phagocytic index, and
decreased half-life time in circulation of carboartles in the blood indicate that the Vic8
strain of the crude extract possess one or mortorfa@ble to significantly boost the
phagocytic activity of macrophages and reticulog¢hnelal system in mice. This effect is

comparable to that exerted by the pure lectins.

Keywords : Actinobacteria , actinomycetes aéorobies , rhiesp, lectins glycoconjugates ,
fermentation, purification of proteins , immunodtietory
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Introduction

Introduction

Les lectines sont un groupe hétérogéne de protémesbles de se lier avec
les carbohydrates de maniere sélective et réverssains induire des changements
dans la structure chimique de ces derniers. Ce®ipes se trouvent dans tous les
systemes vivants, des virus jusqu’aux humaingatrjt un réle fondamental dans les
processus de reconnaissance cellulaire. Les lscsimgritent, ces derniéres années, de
plus en plus d’intérét chez les scientifigues notemt pour leur réle dans la
régulation d’une variété de processus biologigeeseur potentiel utilisation en tant
gu’agents pharmacologiquéldamid et al, 2013).Les mécanismes moléculaires qui
déterminent I'activité physiologique des lectinestent cependant encore mal connus.

Les lectinessont des protéines d’origine non immunitaire capsbte
reconnaitre des glucides complexes de manierefgpecet réversible. Ces protéines
ne montrent aucune activité enzymatique vis-a-wslalr ligand. L'expression «
d'origine non immunitaire » peut étre discutée,sgue certaines lectines sont
impliquées dans la défense immunitaire innée. Gegpeession sert principalement a
souligner la différence entre les lectines et leicarps du systeme immunitaire
acquis. Les lectines sont aussi identifiées chezblectéries et les étres vivants
primitifs qui ne possedent pas de systeme immuaitdia plupart des lectines
présentent plusieurs sites de liaison pour lesidgsc Elles peuvent reconnaitre de
maniere spécifique les glycoconjugués présentdesusurfaces cellulaires et jouent
un réle primordial dans la vie sociale des celllles interactions protéine/glucide
sont impliguées dans de nombreux phénoménes denassance et d’adhésion
cellulaires(Varki, 1993).

Les propriétés biologiques des lectines végétaidsfait 'objet, depuis de
nombreuses années, de la plupart des études. Feguletes données considérables
sur la production de lectines par les bactériehquanes, et de leur rble dans
l'initiation et le développement du processus platigue ont été recueillies ces
dernieres annég€Sharon, 2007).

Cependant tres peu de cherchesgssont intéressés aux lectines produites
par les bactéries non pathogénese role biologique de ces protéines chez ce groupe
de bactéries reste pratiquement inconnu et norctéaise(Podgorskii et al., 2014).
Hormis la pathogenése, les lectines bactériennagsepe étre impliquées dans une

multitude d’autres processus physiologiques comathésion, la communication, la
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formation de biofilms et d’agrégats, la croissanee la division cellulaire,
'adaptation, la protection contre les facteurssttess, I'acquisition de nutriments, la
neutralisation des toxines, la défense contre tBauiactéries, et d’autres fonctions de
la microflore normalgLakhtin et al, 2011)

Par conséquent, I'étude des lectines produitetegdractéries non pathogenes
sont d’'un intérét considéerable, compte tenu desitagas biotechnologiques de la
production de ces protéines en tant que molécutestives de nouvelle génération.

Les actinomycetes, isolés de la rhizosphere, comgént donc une source
intéressante pour I'étude des lectinesd’autant plus que trés peu d’études se sont
intéressées a I'étude de ces molécules chez céfribad.es actinomycetes sont des
bactéries Gram-positif, caractérisés par un génarteneur élevée en GC%. La plupart
des membres de ce groupe sont saprophytes. Leststdue principal réservoir et sont
abondants dans la rhizosphékhamna et al., 2009). Plusieurs actinomycétes ont été
isolés a partir de sols algériens. Certains d'egiise appartiennent aux genres rares tels
gue Actinomadura Nanomuraea Nocardiopsis Saccharothrix Spirillospora et
Streptosporangiur(Bad;ji et al.,2007).

Les actinomyceétes synthétisent les deux tiers débiatiques microbiens dont
environs 80% sont isolés du gen8treptomyceslls constituent la source de
substances antibactériennes, antifongiques ardrales, antiparasitairantivirales,
insecticides, pesticides et herbiciddls sont, également, les fournisseurs des
substances pharmacologigues comme les immuno-niedida (substances
immunosuppressives et immunostimulantes), les aobss vaso-actives et les agents
neurologiques.Les enzymes sont les plus importants produitsStieptomyceapres
les antibiotiquescomme les protéases, les lipases, les cellulasssarhylases, les
pectinases et les xylanases.

Les actinomycétes restent les plus grands foummissede substances
biologiqguement actives avec |8&reptomycesjui produisent toujours la plus grande
partie. Plus de 60 substances a activité antilietigroduites par des especes de
Streptomycesont utilisées non seulement dans le monde dédeeome vétérinaire et
humaine, mais également dans celui de l'agriculetrele I'industrie(Hopwood,
2007).

La recherche des actinomycetes producteurs decsaoMantibiotiques en Algérie
a eté menée dans divers environnements tels guackesles sebkhas et le sol Saharien
(Kitouni et al., 2009. La rhizosphére est considérée comme une souche pour
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l'isolement des agents de biocontrble et des preumstde croissance des plantes. Ainsi,
des actinomycetes isolés dans la région semi-arigartir de différentes rhizosphéres
(cultures maraicheres, ceéréalieres, d’arbres druigt forestier), a mis en évidence
I'abondance de ces bactéries dans la rhizosphé&ténedbntré leur activité antifongique,
antibactérienne et promotrice de croissance desitgda L'étude des caractéres
morphologiques, physiologiques, moléculaires et irenmementaux ont permis
I'affiliation des isolats a leurs espéces corresjaoes, comme suit : Streptomyces
griseus Lacl, Streptomyces rochdiac3, Streptomyces anulatuBrul4, Streptomyces
champavatiiPrul6,Nocardiopsis dassonvillesubsp.dassonvilleiVic8 et Nocardiopsis
albaPin10(Aouar et al, 2012).

Notre objectif principal est lisolement de nouesll lectines a partir des
actinomycetes rhizosphériques dont [l'activité aotaste (antifongique et
antibactérienne) et promotrice de la croissance plastes laissent supposer leur
présence effective, d’autant plus que ces bacténefait I'objet de trés peu d’études.

Ainsi, nous Nous sommes intéresseés a :

-mettre en évidence la production de lectines pas@iches d’actinomycétes
appartenant aux genr&reptomyces et Nocardiopsen utilisant différents milieux
de cultures,

-sélectionner les meilleures souches productriedsatines,

--purifier et caractériser ces molécules,

-étudier leurs activités biologiques.
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1. Les lectines
1.1. Définition

Les lectines sont des protéines d’origine non imitaire capables de reconnaitre des
glucides complexes de maniére spécifique et rédersCes protéines ne montrent aucune
activité enzymatique vis-a-vis de leur ligafhds et Sharon, 1998) L'expression « d'origine
non immunitaire » peut étre discutée, puisque icexsalectines sont impliquées dans la
défense immunitaire innée. Cette expression samtipalement a souligner la différence
entre les lectines et les anticorps du systeme imitaite acquis. Les lectines sont aussi
identifiées chez les bactéries et les étres vivantsitifs qui ne possedent pas de systéeme
immunitaire.

Les lectines sont présentes dans toutes les bmacheegne vivant. L'abondance des
ces molécules et leur relative facilité de purifica leur ont permis d’étre largement

caractérisees et d’étre utilisées dans difféereomsaines de la biologie.

1.2. Généralités

La premiere lectine a été découverte par Peter Blamnilltmark en 1888 qui décrivit
dans sa these de doctorat présentée a l'univelsifdorpat (maintenant Tartu, Estonie) que
des extraits de graines de ricRi¢inus communisggglutinaient des érythrocyté€Sharon et
Lis, 2004) A partir de ce moment |a, d’autres substancesgiie végétale possédant une
activité hémagglutinante ont été découvertes.

En 1954, Boyd & Sharpleigh ont démontré la progrid¢ ces protéines d’agglutiner
sélectivement des érythrocytes humains d'un grosgeguin donné. Cette notion de
spécificité est la base de I'étymologie du nomitectiérivee du mot latilégerequi veut dire
« sélectionner ».

La plupart des lectines présentent plusieurs sieesiaison pour les glucides. Pour
cette raison, l'interaction de lectines avec lagcgles présents a la surface des érythrocytes
résulte en I'agrégation d’'un grand nombre de cdlsles. Cette caractéristique est typique
des lectines. Elle est aussi classiquement utijieér leur détectiofRudiger, 1993)et leur
caractérisation(Goldstein et al., 1980) Lorsque certains sucres sont ajoutés lors de
I'interaction des lectines avec les érhytrocyes: bctivité hémagglutinante est inhibée ce qui

permet de déterminer leur spectre de spécifisisgn Dammeet al.,1998)
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Les lectines peuvent reconnaitre de maniere speaeifies glycoconjugués présents sur
les surfaces cellulaires. Ces molécules sont dagss d’'une partie glucidigue (mono ou
oligosaccharide) associée de facon covalente apange non glucidique (aglycone) de
protéines ou de lipides et jouent un réle primdrdi&ns la vie sociale des cellul@garki
,1993) Les interactions protéine/glucide sont impligudass de nombreux phénoménes de
reconnaissance et d’adhésion cellulaires. La Figurdonne une vue schématique des

interactions lectines-glucides.

Figure 1 : rble de glycoconjugués situés sur la surface le@ls Représentation schématique d’exemples

d’interaction lectines-glucides.

1.3. La spécificité et I'affinité des lectines

Les lectines reconnaissent de maniére spécifiggentmo et oligosaccharides. Les
protéines spécifiques pour des monosaccharidesctasgifiées en cinq groupes, selon le
sucre pour lequel la lectine présente la plus faftmité: le mannose (Man), le galactose
(Gal)/N-acétylgalactosamine (GalNAc), le N-acétytgisamine (GIcNAc), le fucose (Fuc)
et l'acide sialique (NeuAc, acide N-acétylneuramird) (is and Sharon, 1998) Cette
reconnaissance est souvent désignée comme « ldigf@eprimaire » des lectines. Ces
monosaccharides et leurs dérivés sont ceux quilsgitis souvent présents sur les épitopes
glycaniques des surfaces cellulaires. La plupars tectines peuvent se lier a des

monosaccharides, mais leur affinité sera en gépéralforte pour certains oligosaccharides.
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La constante de dissociation pour les monosaca®gdt de I'ordre du millimolaire (mM),
en revanche, pour les oligosaccharides elle esbiiEe du micromolaire ( mM{Dam and
Brewer, 2002) Enfin, certaines lectines telles que PHA-L et PHAle Phaseolus vulgaris
reconnaissent exclusivement des oligosacchaf@asnmings and Kornfeld, 1982)

Les similarités structurales entre monosaccharideat déterminantes pour la
spécificité des lectines. Par exemple, la plupad kkctines qui reconnaissent le galactose
(Gal) se lient aussi au N-acétylgalactosamine (@a)N

Certaines lectines peuvent reconnaitre le mannolsefecose telles que DC-SIGN de
mammifére(van Liempt et al.,2006) ou PA-IIL dePseudomonas aeruginoganberty et
al., 2004) Ce phénoméne est di a la présence dans ces rocmamsdes des trois fonctions
hydroxyles qui ont une topologie tres similairert@mes lectines présentent une spécificité
anomérique et peuvent distinguer la configurationCd de monosaccharides tels que I'a-
methyl-galactoside et le b-methyl-galactoside.

La combinaison de plusieurs techniques expérimeniaermet d’élucider la spécificité
des lectinegPark et al.,2008) La spécificité d’'une lectine peut étre détermiréeutilisant
les techniques de test ELLA (Enzyme Linked Lectissdy) et de test « Glycans array »
(glycochips avec differents mono et oligosaccha)id€es techniques sont simples, rapides et
requierent de quantités réduites de matériel.

La plupart des lectines sont des protéines migiitas. Elles sont capables de se lier a
plusieurs molécules de glucides. La multivalencet ggovenir de la répétition de type «
tandem » de domaine lectines dans un polypepteldadsociation de plusieurs monomeres
ou de la présentation de plusieurs lectines susurface cellulaire. Les interactions multiples
entre d’'une part les lectines multivalentes etutt@apart les glycoconjugués, sont impliquées
dans les processus de reconnaissghee and Lee, 1995)Dans la plupart des cas, les
systemes biologiques utilisent des interactionBléai mais multivalente plutét qu'une seule
interaction forte. Ainsi, ils peuvent assurer uaetle spécificité et affinité entre ces récepteurs

et les surfaces cellulaires des systémes biologique

1.4. Intérét des lectines pour I’'homme

Les lectines peuvent interagir avec des systeme®dijues et développer une
diversité d’événements et fonctions dans ses csgees vivants. Ces interactions ont une
grande importance car elles se retrouvent implisjaims des processus biologiques ainsi que
dans des processus pathologigiies et Sharon, 1998).
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Aujourd’hui les lectines sont largement utiliséesnme outils dans la recherche et
dans le secteur biomédical.

De par leur spécificité, les lectines immobilisée lonne peuvent étre utilisées pour
I'identification, la purification de glycoconjuguémussi bien que pour leur caractérisation
(Hirabayashi, 2004).

Certaines lectines reconnaissent spécifiguemenarégenes des groupes sanguins
humaing(Boyd et Shapleigh, 1954t sont utilisées pour leur identification dans danques
de sang.

Certaines lectines purifiées a partir des grairegdumineuses tropicales présentent
des propriétés anti-inflammatoirgslencar et al.,2005)

Certaines lectines purifiées a partir d’'invertébigrsestres ou marins sont employées
comme marqueurs histo-chimiques puisque certairsadies tel le canceil ébleau 1) sont

associées a une modification des glycanes présentss cellulegGuillot et al.,2004)

Tableau 1 :principaux glycanes associés au cancer (Gusliatl, 2004).

Non de I'antigéne Séquence glycannique
Tn GalNAcou-Ser/Thr
Sialyl-Tn SAu2-6GalNAa-Ser/Thr
T GaPB1-3GalNAax-Ser/Thr
_ SAal-3Galb1-3GIcNAcb1-3Gal-
Sialyl-Lea
|al-4
Fuc
Le* Galp1-4GIcNAd1-3Gal-
|al-3
Fuc
Sialyl- Le" SA«2-3Gapl-4GIcNAGL-3Gal-
|al-3
Fuc
Le’ Ga1-4GIcNAB1-3Gal
|al-3
Fuc
N-acétyllactosamine GBil-4GIcNAc
Séquende 1-6-branchée GIcNAcB1-6Marnl-6Marf- (oligosaccharides N-liés
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Le tableau 2 décrit les principales lectines isolge plantes ou d’invertébrés qui sont
employées pour la mise en évidence de glycotopeslagiques ou, plus généralement, en
histopathologie. Les lectines sont utilisées erttion des structures glycanniques associées
aux états pathologiqud&uillot et al, 2004) De par leur spécificité, les lectines se lient
préférentiellement a un monosaccharide soit situéaut de la chaine soit placé dans une

position non terminale des oligosaccharides congslex
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Tableau Jectines utilisées pour la mise en évidence deogbjzes en oncologie

Lectines Source Sucre inhibiteur
LEA Lycopersicum esculentum D-GIcNAc
PWL Phytolacca americana D-GIcNAc
WGA Triticum vulgare (wheat germ) D-GIcNAc
STA Solanum tuberosum D-GIcNAc
-GIcNAcB1-6Manl-
L-PHA Phaseolus vulgaris 6Marg-
GSI-B4 Griffonia(Bandeira)simplicifolia D-Gal
MPA Maclura pomifera D-Gal
DBA Dolichos biflorus D-GalNAc
LBL Phaseolus lunatus (Lima bean D-GalNAc
RCA-1 Ricinus communis D-GalNAc
SBA Glycine max D-GalNAc
HAA Helix aspersa D-GalNAc
HPA Helix pomatia D-GalNAc
VVA-B4 Vicia villosa D-GalNAc
WFA Wistaria floribunda D-GalNAc
ECA Erythrina crista-galli D-Galp1-4D-GIcNAc
PSL Laetiporus sulfureus D-Gal31-4D-GIcNAc
GSI-A4 Griffonia(Bandeira)simplicifolial D-Galp1-4D-GIcNAc
ABL Agaricus bisporus D-Galp1-3GalNAc
PNA Arachis hypogaea D-Galp1-3D-GalNAc
JAC Artocarpus integrifolia D-Galp1-3D-GalNAc
LDL Lactarius deliciosus D-Galp1-3D-GalNAc
VGA Vicia graminea D-Galp1-3D-GalNAc
D-Galol-3(L-Fuarl-
2)D-GaP1-3/4D-
EEA Euonymus europaeus GIcNAc
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1.5. Distribution des lectines dans le monde vivant
Les lectines sont des protéines ubiquitaires, ptésedans tous les organismes
vivants. Il existe une grande variété de lectinas grésentent une tres grande diversité
structurale. Le nombre de structures cristallogpds de lectines est toujours en
croissance, et on connait aujourd’hui la structtcemensionnelle d’environ 770 lectines.
Le laboratoire de CERMAYV a développé une baseatméles des structures 3-D des
lectines qui rassemble les informations structgrdke ces protéines (la base de données des

lectines est accessible shttp://www.cermav.cnrs.fr/lectings

La banque de lectines comprend ainsi 48 famillesctwrales différentes dont 6
d’origine végétale, 10 d’origine bactérienne, 1®rijine animale, 5 familles d’origine

virale, 8 d’origine fongique et 1 famille d’algu€gableau 3)

Tableau 3 :récapitulatif des lectines répertoriées

Origine Exemples de Lectines Native Complexe Total
ConA

Plantes 106 201 307
Ricine

PA-IL de Pseudomonas
Bactéries 37 79 116
Toxine de cholera

E-selectin
Animaux 80 152 232
Helix pomatiaagglutinin

Hemagglutinin de virus
Virus 43 25 68
Capside de rotavirus

Champignons lectine de mousseron 17 23 40
Algues Griffithsin 2 7 9
Total 285 487 772

10
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1.5.1. Lectines de vertébrés

Les lectines animales sont réparties dans deslémnies différentes. Les trois familles
les plus étudiées sont lgalectinesles lectines dgype Cet lessiglecs.

Les structures dgalectinessont relativement simples. Ces protéines sontifspées
pour le b-galactose et plus précisément pour le lactdg&all-4GIlc) et le N-
acetylgalactosamine bGall-4GIcNAc) (Leffler et al., 2004). La premiére structure
tridimensionnelle d'une galectine humaine (la gaheé/hGal-7) a été obtenue dans sa forme
native et complexée avec le galactose, le galatiosa le lactose, et |eN-acétyl-
galactosaminéL_eonidaset al.,1998).

Les lectines duype Cprésentent un CRDCarbohydrate Recognition Domaitien
conservé qui impliqgue un atome de calcium dangefaction protéine-sucrédrickamer,
1993) Les lectines de type-C sont soit en circulati@amsdle plasma, soit attachées aux

surfaces cellulaires par la présence d'un segnramisinembranaire. Un exemple de la
. : : X
structure 3-D d’une lectine du type C est la Eesi@he en complexe avec le Sialyl Lewis

(PDB 1G1T)(Somerset al.,2000)(Figure 2).

LesSiglecs ou lectines de type |, constituent une familldedzines qui reconnaissent
I'acide sialique(Crocker, 2002) Elles sont membres de la superfamille immunodiobu
(Ig) et adoptent un repliement de type immunog|loigul

Les autres classes de lectines animales comprennen

-les lectines duype Pqui sont formées par les lectines qui fixent lenmse-6-phosphate,
comme la lectine bovine CDHPR (Roberts et al.,1998),

-les pentraxinessont une famille des lectines capables de saligs ligands Gadépendant
(Emsleyet al.,1994)

11
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Figure 2 : représentation graphique de la structure de lal€tne humaine en complexe avec le Sialyl L&wis

(PDB 1G1T) (Somerst al.,2000). Le calcium est représenté par une sphételdt le ligand par des batonnets.

-calnexines-calreticulineomme la lectine calnexine de I'espeCanis familiaris (Schrag et
al., 2001).
-les ficolines(Garlatti et al.,2007)ont, récemment, ér@ises en évidences.

La plupart des lectines de vertébrés ont uneikatadn extracellulaire et sont capables
de détecter les modifications de glycosylationlesicellules environnantes. Elles jouent donc
un réle dans la vie sociale des cellules et somliguées dans des processus tels que la
fécondation, la migration et le développement talle. Par exemple, dans le processus de
fécondation, un glycoconjugué de la surface de ulevinteragit avec une lectine
(spermadhésine) du spermatozoftiepfer-Petersenet al.,1998).1l a été aussi montré que
I'embryon exprime a sa surface cellulaire la L-ciihe six jours aprés la fécondation. En se
liant aux sucres spécifiques de I'endothélium niéai L-sélectine détermine ainsi la premiere
étape indispensable a la fixation du blastocyte sukface de I'endometre et permet le début
de la grossesqg&enbacevet al.,2003).

1.5.2. Lectines d’invertébrés
La présence de lectines a été démontrée chezvegéhreés terrestres ou marins. Ces
protéines font souvent partie d'un systeme dimn@uninnée et présentent donc des

spécificités pour les glucides présents a la sarfmrganismes pathogen@&sta, 1992).

12
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Chez les invertébrés, les lectines sont distribugens toutes les classes et sous-
classes étudiées. A titre d’exemple :

-les gastéropodes avec la lectine d’escargot CHéelCepaea hortensi§Gerlach et al,
2002).

-les échinodermes avec I’hémagglutinine de I'ouksgmicentrotus pulcherrimu®&’amada
and Aketa, 1982)

-les crustacés avec la lectine du cr@ibarybdis japonicgUmetsuet al.,1991)

-les insectes avec la lectine du sphinx du t&hacduca sextdYu and Kanost, 2000)

Ces lectines présentent des localisations variésgsteme digestif, appareil de
reproduction, hémolymphe ou branchies. Un nombritdi de lectines d’invertébrés a été
cristallisé. La codakine purifiée a partir des lotdas de la palourde blanchi&odakia
orbicularis est une lectine de type C qui a une forte spégfipour des N-glycannes
biantennéqGourdine et al., in press). D’autres exemples de lectines de type C sont la
lectine de tuniciePolyandrocarpa misakiens{$ogetet al.1999)et la lectine | (CEL-I) du
concombre de meCucumaria echinatéSugawaraet al.2004) Les structure 3D de lectines
de type ricine ont, aussi, été obtenues telledajlextine Il (CEL-III) du méme concombre
(Uchida et al.,2004)et la lectine du vers de tert@mbricus terrestrigSuzuki et al.2004)
ces deux lectines présentant une spécificité peugalactose. La limule,;Tachypleus
tridentatus est un fossile vivant qui présente un grand nenaar lectines impliquées dans
'immunité innée. Les structures de la tachylecteainb-propeller(Beisel et al., 1999) et
de la tachylectine 5A, une protéine de type fibggroe(Kairies et al,2001) ont été résolues
en complexe avec le GIcNAc. La structure de lainecéxtraite de I'escargdielix pomatia
(HPA) (Sanchezet al.,2006)a permis de définir une nouvelle famille de leesin

1.5.3. Lectines de plantes
Les lectines végétales d'une méme famille taxonomide.g., les lectines de

légumineuses, de céréales, etc.) présentent desldgies de séquence et des similarités
structurales. Historiguement, les lectines de Idgenoses telle que la concanavaline A
(ConA) ont été les premieres a étre caractéridemgpremiere structure cristallographique
d’'une lectine de légumineuses (la ConA) a été aeigre en 197ZEdelman et al,. 1972)
Les lectines de légumineuses adoptent toutes Uremegnt typique appelébjelly roll »
formé par deux feuilletd superposés bien conservées dans les nombreuseturss
résolues. Les monomeres s’associent deux a dedxngnieres différentes ce qui permet de

former une variétés d'assemblage macromoléculaoes la forme de diméres ou de
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tétrameregSinha et al.,2007) La Figure 3 représente un tétramere de la p®t€onM de
Canavalia maritima(PDB 2CY6) complexée avec le trehaldBelatorre et al., 2006) La
géomeétrie du site de fixation est fixée par la @nés d’'un ion manganese et d’'un ion calcium
qui sont proches du ligand glucidique mais qui teliagissent pas directement avec lui. Les
variations en acides aminés autour du site de regssance apporte la spécificité pour

différents monosaccharides et oligosaccharfess et al.1998).

Figure 3 : tétramere de la protéine ConMGhmnavalia maritimacomplexée avec le tréhalose (code PDB 2CY6)
(Delatorreet al.,2006). Les cations sont représentés par des spf{@aécium en jaune et Manganése en vert) et

les ligands par des batonnets.

Une autre grande famille de lectines d’origine valgéqui a pu étre caractérisée est la
famille des Gramineae (céréales) a laquelle ampdrta lectine de germe de grain de blé
(WGA). Les lectines de céreales présentent des idesatructuraux conserves riches en
cystéine qui sont aussi appelés domaine hévéingrémiere structure cristallographique
déterminée dans cette famille a été celle de la VIW@Aght C. S., 1980).

La famille des monocotylédones présente des lecgpécifiques pour le mannose, la
premiere structure 3-D a été @alanthus nivalisagglutinine (GNA)(Wright C.S. and
Hester , 1996)

La famille de Moraceae est formée par les lectopgsfixent le galactose telle que la

jacaline isolée des grainesfdtocarpus integrifoliag Sankaranarayananet al.,1996).
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La famille Amaranthaceae contient la lectine ACAAtearanthus caudatugui a été
cristallisée avec le Gal-3GalNAc(Transue et al.,1997).

La famille Euphorbiaceae englobe les lectines gésgntent une grande toxicité, un
exemple de lectine de cette famille est la lecR@A isolée des graines de ridRricinus
communis La ricine est un hétérodimére ou la chaine B titugsles domaines lectines qui
reconnaissent le galactogutenber et al.,1991)

La famille Solanaceae englobe les lectines de pa@mieeterre et des tomates mais
aucune structure n’a encore été déterminée.

Les lectines de plantes semblent étre impliguéess da défense contre les
phytopathogénes et les prédateurs, certaines dgardctivités insecticidé€hrispeels and
Raikhel, 1991 ; Rudiger and Gabius, 2001).

1.5.4. Lectines de micro-organismes

Les microorganismes pathogenes, virus, bactériémpignons ou parasites
eucaryotes, utilisent frequemment des lectines peconnaitre les sucres présents sur la
surface des cellules hétes. Ces interactions kEsstgoncres jouent également un réle dans
'adhésion sur les tissus richement glycosylés gss dans les voies respiratoires,
digestives ou dans I'appareil urogéniahberty et Varrot, 2008 ; Sharon, 1996).

L’exemple le plus marquant de lectines de virusl'@gimagglutinine du virus de la
grippe (Influenza virus). Cette hémagglutinine iatgt avec un récepteur de la surface des
cellules hétes, l'acide 5-N-acétylneuraminiquecida sialique). Sa structure 3-D a été
résolue en complexe avec son récepteur naturekeet2 analogues de ligan@Weis et al.,
1990).

Les lectines bactériennes connues peuvent étreéedasn trois familles principales :
les lectinedimbriaes(pili et flagelles), legoxineset les lectinesolubles(imberty et al.,
2005)

Les lectines fimbriaes sont trouvées dans des elgande surface des bactéries (pili et
flagelles) qui présentent diverses fonctions tetiee la reconnaissance des glycannes de
I'héte et I'adhésion sur les surfaces de celluibtes. Il existe trois types de pili : les types
IV, les types | et les types P. Par exemple, la3egt une adhésine du pili de type P trouvée
chez les souches uropathogénes de la badiédkerichia coli.PapG présente une grande
importance dans la phase d’adhésion sur les gldes$Gb0O4) des cellules humaines du rein
lors des infections urinaires et la structure emmexe avec la partie tetrasaccharide du
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GbO4 a été résolu@odson et al., 2001). Les lectines de cette famille ont une structure
allongée avec un repliement de typsandwich.

La famille des toxines est constituée par des presésecrétées par les bactéries et qui
exercent une activité toxique sur les cellulesigté. Les toxines du type ABsont secrétées

par différentes bactéries comi@higella dysenteriae, Borderella pertussi¥ibrio cholerae

Le domaine lectine de la toxine sécrétée pafitheio choleraeest unb-pentamere et
sa structure a été résolue complexée avec le peoteride GM1 qui est un ganglioside
présent sur les epithel{Merritt et al.,1994).

La famille de lectinesolublescomprend des protéines cytoplasmiques telles gue P
IL et PA-IIL de Pseudomonas aeroginosaspectivement spécifiques pourakd-galactose
et le a-L-fucose Elles présentent des structures tétramériques ox dms calciums
respectivement sont impliqués dans le site de ramissance du sucrdmberty et
al.,2004).

Les protozoaires possedent aussi des lectimessurface de I'amibe pathogénique
Entamoeba histolyticarésente deux lectines reconnaissant respectivdm&ItNAC et le
Gal/GalNAc(Mirelman et al.,1996) Des lectines ont été isolées a partir du merezoel
Plasmodium falciparunie parasite responsable de la malér@n Itzstein et al.,2008)et de
Trypanosoma cruzqui cause la maladie de Chagdgarcipar et al., 2003) Seule la
structure tridimensionnelle de la lectine TgMIC1 identifieearss le microneme du
protozoaire Toxoplasma gondia été démontrée complexée avec 6-siallygalactogsamin
(PDB 2JH7) et 3-siallylactosamin@igure 4). Des protéines du micronéeme (MIC) sont
libérées a la surface du parasite juste avantaliion des cellules hétes et jouent des réles
importants dans l'identification, ['attachement lat pénétration de la cellule hote
(Blumenscheinet al.,2007).
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Figure 4: repliement général de la lectine du microneme TgMiBeZToxoplasma gondiigauche, PDB

2JH1). Zoom dans le site de fixation du complexeVlTGl-6-siallygalactosamine (droite, PDB 2JH7)
(Blumenscheiret al.,2007).
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2. Les Actinomycetes

2.1. Caractéristiques générales

2.1.1. Morphologie

Morphologiquement, les actinomycetes peuvent élassés en deux groupes. Le
premier se compose d'organismes qui ne préserasntigp caractéristiques morphologiques
particulieres et forme seulement une masse de ditggnramifieés. Le second comprend les
organismes qui sont morphologiquement plus complexge le premieLechevalier et
Lechevalier, 1985) Les colonies formées par les actinomycétes sar rddieux solides
présentent différents aspects macroscopiques guepeétre regroupes en trois types :

-des colonies poudreuses couvertes d'hyphes aéei@nsment attachés au milieu,
- des colonies pateuses qui peuvent étre faciledetathées des milieux solides,

- des colonies exemptes de mycélium de substsst edbmposent d'hyphes aériens attachés au
milieu par des crampons.

Les difféerents genres d’actinomycétes peuventudeorsoit en morcelant certaines
hyphes pour former des conidies, un peu plus edgist aux conditions hostiles que les
hyphes, soit en produisant des endosporésermoactinomycegs D’autres genres
d’actinomycétes sporulent en produisant des spesaibg que le genr8treptosporangium
(Kalakoutskii et Agre, 1976)

Les spores peuvent, selon les genres, étre pesdigblément Nlicromonosporg
deux a deux longitudinalemeniMicrobisporg, en courtes chainesAdtinomadury, en
longues chainettesS{reptomyces Les chainettes de spores peuvent étre ramifigeson,
droites, flexibles ou en spiralébigure 5). De plus, elles peuvent étre rayonnantes autour
d’hyphes sporophores. La majorité des actinomyceététs/és sur milieu solide forment un
mycélium de substrat et un mycélium aérien. Néansai existe des groupes qui ne forment
gu’un mycélium de substrat poussant a la surfadams le milieu de culture ou un mycélium

aérien dont les hyphes sont attachés au miliedgmcramponéErrakhi, 2008).
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Figure 5: différents types de chaines de spores chez temagy/cétes, (A) spores endogenes; (B) spores
exogenegErrakhi, 2008).
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En culture liquide et sans agitation, les hyplwemés aprés la germination des spores
montent en surface pour croitre en contact de(Kaulen et al.,2003) Cependant, en milieu
liquide avec agitation, il n'y a pas de formatiom chycélium aérien ni de spores. Les
Streptomyceforment d'abord des filaments libres, qui se ramifiet s'agregent pour former

des pelletgFigure 6).

filemment |l bre nan e ———
rarnifis
filarmeant ramifié R -

amas de filaments

pellet

Figure 6: les classes morphologiques$ieeptomyces olindensisitivé en milieu liquidg¢Pamboukian et al.,
2002)

2.1.2. Physiologie et écologie

Physiologiquement et écologiquement, il existexdgtoupes d’actinomycetes. En
premier lieu, les formes fermentatives, anaérobiestes ou facultatives, illustrées par le
genre Actinomyces Ces organismes sont des saprophytes obligésajggsc naturelles de
’homme et des animaux supérieurs et ils ne santis retrouvés dans le s(Wariat et
Sebald, 1990)

En second lieu, les formes oxydatives, aérobéts,que lesStreptomycesu le sol est
leur réservoir principal et a partir duquel ellesmitsdisséminées, en particulier dans l'air
(Reponen et al., 1998) Les Streptomycedlisséminés dans les eaux douces et salées,
s’adaptent en formant des spores résistantes éasges soit par une psycrophilie, soit par
une halophilie ou par une barotolérafigincer et al.,2002 ; Zaitlin et al, 2003)

Certains genres d’actinomycetes ont été isoléartr gles compostflacey, 1997 ;
Songet al.,2001). Quelques espéces d'actinomycetes sont des sysioie plantef_arpent
et Larpent-Gourgaud, 1985) Le genre-rankia s’'integre aux racines, fixe 'azote et joue un
réle dans la protection des plantes contre lesogatiegSardi et al., 1992 ; Thirupl et al.,
2001).
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En général, les actinomycétes sont des chimo-otggrhes utilisant une grande
variété de sources d'énergie y compris les polysnéoenplexes. Mais plusieurs especes sont
capables aussi de croissance chimio-autotrophidiisant I'oxydation de I'hydrogéne
comme source d’énergie et le gaz carbonique conuuees de carbon@Mariat et Sebald,
1990)

Les actinomycetes sont des microorganismes mdsspt€ependant, il existe des
especes thermophiles comme le gefnermoactinomycegsiont la température optimale est
comprise entre 50 et 60 °C. En ce qui concerneHldapplupart des actinomyceétes sont des
bactéries neutrophiles leurs croissance est comgrigre pH 5 et 9. Cependant, quelques
Streptomycesont acidophiles et croissent a des pH comprieehf et 6,5 ils ont donc une
forte croissance dans les sols acigdexander, 1977)

Ce groupe de bactéries joue un réle significatiiglla dégradation de la cellulose et la
lignine (Kuster, 1978) Parmi les genres appartenant a ce groupe, lee gdreptomyces
produisent un grand nombre de métabolites secasldgls que l'acide indol-acétique
(Khamna et al., 2009, les toxines, les pigments et les antibiotiqu&illeurs I'odeur
caractéristique du sol humide provient des matgriawlatiles produits par ces
microorganismes tels que la géosmine et les 2 nedtbgborneol responsables de I'odeur de
’lhumus (Wellington et al.,1987)

2.1.3.La reproduction chez les actinomycetes (exemple tgfstreptomycesp.)

Les actinomycetes possedent une structure dergaotea, mais un cycle biologique
semblable a certains champigndkkoyd et al., 1987 ; Sanglier et Trujillo, 1997) Le cycle
de développement d&reptomycedébute par la germination des spores, il comprerdre
étapes : Il'activation, l'initiation, 'émergence dube germinatif et enfin la croissance.
Parfois, I'activation peut étre déclenchée parhwcahermique, par exemple un traitement de
5 minutes a 50°C pour les spores Septomyces viridochromogengsuis le tube de
germination croit et donne des hyphes non sépt@tughuclées, ramifiés et ancrés dans le
milieu solide appelés le mycélium primaire, de $w@#isou végétatif. Sur ce mycélium
primaire, se développera ensuite un mycélium aénesecondaire composé d’hyphes dressés
sur le mycélium de substrat, leurs extrémités esahnent et se différencient pour former

des chaines de spores uninuclées comme le mofiggara 7 (Hopwoodet al.,1985)
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Figure 7: cycle de développement deseptomycesur milieu solidgHopwood et al.,1985)

2.2.Classification des actinomyceétes

Selon la classification du "Taxonomic Outline dfeTProcaryotes, Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology”, seconde édition 20@3arrity et al, 2004) Le Phylum
Actinobacteria (bactéries a Gram positif et GC % élevé) est cestd'une seule classe
dénommée égalemerictinobacterid. Celle-ci a été décrite pébtackebrandtet al, 1997)

2.2.1.La classe'Actinobacteria”

Stackebrandt et al (1997)ont proposé une nouvelle classification hiérarchiges
actinomycetes qui repose uniqguement sur l'analgsesélquences des ARNr 16S et des génes
codant pour les ARNr 16S. Donc, ils ont décrit noevelle classe, qui se définit comme un
ensemble de souches présentant plus de 80 % déusimidans la séquence des ARNr 16S
ou de I'ADNr 16S et possédant un résidu adéniree @osition 906 et un résidu adénine ou
cytosine a la position 955 (a l'exception des sauasses Rubrobacteridae et

Spherobacteridaeu nous trouvons un résidu uracile a la positios) 95

22



Bibliographie : actinomycetes

Les descriptions des espéces et des genres, msédss caractéristiques morphologiques,
chimiotaxonomiques ou physiologiques, s'est avégékelle est en accord avec le
regroupement phylogénétique basé sur I'ADNr/ ARBS (Stackebrandtet al, 1997)

La classe desActinobacteria est divisée en 5 sous-classesAcidimicrobidag
RubrobacteridagCoriobacteridae Sphaerobacteridae et Actinobacteriddghacune de ces
sous classes est constituée d'un ou de plusiedresoeux-mémes constitués d'une ou de
plusieurs familles. Dans la sous-classe Aesnobacteridagl'ordre desActinomycetalegst
subdivisé en 10 sous-ordreActinomycineae Micrococcinea, Corynebacterineae
Micromonosporineae, Frankinea, Propionibacterinecae Psuedonocardineae
Streptomycineae, Streptosporangineee Glycomycineae(Stackebrandt et al, 1997 ;
Labeda et Kroppenstedt, 2000 ; Stackebrandt et Scmuiann, 2000)

2.2.2.Les clés d'identification des genres et des especksl’ordre Actinomycetales

a) Caractéres morphologiques
Les principaux critéres morphologiques correspahdda présence, a I'abondance et a
la disposition des hyphes du mycélium du substtatdo mycélium aérien. Ainsi que la
présence des spores, leur nombre, leur mobiliké feeme, leur position sur les hyphes, et la
présence de sclérotes, de sporanges ou de synnémata
b) Caractéres chimiotaxonomiques
La composition de la paroi cellulaire en acidesn&s) glucides et lipides constituent
le principal caractére utilisé en chimiotaxonomie.
* Acides aminés
Les Streptomyceset genre apparentés contiennent la forme LL-DAHdéa@,6-
diaminopimélique) contrairement a I'ensemble déeaActinomycetales
* Glucides
Les glucides de la paroi cellulaire permettent @éparation en quatre groupes
majeurs. Le spectre de sucres A (arabinose + gakctest caractéristique des genres
Nocardia et SaccharopolysporalLe spectre glucidiqgue B (madurose) est préseat dbs
genres Actinomadura et StreptosporangiumLes Streptomyceset genres apparentés ne
synthétisent aucun glucide en quantité caratiuis (spectre C). Il en est de méme pour les
genresThermomonospor&t les Thermoactinomyced.a présence de xylose et d'arabinose

(spectre D) est caractéristique degtinoplanest du genrélicromonospora .
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» Acides gras

Les acides gras les plus communs, chez les acyiretes appartiennent soit au groupe
de molécules comportant de 12 a 20 atomes de arboit au groupe des acides mycoliques
a 20-90 atomes de carbone. La présence d'acidesliquas est caractéristique des genres
tels queNocardig Mycobacteriumet Rhodococcus
c) Les acides nucléiques

Les déterminations portent sur le GC%, sur le tspaabtenu par électrophorése des
fragments de I'ADN, sur le taux d'hybridation ADMBN et sur la séquence de I'ARNr 168S.
Une différence de plus de 10 % indique que deuxtssisont sans relation. Au-dela de 70 %
de similitude, deux souches sont considérées coappartenant a la méme espfcarpent

et Larpent-Gourgaud, 1985)

2.3.Réle des actinomyceétes en biotechnologie
2.3.1. Amélioration de la qualité de sol agricole

Les actinomycetes ont un réle important dans llaretion de la qualité du sol
agricole. En effet, ils contribuent & la fertiligat du sol. lls contribuent aux processus de
recyclage et de la biodégradation de la matierearogge et des élément minéraux
(Goodfellow et al., 1984) Les Actinomycetes ont un grand pouvoir de trams&tion des
substances organiques complexes difficlement diddpl@a ou non, par les autres
microorganismes, comme les polyméres complexegpdbsaccharides, les lignocelluloses,
la chitine(Goodfellow et Williams, 1983)

Quelgues especes d'actinomycetes sont des symsibd#e plantes(Larpent et
Larpent-Gourgaud, 1985) Le genre-rankia s’integre aux racines avec plus de 200 especes
d’angiospermes, fixe l'azote et joue un rble daasplotection des plantes contre les
pathogenegSardi et al.,1992; Thirupl et al.,2001; Pawlowski et Sirrenberg, 2003)

Ces bactéries contribuent également au maintienedbonne structure du sol. En
effet, leur structure filamenteuse ainsi que ladpaion des polysaccharides permettent le
maintien entre les particules du g&lennedy, 1999) lls améliorent aussi linfiltration de
'eau dans le sol et permettent ainsi une bonratiaérdu so(Mckenna et al.,2002)
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Outre la structure et la fertilité du sol, les aothycetes augmentent le pouvoir suppressif du
sol. Mazzola (2002)a montré qu’un sol riche en actinomycetes est agsffraux maladies
phytopathogénes qu’un sol pauvre de ces bactétieskhi, 2008).

2.3.2.Production d’antibiotiques

En effet les actinomycétes constituent une sounggortante d’antibiotiques et
d’autres métabolites secondaires a utilité indetstri(Takahashi et Omura, 2003 ;
Hayakawa etal., 2004) Plus de 70% des antibiotiques d’origine microbgsont produits
par ce vaste groupe bactéri@@undliffe, 2006). Les actinomycetes produisent un grand
nombre d’antibiotiques de structures chimiques vages (aminoglycosides, anthracyclines,
glycopeptides, beta-lactamines, macrolides, etc.u) @nt de nombreuses applications
thérapeutique@Okami et Hotta, 1988)

Le genreStreptomycesa été largement exploré pour la sélection des agdat
biocontréle (El-Tarabily et Sivasithamparam, 2006b) et 75% des antibiotiques sont
produits par les membres de ce genre. Récemmenthlercheurs se sont focalisés a la
recherche des actinomycétes rares (autresSueptomycesp.) dans le but de trouver de
nouvelles molécules bioactives. Ainsi, plusieursbaotiques antifongiques, produits par des

actinomycetes noBtreptomyceont été purifiés.

2.4.Rhizosphere et microflore
2.4.1.Larhizosphere et les exsudats racinaires

La rhizosphere est définie comme étant la zonesaludans laquelle la microflore
telluriqgue est soumise aux influences des racf@esnpbell et Greaves 1990; Westovest
al,. 1997) Elle se limite aux premiers millimetres de sdliés autour des racines, et elle est,
généralement, divisée en deux parties:
- La rhizosphére au sens strict correspond a & douche de sol qui adhére fermement aux

racines.

- Le rhizoplan ou surface des racines dont la fimm® est extraite par agitation vigoureuse
des racinegSoufiane, 1998)

L’exsudation est définie comme la libération denposés solubles de faible poids
moléculaire (Lesuffleur et al, 2007%. Au niveau de la rhizosphére, les racines libieren
beaucoup de matiéres organiques sous forme de ageciplus de 40% des produits de
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photosynthese passent dans le systeme rac{iveiipps, 1990) Les exsudats représentent la
partie la plus importante des substances libérgekep racines, surtout dans la région apicale.

lIs sont généralement composés de sucres, d'amidiees, de facteurs de croissance,
de vitamines, d'enzymes et d'acides organiquegeplgsentent une source nutritionnelle pour
la microflore rhizosphérique, et qui agissent saitstimulant ou en inhibant certaines especes
(effet rhizosphérique)Soufiane, 1998

2.4.2. Microflore rhizosphérique Microorganismes etictinomyceétes rhizosphériques

Les interactions entre les micro-organismes sonthmeuses et trés intenses au niveau
de la rhizosphére qui est une zone riche en mateganique et ou les populations
microbiennes sont trés abondantes. Ces interacthomd catalyséepar les exsudats
racinaires qui favorisent certains groupes de micganismes au dépend d'autres au sein de
la communauté microbienri€url et Truelove, 1986) Ces interactions sont généralement
représentées par les phénoménes de commensalisitio@lisme et antagonisme.

Les microorganismes stimulés peuvent agir direetérsur la plante en mettant a sa
disposition des phytohormondtebuhn et al., 1997) des vitamines ou des molécules
organiques absorbables par les racines ou biemeatdment en améliorant sa nutrition
minérale par solubilisation ou minéralisation detaias élémentgSoufiane, 1998 La
composition de la microflore rhizosphérique esttdée par le génome de la plante. La
démonstration en a été apportée par les travauXeaé en 1973 sur les blés de printemps.

Dans la rhizosphére, la quantité de microorgansses au moins 1000 fois plus
importante que dans le sol ambiant non influencé lpa racines, les bactéries sont les
organismes les plus variés et les plus nomb(@avet, 1996)suivi des champignons&es
protozoaires et les algues sont les moins nombreux.

Les bactéries filamenteuses ou actinomycetes esarit souvent un antagonisme vis-
a-vis des bactéries et des champignons voisinsaraigonisme résulte de la sécrétion de
substances antibiotiques.

Généralement il est admis que dans le sol relagve sec, humique et calcaireux les
actinomycetes représentent la fraction dominante dacroflore avec des cellules viables de
I'ordre de 10°g sol (Goodfellow et Williams, 1983) Cependant dans les sols submergés,
anaérobies ou acides le nombre est relativemesiefHi’/g sol sec

Williams et Wellington (1982)ont rapporté que parmi les actinomyceétes la fréggien
d’isolement desStreptomycesst de 95,3%, dddocardiade 1,98%, deMicromonosporale
1,4%, desActinoplanesde 0,20%, deMicrobisporade 0,18%, de#ctinomadurade 0,10%,
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des Streptosporangiungde 0,10%,Thermoactinomyce8,14%, Thermomonosporf,22% et
desPseudonocardiae 0,06%.

Souvent, un nombre important d’actinomycétes estaontré dans la rhizosphére que
dans le sol environnant, il dépend de I'espece est’@ahe de la plantédGoodfellow et
Williams, 1983) L’effet rhizosphérique est exprimé par le rédfa S (Rhizosphere : Sol).
Par exemple, le mais et la féve abritent de 10 &oi8 plus d’actinomycetes dans leur
rhizosphere par rapport au sol avoisingdbraham et Herr, 1964) Le R:S des plantes
sahariennes varie de 16 a(®@atson et Williams, 1974) Le pourcentage des actinomycetes
producteurs d’antibiotiques est significativemehispélevé chez les isolats rhizosphériques,

par comparaison avec ceux du sol avoisiii@asil et al.,2004)
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Matériel et Méthodes

1. Souches actinomycétales

Six souches actinomycétales @té choisies pour la réalisation de cette étuds. Ce
souches sont conservées au laboratoire de Génieliblogique et Applications (Université
des fréresMentouri de Constantine). Ces souches ont été isolées deizaspghere et
identifiees par le Dr. Aouar LamigAouar et al, 2012) L’identification a été realisée par
I'étude des caractéres morphologiques et physigleg ainsi que I'analyse phylogénétique
des séquences du gene de 'ARNr 16S. Quatre desaless ont été apparentés aux especes
suivantes du genrStreptomyces S. griseud.acl, S. rocheiLac3, S. anulatusPrul4 etS.
champavatiiPrul6. Les deux autres isolats Vic8 et Pinl0 ogat addassés dans le genre
Nocardiopsiset ont été identifies comnie. dassonvillesubsp dassonvilleVic8 et N. alba
Pin10(Tableau 4)

Le choix de ces souches a été motivé par leurnarjget leur appartenance a des
genres d’actinomycetes capable d'inhiber une lg@ame de champignons et bactéries
phytopathogénes. En effet, les 6 souches chofsiasl, Lac3, Vic8, Pin10, Prul4 et Prul6)
inhibent, d’'une part au moins, la croissance dalsssept champignons testés et d’autre part
au moins cing des dix bactéries pathogénes testées.

Les souches bactériennes sont cultivées sur ngiidoséelSP, (Annexe 1) milieu
préconisé par Shirling et Gottlieb, 1976) pour la croissance et la sporulation des

actinomycetes.
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Tableau 4:souches actinomycétales utilisées.

Isolat Espéce Rhizosphere Géne ARN r16S
Nombre de nucléotides/Numéro
sequences d’Accession
Lacl Streptomyces griselscl Lactuca sativa 1376 HQ184949
Lac3 Streptomyces rochéac3 Lactuca sativa 1373 HQ184950
Vic8 Nocardoiopsis dasssonvillaubsp.
dassonvilleVic8 Vicia fabae 1380 HQ184951
Prul4d | Streptomyces anulatiulsd Prunus domestica 1370 HQ184952
Prul6é | Streptomyces champava@irul6 Prunus domestica 1358 HQ184953
Pin10 | Nocardoiopsis alb#in10 Pinus halepensis| 1394 HQ184954

1.1. Mise en évidence des lectines et sélectionaeeilleure souche productrice
1.1.1. Fermentation

Afin de mettre en évidence la production de ledinehez les six souches
actinomycétales choisies, et de sélectionner lesleons conditions de production, les
bactéries sont cultivées sur 2 milieux de cultuféiknts ISP, (International Streptomyces
Project- meium two) et Benng@es deux milieux different par leur compositansi que les

sources énergétiques qu’ils peuvent appdaésexe 1).
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L’ISP, est un milieu préconisé pour la croissance eptawation des actinomycetes
d’'une maniere générale, il est majoritairement titds d’extrait de malt et de maltose
comme source de carbone et d’éne(@hkirling et Gottlieb, 1976) Le milieu Bennett, riche
en glucose, est préconise, lui, pour la croissdeseespeces appartenant aux geNoesardia

et Streptomycegloneset al, 1949)

Une suspension sporale est préparée pour chaquakesdans de I'eau physiologique
stérile. Chaque suspension doit avoir une condémtrénitiale en spore de $Gpores/mL.
Des préecultures sont ensuite effectuées dans desnigyers de 500 mL avec les deux
milieux de cultures. Le volume de préculture est H@g0 mL soit 20 % (volume
liquide/volume Erlenmeyer). Les pré-cultures sotac@es 3 jours dans un incubateur
thermostaté a 30°C, et a agitation orbitale fixé858 rpm (rotation par minute). Aprés
incubation, 25 mL des précultures sont transféedaes des Erlenmeyers de 1L contenant un
volume de 500 mL de chaque milieu de culture, 5%t volume préculture/volume culture.
Les cultures desix souches sont incubées a 30°C pendant 6 jours.

1.1.2. Extraction des lectines
a) Les lectines extracellulaires

L’extraction des lectines a été réalisée selon &hode décrite parS(ngh et al,
1993. Les mycéliums bactériens sont récoltés a paktirla culture liquide en phase
exponentielle de croissance par centrifugation @4$ pendant 20 min, les surnageants sont
récupérés, filtrés (membrane 0,22 um PP, Millipage)mmédiatement soumis a un test
d’hémagglutination pour mettre en évidence la préseles lectines extracellulaires.

b) Les lectines intracellulaires

Pour extraire les lectines intracellulaires, le®tubactériens sont laves trois fois avec
du tampon PBS, pH 7(Annexe 2) puis re-suspendus dans le méme tampon afirietiob
une suspension a 20%. Aprés un traitement aux yysez (0,2 mg/mL, 10 min a 4°C), les
cellules bactériennes sont désintégrées par \imstultrasoniques en utilisant un Vibra
Cel™ 75043 (Bioblock Scientific, 750W puissance maxp@wne sonde de 13mm de
diamétre. Le traitement ultrasonique est appliquéé amplitude de 75% avec un cycle de
marche/arrét de 5 secondes, pendant un temps detadonification de 3 minutes. Les
échantillons sont maintenus dans un bac de gla@ndtout le processus. Apres sonification,
les débris cellulaires sont éliminés par centrifiggaa 25000g pendant 30 minutes a 4°C, et
les surnageant obtenues sont immeédiatement fi{trésmbrane 0,22um PP, Millipore) et

testés.
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1.1.3. Test d’hemagglutination et mise en évidendes lectines

La mesure d’activité hémagglutinante est le tegplies simple et le plus largement
utilisé pour la détection des lectines et leur cigr@sation(Goldstein et al, 1980 ; Rudiger,
1993) Il est basé sur la propriété de ces protéindeddes glycoconjugués de la surface des
érythrocytes. Ce test repose sur l'observation 'dgglutination (ou agrégation), des
érythrocytes par les lectines, visible a I'ceil mus forme d’'une phase gélatineuse et sur la
détermination du point d’équivalence qui est lacamtration minimale de lectines montrant
une agglutination évidente. Les érythrocytes desiplus mammiféres sont parmi les plus

utilisées (humain, lapin, mouton, rat, etc...).

L’activité  hémagglutinante des extraits extra/iogiéulaires des six souches
actinomycétales a été testée dans des microplatpuégation. 50uL de tampon PBS sont
placés dans chaque puits de la microplaque, puik 88 chaque extrait sont ajoutés dans le
premier puits, et une double dilution en sérieréatisée. Ensuite, 50L de la suspension
d’érythrocytes a 4% v/v en solution saline (NaC0 1BM) (Annexe 2 et 3)sont ajoutés et
mélangés a chaque puits. Les échantillons sangiénsongeurs (rat, lapin e souris) et
d’humains (ABO) ont été, respectivement, obtenuspatir d’animaux élevés dans
'animalerie de l'université de Constantine et dervice d’hématologie du CHU de

Constantine.

La lecture de l'activité hémagglutinante est réaliaprés 30 minutes d’incubation a
37°C.

Dans le cas d’'un résultat positif, les hématiemént un tapis qui couvre le fond du
puits de la plague de microtitration. Contrairemeint résultat négatif ou I’hemagglutination
n'a pas eu lieu, nous observons que tous les écytes précipitent au fond du puits, et un

point rouge peut étre observégegure 8).

Cependant, des précautions doivent étre prises ddinne pas confondre entre
hémolyse et hémagglutination. La différence entiedeux phénomenes peut étre simplement
observée si les puits sont examinés par le cotas Bracas d’une hémagglutination, le tapis
d’hématies ne couvre que le fond du puits, alore b surnageant reste translucide. Si

I'hnémolyse a eu lieu, I'ensemble du puits est reavalc une solution rouge.
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La plus petite concentration en extrait brut paguelle une hémagglutination est
encore visible est appelée point d’équivalence et la eobt@tion en extrait de ce puits
correspond a une unité d’hémagglutination (UH).

Le test d'hémagglutination a été réalisé séparmrrers les érythrocytes de rat,
lapin, souris, et avec les différents groupes siasgoumains ABO. La souche présentant la
meilleure activité hemagglutinante sera sélectierpaur la suite de notre travail.

Contréle

Les puits agglutinés

Les puits non agglutinés

Figure 8: le test d’hémagglutination sur microplaque detitn.

1.1.4. Dosage des protéines

Le dosage des protéines totales des différentaitxtst réalisé selon la méthode de
(Bradford, 1976), et la bovine serum albumifBSA) a été utilisée comme standard. La
rapidité (maximum d’adsorption au bout de 2 a 5uten) et la sensibilité de la méthode
(peut atteindre 1-2@ de protéines) déterminent la haute qualité de oa¢thode.

Les concentrations proteiques des extraits sonuitdsd a partir d’'une courbe
d’étalonnagdAnnexe 4).
2. Purification des lectines de la souche Prul6 ¥ic8

La meilleure activité hémagglutinante spécifiquété obtenue avec du sang de rat en

présence de I'extrait intracellulaire des souches1B et Vic 8 cultivées sur milidsP,. Le
milieu ISP, a été retenypour la culture de ces deux souches et le sangtd@our le test
d’hémagglutination.
2.1. Préparation de I'extrait brut (Figure 9)

Les deux souches Vic 8 et Prul6 cultivees dartexlde milieu ISR pendant 6
jours sur plaque d’agitation (250 rpm), a 30°C. rhgcélium bactérien, en poids humide,
récolté est de 90 g par centrifugation a 4000g @en20 min, le culot bactérien est lavé trois
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fois avec le tampon PBS, et I'extraction des fediintracellulaires est réalisée selon le
méme protocole décrit précédemmehes filtrats obtenus sont ensuite concentrés par
ultrafiltration (Vivaspin, seuil de rétention 10 &pPpuis conservés dans un congélateur a -
20°C. C’est cet extrait qui sera utilisé pour laifocation, la caractérisation, et les différents

tests biologiques.
2.2. Purification préliminaire
2.2.1. Précipitation différentielle au sulfate d’anmonium

Les protéines sont toutes précipités par une temegel assez élevée, mais certaines
d’entre elles sont remarquablement résistantes glog d’autres précipiteront tres facilement
(Rosenberg, 1996 ; Shuler et Kargi, 2002 ’est cette différence de solubilité qui permet d
séparer les proteines. Pour cela le sulfate d’anumoiNH,).SO, est le sel le plus utilisé, sa
solubilisation ne dénature pas les proté(fgEope, 1994)

L’extrait brut (50 mL) de la souche PRul6 et Bisont soumis a une précipitation au
sulfate d’'ammonium avec une saturation a différguatiéers (0-25%, 25-50%, 50-75%, 75-
100%), afin de séparer les protéines en diffésefriections. Une saturation initiale a 25% a
éte réalisée en ajoutant progressivement du sufatemonium a I'extrait brut placé dans un
bécher a 0°C sous agitation constante et laiss#apedh(Annexe 5)

Aprés centrifugation a 20000g pendant 30min, lest&mes précipitées sont
récupérées dans 2 mL de tamponTris-HCI (20 mM H@-pH 7,5 ; 150 mM NacCl). Cette
solution représente la premiére fraction protéidde (0-25%). Le surnageant obtenu est
resoumis pour une autre précipitation au sulfatamahonium avec une saturation de 25 a
50% en suivant la méme procédure. L’'opération sequit jusqu’a une saturation a 100% de
I'extrait en sulfate d’ammonium. Les 4 fractionog@iques ainsi obtenues F1 (0-25%), F2
(25-50%), F3 (50-75%), F4 (75-100%) sont ensuitalydées afin d’éliminer le sulfate
d’ammonium résiduel.

2.2.2. Dialyse

La dialyse est une méthode de séparation baséke smouvement des molécules a
travers une membrane semi-perméable (Boudin) deurplus concentré au moins concentré.
Seules les molécules dont la taille est infériauediametre des pores de la membrane sont
capables de diffuser de part et d’autre et d’atrein’équilibre avec le volume total de la
solution dans le systéme, telles que celles duasghdes sels et des petits métabolites. Par

contre, les macromolécules comme les protéinesoné gas diffusables ou elles seront
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retenues dans le méme compartiment de la membeoenme au début de I'expérienféoet
et al, 2005 ; Hamest al, 2006)

Les protéines précipitées mises en suspensionuwtamelume réduit du tampon Tris-
HCI (20 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NacCl) en boudsont dialysées contre 2 litres du
méme tampon, en utilisant une membrane semi-petenéBbudin) (Spectra/por ; 20 mm ;
limite d'exclusion: 12 kDa) sous une faible agitata 4°C. Le tampon de dialyse est
renouvelé 3 fois a chaque 6h. L'activité hémaggharnie de chaque fraction protéique est
testée, et les meilleures fractions actives seartirgées pour la prochaine étape.

2.2.3. Chromatographie

Afin de purifier des lectines produites par la doPrul6 et Vic8, et de choisir la
meilleure procédure de purification, differentsagple colonnes chromatographiques ont été
préparées et testés: chromatographie sur gedtitir Sephadex G-75, chromatographie
d’affinité sur gel Sepharose 4B-mucine et colond&ffinités sepahrose 6B couplé a
différents substrats glucidiques (N-acétyl Glucosemn N-acétylGalactosamine, fucose,
mannose, galactose, acide sialique).

a) Chromatographie sur gel filtration (Sephadex G-75)

Dans la chromatographie sur gel filtration, les éales sont séparées selon leur taille
et leur forme. Ici la phase stationnaire est ctundsti par des billes d’'une substance hydratée
spongiforme dont les pores correspondent a une pelaivement étroite de dimensions
moléculaires.

La phase stationnaire est constituée du gel deddeghG-75 (Pharmacia) dont les
fibres sont réticulées a I'épichlorohydrine pounfer les microbilles poreuses. Le Sephadex
G-75 possede un domaine de fractionnement sitwé Brét 70 kDa.

Une colonne d’'une dimension de (1x50cm) a été péépd.a colonne est équilibré
avec du tampon Tris-HCI (20 mM Tris-HCI pH 7,350 mM NaCl) jusqu’a stabilisation du
débit a 0,5mL/min. Le volume mort g/de la colonne est déterminé par injection du bleu
dextrane (1bkDa) & une concentration del mg/mL.

La fraction active est lyophilisée pour la réaiisatdes différents tests biologiques.
Plusieurs purifications ont été nécessaires potgnabune bonne quantité d’extrait.

b) Purification sur une colonne Mucine SépharoseB!

La lectine a été purifié en utilisant une Chrongaaphie d'affinité. La mucine de
I'estomac du porc (Sigma) a été couplé a du Sephactivé par CNBr-4B (GE Healthcare,
USA) selon les instructions du fabricant. La matrit'affinité a été introduite dans une

colonne de verre (1x10 cm, GE Healthcare, Etats)Uet équilibrée avec un tampon
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phosphate salin (0,1 M ; pH 7,2). La fraction da piextrait de lectine brut a été chargée a
débit réduit. La colonne a, ensuite, été lavée aleeanéme tampon jusqu'a ce que
I'absorbance a 280 nm de la fraction (1,0 ml) at€lan dessous de 0,02.

La lectine liée a été éluée par 0,2 M de glycirie M,de NaCl a pH 2,8 a un débit
réduit de 1 ml/min. Les fractions éluées ont ététrédees a l'activité de la lectine et la teneur
en protéine¢Bradford, 1976).

Les fractions de lectines positives ont été regeesyet dialysées contre une solution
saline tamponnée au phosphate (0,1 M ; pH 7,2)tiésant un tube de dialyse de peau de
serpent (MWCO 10 kDa; Pierce Biotech, USA). Leetitles lectines et la teneur en protéines
des fractions combinées ont été analysées. Legiofmacpositives de lectines ont été
concentrés dans l'unité ultraspin " Centricor80 kDa ; Millipore, USA) puis le titre des
lectines et la teneur en protéine des fractionseainées ont été déterminées.

3. Caractérisation des lectines de la souche Prul6
3.1. Test d’hemagglutination (Rudiger, 1993)

L’activitée hémagglutinante des différentes fractioprotéiques obtenues apres
purification sur colonne d'affinité mucine séphar@dB est testée sur des microplaques de
titration 50uL de tampon Tris HCL sont placés dans chaque peits microplaque, puis 50
uL de chaque fraction sont ajoutés dans le premi@s.pUne double dilution en série est
réalisée. Ensuite, 50L de la suspension d’érythrocytes de rat a 4% dutisn saline sont
ajoutés et mélangés a chaque puits, et les plaprdsensuite incubées a 37°C pendant 45
minutes. La fraction active est soumise a un t@shisition.

3.2. Test d’hémagglutination du lysozyme C

L’activité hémaglutinante du lysozyme C a été esiér une microplaque de titration
contenant 5QuL de tampon Tris HCL dans chaque puits, ensuiteu5@’'une solution de
lysozyme C a une concentration de 1mg /mL est é@dens le premier puits. Une double
dilution en série est réalisée. Ensuite,i&0de la suspension d’érythrocytes de rat a 4 % en
solution saline est ajouté et mélangé a chaqus,mtila plague est ensuite incubée a 37° C
pendant 45 minutes.

3.3. Test d'inhibition de 'hémagglutination

Le test d'inhibition d’hémagglutination (IHAJGoldstein et al, 1980) permet de
cribler les ligands potentiels de la lectine. Larsd’hémagglutination peut étre entierement
inhibée par le ligand testé, la concentration maieren ligand empéchant la formation du
réseau est mesurée ; c'est ce qu'on appelle lengeite’inhibition du ligand. Pour pouvoir
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comparer les potentiels d’inhibition de plusieurgahds, il est préférable, de faire les
différents tests sur un méme lot de globules roudss effet, la valeur du potentiel
d’inhibition peut dépendre de la source ainsi geel’@ige des érythrocytes. La mesure de
I'inhibition d’hémagglutination est un test rapide simple qui permet d’évaluer les ligands
solubles de fagon comparative, donnant un ordreoappatif d'avidite.

Pour ce test d'inhibition, notre faction active eliuée dans du tampon tris HCI
pH=7,2 de facon a obtenir une concentration coordant a 8 UH.

Différents sucres et glycoprotéines ont été p&parune concentration initiale de 400
mM et de 1 mg/mL respectivement, dans du tamponH@I pH 7,2.

Un volume de 5QiL de solution de ligand est déposé dans le prepuiis, puis une
gamme de concentrations est réalisée par diluBonsascade de deux en deux dans les puits
suivants. Un volume de 38. de la fraction active est ajouté a chaque protsgenant 2L
de sucre/glycoprotéine a tester. Apres incubatiomiB a 37°C, 50uL d’'une suspension
d’érythrocytes de rat & 4% v/v sont ajoutés a chgmts. L'inhibition de I’hnémagglutination
est lue aprés 60 min d’'incubation a températureiamd
3.4. Effet de la température, du pH, et de 'TEDTA sr ’hémagglutination

L'effet de la température sur l'activité hémagglamite est déterminé en incubant la
fraction active (1mg/mL) a différentes températy@s 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 et 100 ° C)
pendant 1h. Les échantillons sont ensuite rapidemegroidis dans de la glace. L'activité
hémagglutinante est testée en comparaison avechantdlon témoin de lectines (32 UH).

Pour tester I'effet du pH, des échantillons deitest sont dialysés pendant 24 h contre
différentes solutions tampons a différents pH 13-120 mM de tampon citrate phosphate
(pH 3,0 &4 6,0) ; 20 mM de tampon Tris-HCI (pH 7,9,@) et 20 mM de tampon de glycine et
NaOH (pH 10,0 a 11,0). L'activité hémagglutinangt stée aprés uné™ dialyse des
échantillons contre du tampon HEPES, pH=7.2 pent@imia 4°C.

Afin de déterminer I'effet de 'EDTA sur I'hémagdination, des échantillons de la
fraction active sont incubées dans un volume étpivade tampon HEPES (pH
7,2) additionné d’EDTA (Concentrations initialed0, 20 et 40 mM) pendant 1 h. Les
échantillons sont, ensuite, distribués dans deis i@ plaque de microtitratition et l'activité
d'’hemagglutination est mesurée comme décrit prévéeat.

Les érythrocytes de rat ont été utilisés pour l&t @hemagglutination, et trois
répétitions ont été effectuées pour chaque essai.résultats de I'activité hémagglutinante
des échantillons traités sont exprimés en pouagenpar rapport a I'échantillon témoin qui

représente 100%.
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3.5. Electrophorése SDS-PAGE

L'éléctrophorése SDS-PAGE de la fraction activeeabe et de I'extrait brut est
réalisée en conditions dénaturantes sur gel poligarde a 15%Laemelli, 1970) (Annexe
6). Les échantillons a analyser ont été réduits phmuffées a 100°C pendant 5 min, et
finalement chargés dans les puits d’'un gel poljaanide de 1,5 mm d’épaisseur. Le kit de
marqueurs moléculaires utilisé est Bio-Rad Pregigttus, 10-250 kDa (Bio-Rad Precision
Plus Protein, All Blue Prestained Protein standarisrés électrophorese, le gel est traité par
une solution de bleu de Coomassie a 0,04 % (fdgamassie brillant blue R-250 a 40 %
(v/v) ; méthanol a 10 % (v/v) et acide acétiqueciglaa 10 % (v/v) pendant 24h. L'exces de
colorant est ensuite éliminé par une solution a%2%s/v) méthanol et 10 % (v/v) acide

aceétique glacial jusgu’a transparence du gel. Legidinalement lavé abondamment a I'eau.

4. Etude protéomique et spectrométrie de masse (ftire 10)

L’analyse protéomique est réalisée sur system HPRia@odébit (U3000 RSLC
Thermo Fisher Scientific), connecté a un spectreanée masse hybride quadripdle-
Orbitrap™ (Q Exactive™ plus, Thermo Scientific)ugmg avec une source nanoelectrospary.

Les peptides sont ionisés par nanoélectrospraymduits dans le spectrométre de

masse Q-Exactive-plus pour des analyses MS et M&tM&arallele.
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4. Etude protéomiqueet spectrométrie de masse

4.1. Nano HPLC Q-Extractive plus et analyse par spgrométrie de masse LC-MS

Les peptides obtenus par digestion trypsinique )1lgbnt chargés dans une
précolonne de concentration (Acclaim 5 pm, 300 pchki5 mm) utilisant une injection en
boucle partielle. La colonne est lavée avec du tampl (5% v/v d’acétonitrile et 0,1% v/v
d’acide formique) pendant 5 min a un débit de 10mih, et les peptides sont ensuite élués et
séparés sur une nano colonne C18 reverse-phaskii(AdPepMapl00 C18, dm, 75 mm
i.d. x 500 mm). L’élution des peptides s’effectusr pin gradient linéaire de 5 a 50% de
tampon Bl (75% acétonitrile and 0,1% acide forra)ga un débit de 250 nL/min et une
température de de 45°C. Une fois élués de la celotes peptides sont ionisés par
nanoélectrospray et conduits dans le spectrométrandsse Q-Exactive-plus pour des
analyses MS.

Une analyse MS & haute résolution (70 000V a+¥00, AGC réglé sur £aons avec

un temps de remplissage de 180 ms) est effectugel@rbitrap, en I'espace d’environ 1,6
secondes. Une période d’exclusion de 60 secondesepe’éviter de fragmenter un méme
peptide plusieurs fois de suite (exclusion des d@&@zlus ou moins 5 ppm de la masse du
peptide) et donc de favoriser I'identification deppdes moins abondants. La résolution des
spectres HCD a été fixée a 35 500V avec m/z = 208 réglé sur 1Dions avec un
maximum de temps de remplissage de 120 ms). L'éelg collision normalisée est de 28
evV.
4.2. Traitement bioinformatique des données

Le logiciel Proteome discover 1.4 (Thermos Sci@)td été utilisé pour comparer les
résultats de spectrométrie de masse en utilisanmdeeur de recherche SEQUEST.
L’interrogation a été réalisée contre la base dendes Swiss-Prot (Proteome ID Pru 16
68184), en incluant la possibilité de modificatissvantes : Oxydation des méthionines,
tryptophane, histidine, désamidation del’asparggghetamine, carbamidomethylation de la
cysteine, phosphorylation de la tyrosine, seriheednine, pyro-Glu, sont spécifiées comme
modifications variables des peptides pour toutes necherches SEQUEST. Pour une
meilleure identification des peptides, un taux dexf positifs de 1% et un minimum de 2

peptides uniques ont été utilisées pour la filbraties peptides.
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4.3. Nano LC-ESI-MS/MS

La procédure s’opére en mode MS/MS “data-dependentthh scan MS (dans la
gamme m/z 400-1600) est suivi de deux spectres NBSiMles ions précurseurs sont les ions
les plus intenses du scan MS précédent (fragmentBiCD).

L’échantillon peptidique (conditionné dans 100 mdé formiate d’'ammonium, pH
10) est séparé sur system UPLC NanoAcuity (Waterp@ation, Milford, MA), a une seule
dimension. La séparation des peptides se fait &lpt#. Les tampons A2 et B2 utilisés sont
composes respectivement de (3% v/v d’acétoniilenM de formiate d’ammonium, pH 10)
et (65%v/v d’acétonitrile, 20 mM de formiate d’amnium, pH 10). L’échantillon est chargé
sur une colonne Xbridge® Peptide BEH C18 NanoBA§#30 A, 5 um, 300 um x 50 mm;
Waters) avec le tampon A2 a un débit de 2 pL/mes peptides sont ensuite €lués de colonne
avec du tampon B2, puis concentrés sur une coldaemeégeage Symmetry® C18 trapping (5
pum, 180 um x 20 mm; Waters).

La sortie de la colonne est directement relié &metteur PicoTip (uncoatedSilicaTlp
10+/-1 um, New Obijective, Woburn, MA, US) monté sur unerseuNanolockspray d’'un
spectrométre de masse de type SYNAPG1 HDMS (Waters). L’analyseur du temps de vol
(TOF) a été calibré avec des fragments MS/MS dglld]-fibrinopeptide B humaine (Glu-
fib) de m/z 72 a 1285, et les données ont étégisreén utilisant la masse monoisotopique des
précurseurs doublement chargés de la Glu-fib (nMi&=,8426). L'acquisition des données a
éte réalisée en mode “data-dependent”. La gammeaéiéctionnée est de 125 a 2000 Da. La
tension capillaire est réglée a 3.0kV, la tensiorcdne d’échantillonnage a 26V, la tension du
cOne d’extraction a 4V ; et la température de las®réglée a 80°C.

4.4. Traitement bioinformatique et identification des protéines

Les données de I'analyse spectrométrique sonéésmpar un serveur interne ProteinLynx

Global Serve v2.5 (PLGS, Waters Corporation), en utilisantdasamétres suivants :

-base de données SwissProt,

-digestion trypsinique des proteines,

-la tolérance de I'ion précurseur et de l'ion fraggrhest déterminée automatiquement,

- une masse protéique maximale de 250 000 Da,

-une détection d'un minimum de 5 ions fragmentspeatide,

-un minimum de 10 ions fragments et 2 peptideppatéine,

-une augmentation de 57,02 Da sur les résidus steing (carboxyamidomethylation fixe) et
15,99 Da sur les résidus methionine (oxydation dygae),

-un maximum d’une seule erreur de clivage et ur thufaux positifs a 4% a été autorisé.
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Echantillon protéique

Etude protéomique descriptive

Etude protéomique totale

électrophorese

Séparation des protéines par

gel

Excision des bandes protéiques fu

Digestion enzymatique
ensolutior

Digestion enzymatique
en gel

Analyse par spectrométrie de masse LC-MS

Carte peptidique massique

Comparaison informatique
(bases de données

Analyse MS/M¢

Sélection d’un ion et
fragmentation

Carte peptidigue massique théorique par digest(ion

n

Information de la séquence des peptide

Recherche dans les banques de données par
liste de fragmentation ou séquencdgenovo

et homologie de séquence

Identification des protéines

Figure 10 : identification protéique par spectrométrie de masse.

Les protéines sont digérées par la trypsine (plygéaaprés une arginine ou une lysine). Les peptiddenus

sont ionisés et analysés par le spectrométre dsenfitS). Chaque ion est représenté selon sa val&uet son

abondance. La liste des masses de ces ions edéappete peptidigue massique et peut étre compange

masses des peptides obtenues par digesticsilico du protéome théorique de I'organisme étudié ou des

séquences protéiques présentes dans les bases ni€eslointernationales. Cette comparaison permet

I'identification protéique. Dans les cas ou cettmlgse n’est pas possible ou pas suffisante unlsgar

spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) est radsBour cela un peptide est sélectionné, franécet la

masse de chacun des peptides issus de son framtienh est analysée, ceci conduit a I'obtention el’partie de

la séquence de la protéine analysée qui est atifisér I'identification finale.
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5. Activités biologiques de la fraction active
5.1. Activité antimicrobienne
5.1.1. Les souches tests

La fraction active obtenue apres gel filtrationcetomatographies d’affinité a été
testée pour mettre en évidence son activité antimienne, vis-a-vis de neuf souches
bactériennes (quatre Gram- et cinqg Gram+), et d& deuches de champignons filamenteux.
Les bactéries tests ont été obtenues au niveaaldualtoire de Bactériologie médicale du
C.H.U. de ConstantineS{aphylococcus aureusTCC 25923 et ATCC 4330®seudomonas
aeruginosaATCC 27853, Escherichia coliATCC 25922, KlebsiellapneumoniaéATCC
700603 ,Bacillus cereusProteus mirabilis Streptococcus faecaliet Salmonella enteritidjs
Les champignons tests proviennent du laboratoir&élgie Microbiologique et Applications
de [I'Université des freresMentouriConstantine. Aspergillus niger CIP 1431, et
FusriumoxysporunCIP 625.72).

5.1.2. Mise en évidence de l'activité antibactémme

Pour chaque bactérie test, un inoculum est réaligértir d'une culture de 24 heures,
mis en suspension dans de I'eau physiologigudestdei telle maniere a obtenir une densité
optique comprise entre 0,1 a 0,2 pour une longdé&rde de 620 nm (approximativement
10° UFC/mL).

Les échantillons de la fraction active sont fdtrdans des conditions aseptiques a
travers une membrane de 0.22 um. La technique ffiesidn des disques sur gélose est
réalisée selon la méthode décrite fdurray et al, 1999). Des disques de papier filtre
stériles (4 mm de diametre, Whatman N°3, U.K.) neziat 20 uL de la fraction active
hémagglutinante a différentes concentrations (0,25 et 0,125 mg/mL), les disques témoins
recoivent 2QuL de tampon. Apres séchage sous courant d’air clesudisques sont déposés
sur les boites de Pétri contenant du milieu Mudflerton préalablement ensemencé par
écouvillon avec les souches tests. Avant I'incudraé la température optimale de croissance
de chaque souche test, les boites sont laisséesirdsha 4°C. La lecture des résultats est
réalisée apres 24 heures. Toute zone d'inhibit®rrdissance autour des disques, méme de
faible diametre, est considérée comme résultatiposi

5.1.3. Mise en évidence de I'activité antifongique
Pour I'activité antifongiqueAspergillus nigerCIP 1431, efFusariumoxysporuntCIP

625.72 sont ensemencées par piqure centrale suvaites de Pétri contenant de la gélose
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Sabouraud, puis incubées a 30°C. Aprés dévelopgetnemycélium fongique, des disques
stériles de papier filtre sont déposés a une distale 1cm de la bordure de la colonie et
recoivent aseptiquement 20 pL d’échantillon a te€les disques sont prépareés a difféerentes
concentrations (0,5 ; 0,25 et 0,125 mg/mL). Legdsosont incubées a 30°C pendant 3 jours.
Une inhibition de la croissance fongique au contis disques est considérée comme un
résultat positif.
5.2. Activité immunomodulatrice in vivo de I'extrait intracellulaire de la souche Vic8
5.2.1. Test de clairance de carbone

L’effet immunomodulateur de I'extrait hémagglutimaobtenu aprés purification sur
colonne G75 été évalué et mesiumévivo par le test de clairance de carbone (carbone
clearance rate test) selon le protocole décrit(Panzzi et al, 197Q. Le test de clairance de
carbone permet d’évaluér vivo I'activité immunomodulatrice de certaines molésusair le
systéme réticulo-endothélial. Le systéme réticuldethélial (RES) est un systéme constitué
majoritairement de cellules phagocytaires. Lesutedl du RES jouent un rble vital dans la
clairance des particules de la circulation sanguinersque des particules de carbone
colloidales sous la forme d'encre sont injectéectiment dans la circulation sanguine d’'une
souris, les cellules phagocytaires vont essayendalgraliser ces particules. Cette activité
phagocytaire exprimée par l'indice phagocytaire, (&9t évaluée par la mesure du taux de
particules de carbone présents dans le sang danmtenvalle de temps bien précis.
L’élimination des particules de carbone dans legsast régie par équation exponentielle
(Gokhale et al., 2003) Dans le cas d’'une immunostimulation, le taux tkarance des
particules de carbone par les cellules phagocgtaera trés important, a l'inverse d’'une
immunosuppression ou le taux de clearance du carbera tres faible.
5.2.2. Animaux

Des souris malesMus musculuys25-35 g) ont été obtenus a partir de la pharmacie
centrale d’Algérie. Les animaux ont été logés ddes conditions normales de température
(25 £ 1°C), une exposition a la lumiere de 12 hjpar, et ont été nourris avec un régime
alimentaire standard avec un libre acces a I'eauteb les expériences ont été menees dans le
strict respect des lignes directives fournies par guide du comité d'éthique sur
I'expérimentation animale (CPCSEA).
5.2.3. Indice phagocytaire

Les souries sont séparées en 4 groupes de 7 indididacun. L'extrait de lectines
lyophilisé est dissout dans de I'eau physiologigues doses de 30,50 et 100mg/Kg par poids
corporel, pour les groupes expérimentaux (Gll, Géi GIV) respectivement. Le groupe
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control (Gl) recoit 0.5mL d’eau physiologique, aajue les groupes expérimentaux regoivent
par injection intraveineuse 0,5mL de I'extrait detlnes aux différentes concentrations. Aprés
48 h, les souries recoivent une autre injectioraudineuse d’une solution aqueuse d’encre de
chine (Encre de chine: 3 mL ; eau physiologiquenl4et solution de gélatine a 3% : 4 mL) a
une dose de (0,1 mL/10g). Des échantillons sangans prélevés a partir de la veine rétro
orbitale grace a des tubes capillaires a hémagscepres 5 et 15 min de l'injection. Les
prélevements sanguins (30 pL) sont mixés avec 4mhe solution de carbonate de sodium
a 0,1% afin de provoquer la lyse des hématiesabsdrbance est directement mesurée au
spectrophotometre a 675 nf®atnam et al, 2012) Apres cette étape, les souris sont
immédiatement sacrifiées.

Le foie ainsi que la rate de chaque individu soBtgvés, lavés a I'eau physiologique
puis pesés. L'activité phagocytaire est expriméd'ipdice phagocytaire K qui mesure toutes
les fonctions du systeme réticulo-endothélialescentact avec le sang, et par l'indice
phagocytaire corrigéuf qui exprime cette activité par unité de poids deganes actifs: foie
et rate. Le taux de clairance est exprimée quduntg@ar la période de demi-vie des particules
de carbone dans le sang (t1/2 min). Ces paramsbrascalculées au moyen des équations
suivantes(Biozziet al.,1970 )

(InOD1 — In0OD2) ty= 0693 /K Wpoids corporel de l'animal
= ) s = U , X =
(t2 —t1) ” poids (Liver + Spleen)

OD1 et OD2 sont les densités optiques aux temffin) et t2 (15min) respectivement.

5.2.4. L’analyse statistique

L’étude statistique a été realisée par I'analyséadeariance (ANOVA) suivie du test
de comparaison de Dunnett’'s, en utilisant I'ostdtistigue XLSTAT 2013 pour Windows
Office. Les valeurs sont exprimées en moyennezédgae,avec un seuil de signification

statistique fixé a 5%.
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1. Mise en évidence de I'activité hémagglutinante eélection de la meilleure

souche

Les extraits extracellulaire et intracellulaire d&x actinomycétes isolés de la
rhizosphere de différentes plantes, ont été anedygéur leur production de lectines, par
hémagglutination des hématies, Pour cela, cééreliftes souches d’actinomycetes ont été
cultivées sur deux milieux de culture différentSR, et Bennett). Les souches lac3, Pru 16,
Pru 14, Vic 8 ont pu croitre, fortement, que sumidieu ISP,, et en revanche Pinl0 et Lacl

ont montré un fort développement sur le milieu Behn

Aprés extraction des différentes fractions protég(intra et extracellulaires), un test
d’hémagglutination a été réalisé en utilisant troypes d'érythrocytes différents (les
érythrocytes de rat, lapin, souris) et avec lefdihts groupes sanguins humains (AB@).

titre d’exemple voir ci-dessous la figure 11

Sang
Lapin

Sang
Rat

Sang
Souris

Figure 11 : test d’hémagglutination (extrait intracellulaide la souche Prul6, cultivée sur mili&P,,

en présence d'érythrocytes de rat, lapin et souris.

Les résultats montrent une absence de I'agglutinates érythrocytes humains avec
tous les extraits. La plupart des activités sorgeolees avec les érythrocytes de rat et de
lapin. Les extraits extracellulaires des souchesll &ic 8, Prul4 ne présentent aucune
activitét avec les deux milieux de culture utilisédous remarquons que lactivité
hémagglutinante exprimée en unités hémagglutisaftdH = unités hémagglutinantes
correspondant a la dilution) est plus prononcéecales extraits intracellulaires
gu’extracellulaires. Cette différence d’activité ssrement du a la teneur en protéines qui est

plus faible dans les extraits extracellulaires.

Les meilleures activités sont observées avec les é&tdai la souche Prul6 et VIc8,

notamment avec les érythrocytes de rat et de I@pableau 5) Le milieu ISP, favorise
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l'activité hémagglutinante en comparaison avec ilkemBennett. La production de lectines

par les souches bactériennes semble dépendredmmsition de base du milieu de culture

Tableau 5: activité hémagglutinante des différents extrait#gifues en fonction du milieu de culture et dwetyp

d’érythrocyte utilisé.

Nature Milieux de culture
Isolat Nom des Souches de
Fextrait ISP, Bennett
. IC Pas R (16)*
Lacl Streptomyces griseus d'hémagglutination L (32)
R (128) R (128)
EC L (64) L (256)
Pru16 Streptomyces S (32) S (128)
champavatii R (102¢)* R (256)
IC L (256) L (128)
S (64) S (64)
: Nocardoiopsis Pas
Vics dasssonvillei IC R (256) d’hémagglutination
R (32) Pas
Pruld Streptomyces anulatus| IC L (32) d'hémagglutination
EC R (16) Pas
Lac3 Streptomyces rochei L (16) d'hémagglutination
Ic R (8) L (8)
L (8)

(*) Activité hémagglutinante.

IC : extraiintracellulaire ; EC : extrait extrakesghire ; Hémagglutination positif (R : Rat, ILapin, S : Souris).

Les résultats du test d’hémagglutination des #strgprotéiques extra et
intracellulaires des différentes souches actinomayeg montrent que I'extrait intracellulaire

de la souche Prul6 présente la meilleure actiétéagglutinantérableau 5)

Apres dosage des proteines, et calcule de I'agtivémagglutinante spécifique qui
correspond a I'activité totale d’'une fraction déespar la quantité totale de protéines dans la
fraction. Elle est exprimée en unités hémagghuties par mg de proteingsH/mg). Ainsi,
l'activité la plus prononcée est observée sur &ndties de rat avec I'extrait intracellulaire de
la souche Prul6, obtenu aprés une culture de 6 gaurmilieu ISE, activité hémagglutinante
spécifique de 8,37 UH/m@ ableau 6)

46



Résultats

Tableau 6: activité hémagglutinante spécifique des différexisaits protéiques en fonction du milieu

de culture et du type d’érythrocyte utilisé

Milieux de culture
Nature
Nom des
Isolat de
Souches I'extrait
ISP, Bennett
Lacl Streptomyces IC Pas R (0,34)
griseus d’hémagglutination L (0,69)
R (2,09) R (1,04)
EC L (1,04) L (2,09)
Prul6 Streptomyces S (0,26) S (1,04)
champavatii R (8,37)* R (2,09)
IC L (2,09) L (1,04)
S (0,52) S (0,52)
. Nocardoiopsis Pas
Vies dasssonvillei IC R (2.82) d’hémagglutination
Streptomyces R (0,35) Pas
Prula anulatus IC L (0,35) d’hémagglutination
EC R (0,29) Pas
Loca Streptomyces L (0,29) d’hémagglutination
rochei
Ic R(0,14) L (0,14)
L (0,14) '

IC : extraiintracellulaire, EC : extrait extracddire, Hémagglutination positif (R : Rat, L : LapiS :

Souris). (*) Activité hémagglutinante spécifiquepermée en UH/mg de proteines.

2. Purification
Afin d’analyser ces hémagglutinines, une cultureddex litres sur milieuSP, a été
réalisée pour la souct@&reptomyces champavddiul6. L'extraction de la fraction protéique

intracellulaire a été réalisée selon le protocéleridl par Singh et al., 1993)
2.1. Purification préliminaire

Pour cette étape nous avons retenu I'extrait @tkiprésentant la plus grande activité
hémagglutinante. Cependant ['extrait intracelldaivic8 a été retenu pour une étude

d'immunomodulationvoir tableaux 5 et 6)

La procédure de purification est une étape crugiale la suite de notre travail. Il est
nécessaire de réaliser plusieurs purificationdgmpnéaires, afin de choisir la procédure la plus

47



Résultats

optimale. Nousavons préparé et testé plusieurs colonnes d'affindfin de purifier ces
lectines, des colonnes Sepharose-6B couplées aunoswnfucose, galactose, GlcNac,
GalNac, en plus des colonnes Sepharose-4B coupléasfétuine (glycoproteine riche en

mannose).

Malheureusement aucune de ces colonnes ne s'&geéfficace pour la purification
de ces molécules, ceci s’explique par l'affinitéods molécules a des ligands beaucoup plus

complexes que ceux que nous avons testés surloases.

Afin de purifier ces molécules nous avons essayautre approche, en utilisant une
purification en trois étapes, une précipitationf@iéntielle au sulfate d’ammonium, suivie
d’'une chromatographie sur gel filtration (Sephadex’5) suivie d'une colonne mucine

sépharose 4B.

Apres precipitation différentielle de [I'extrait hrude la soucheStreptomyces
champavatiisur 4 paliers de concentration (F1 [0-25%], F2-5886],F3 [50-75%], F4 [75-
100%]) et dialyse des différentes fractions obésnu

Le test d’hémagglutination montre que les 3 preesiéfractions contiennent des
hémagglutinines, particulierement la fraction F&-BD%] dont l'activité hémagglutinante
totale est de 64 UH. Les fractions F1, F2 et F399] ont été regroupées, puis soumises a
une chromatographie sur gel de filtration Sepha@X5. Le chromatogramme obtenu
montre I'élution des deux pics protéiques de dborne (Sephadex G-75)La fraction
protéique du premier pic (PicA) montre une activitaximale de l'ordre de 16 UH

correspondant a la dilution 1 ,2Figures 12 et 13)Le pic B ne présente aucune activité.

Ainsi, l'activité spécifique de I'extrait brut étadle 8,37 UH/mg, et elle est passée a
14,95 UH/mg apres précipitation au sulfate d’ammonipuis a 20 UH/mg (pic A) apres la
chromatographie G75. Le facteur de purificationlaléraction purifiee est de 2,38 avec un

rendement assez faible de 3,12Palfleau 7).
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Figure 12 purification préliminaire de I'extrait itracellulaire de la souche Prt.

Chromatographie sur colonne e filtration (Sephadex G-75).

Concentration de 10.0 2.5 2 0.625 0312  0.156 Control

lectine mg / puits P .
PIC A [ Q . @ . . @ .

i
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Figure 12 : test d'agglutination des deux pics

49




Résultats

Tableau 7:caractéristiques de I'extrait brut et des lectiapses purification préliminaire de la souche

champavatPrul6
] o Activité .
) Volume | Proteines Activité o Indice de| Rendement
Fractions spécifique o J
(mL) (mg) Totale (UH} ) Purificatiorf | (%)
(UH/mgq)

Extrait brut 50 122,32 1024 8,37 1 100
Sulfate
d’ammonium 2 8.56 128 14.95 1.78 1.25
[25-75%]
Sephadex-G75

) 3,5 1,60 32 20 2.38 3.12
(Pic A)

3 Activité hémagglutinante totale (titre x mL). Leématies de rat ont été utilisées pour ce fst’activité
spécifigue (UH/mg) correspond a l'activité totalarte fraction divisée par la quantité totale deot@ines dans
la fraction (mg/mL).© L'indice de purification est définie comme le rappentre I'activité spécifique de la
fraction purifiée sur [l'activité spécifique deXtait brut. Cette valeur donne une idée de I'augfiaiion de la
pureté obtenue au cours de la purification desnlest” le rendement c’est le (%) de I'activité totale ritjine

qui reste présent dans une fraction considérée.

2.2. Purification sur colonne Mucine Sépharose 4B

La fraction proteique du pic A (PA) a été purifi@ utilisant une Chromatographie
d'affinité mucine de l'estomac du porc (Sigma) ¢éem du Sepharose activé par CNBr-4B
(GE Healthcare, USA) selon les instructions duitamt. La matrice d'affinité a été introduite
dans une colonne de verre (1x10 cm, GE Health&a¢s-Unis) et équilibrée avec un tampon
phosphate salin (0,1 M; pH 7,2).

La fraction protéique du pic A a été chargée kitdéduit. La colonne a, ensuite, été
lavée avec le méme tampon jusqu'a ce que I'absoeba 280 nm de la fraction 1,0 ml a
chuté en dessous de 0,02.

La fraction protéique liée a été éluée par 0,2 Mylgeine 0,5 M de NaCl a pH 2,8 a
un débit réduit de 1 ml / min. Les fractions éluémst été contrblées a l'activité
hémagglutinante (lectin€lrigure 15) et a la teneur en protéin€ableau 8.

Les fractions positives de lectines de 30 a 40 du pic 2 (Figure 15) ont été

regroupeées et dialysées extensivement contre Umososaline tamponnée au phosphate (0,1
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M; pH 7,2) en utilisant un tube de dialyse de serpmie la peau (MWCO 10 kDa; Pierce

Biotech, USA). Le titre de lectines et la teneurpeatéines des fractions combinées ont été
analysées. Les fractions positives de lectines &étconcentrées dans l'unité ultraspin "
Centricon " (30 kDa; Millipore, USA). Le titre dectines et la teneur en protéine des

fractions concentrées ont été déterminéegufe 14).

BS Mucine sepharose 4B

0.7 1 ps |
0,6 - .
05 0,2M Glycine

' \ 0,5M NaCl
0.4 pH2,8
0.3 ——D0280
0,2 P2
0,1

0

0 10 20 30 40 50

Figure 14 : purification par affinité de lectin8treptomyces champav&iul6 sur colonne Sepharose-4B

Mucine. Les fractions 1,0 ml ont été prélevéesatysées pour la teneur en protéines et en titre.

Titre d'HA

2! 22 28 2 2° 26
P1 i
& - Lol & [ ] m

P2 O e - - -

Figure 15: test d’hemagglutination avec le sang de rat deasiéxiproteiques des pics 1 et 2 (apres purificati

sur colonne mucine sépharose 4B).
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Tableau 8 :caractéristiques de I'extrait brut et de la lec@peés purification sur colonne Mucine 4B de la

soucheS. champavatPrul6

Fractions Volumes Concentratio| Activité Actiité Index de| Rendement
(mL) nen hémagglutin | hémagglutin | purification | (%)
Protéines ante Totale ante
(mg) (UH) spécifique
(UH/mg)

Extrait brut | 50 122,32 1024 8,37 1 100
Mucine4B | 1 0,287 32 111,49 13,32 3,12
(Pic2
fraction 33)

3. Caratérisation des molécules hémagglutinantes dke fraction P2

3.1. Inhibition de 'hemagglutination

Afin de caractériser I'affinité des molécules héglatinantes contenues dans la
fraction 33 du P2, un test d’'inhibition de I'héggdutination a été realisé. Un échantillon de
la fraction P2 a été incubé avec différents monusmades, disaccharides et glycoprotéines
(17 sucres et 5 glycoprotéines ou protéines). Leult@ de ce test montre que
’hémagglutination est inhibée uniquement avec pgesteines, plus particulieremnt par la
mucine avec une concentration minimale inhibitdee0,007mg/mL, la BSA , I'olvalbumine
et la caséine avec une concentration de 0,062m¢raidbleau 9, Figure 16)

Aucun des carbohydrates testés (avec une condentiattiale de 100 mM) n’est
capable d’'inhiber l'activité hémagglutinante dérkction P2.
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Tableau 9 :effet des différents sucres, glycoprotéines etgimes sur 'activité hémagglutinante de la fraction

33 Pic 2 (test d'inhibition de 'hemagglutination)

Sucres et Concentration minimale inhibitrice (CMI)*
glycoprotéines
Glucose Al
D-Lactose Al
Arabinose Al
Fucose Al
Manitol Al
Fructose Al
Sacharose Al
Maltose Al
D-Galactose Al
N acetylglucasamine Al
N acetylgalactosamine Al
Fetuine Al
Caseine 0.062mg/mL
Ovalbumine 0.062mg/mL
BSA 0.062mg/mL
Mucine (porcine stomach) 0.007mg/mL
Xylose Al
Sorbitol Al
Glucosamine hydrochloride Al
Raffinose Al
Sialic Acide Al
Mannose Al

(*) Concentration minimal d’inhibition (requise pomhiber 8 unités hémagglutinantes).
Al: Absence d'inhibition
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0235 0125 0062 0031 0013 0.007 0.004 0.002 0.001
mg'ml.
Caséine
BSA
Ovalbumine
Mucine

Figure 16 :test d'inhibition d’hemagglutination de la fracti®2.

3.2. Effet de la Température, du pH et de 'TEDTA sul’hémagglutination

La fraction P2 a été soumise a différentes tentpeas (20-65°C), différents pH (2-
10), et a différentes concentration d’EDTA (5-20mM)

Nous observons que l'activité hémagglutinante diedetion 33 reste maximale entre
30 et 37°C, au dela de cette température l'actididinue considérablement, jusqu’a
disparaitre a une témpérature de 65={Qure 17). Les pH trés acides (entre 4 et 5) affectent
considérabelement l'activité hémagglutinante, cdpahau dela d'un pH de 5, l'activité se
stabilise a un pH 7,4 et méme des pH trés alcdjihé 10) n’affectent pas I'activité
hémagglutinanté-igure 17).

L’incubation des echantillons de la fraction 33 Ricavec de 'EDTA pendant 1h
n'affecte pas l'activité hémmagglutinante des molés méme a une forte concentration
(20mM), ceci indique que la liaison des moléculesspntes dans la fraction avec leur ligand,
n'est pas dépendante d’ions bivalents’{Cllg®* ou autres)(Figure18)
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pH 4.0 5.0 7.4 8. 0 9.0 10.0 Control

30.0 45.0 55.0 65.0 Control

20.0

37.0

Temp. at °C

Figure 17: effet de la température et du | sur I'activité lEmagglutinante de la fractic33 Pic2.

z

Figure 18: effet de 'EDTA sur I'hémagglutination de fracti@3 Pic 2.

3.3. SDSPAGE et spectromdrie de masse (nano LC-ESI-MS/MS)

L’'analyse SDSPAGE de la fraction active 33 () revele la présence d’'une bar
protaque visible bien distinctex16kDa) en plus de plusieurs auttgsndes plus ou moit
visibles. La plupart de ces bandes présentent ids pooléculaire compris en 25 et kDa
(Figure 19).
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sds page 15% sds 15%

MM EB >30K <30 F30 F31 F32 F33 F34

250kDa 250Da

150kDa 150kDa

1003
1 100 D8
PRI, 75KDA
S0LD:
37Dz ot
37iDe
25ED: B i
10kDs
10kDs

Figure 19 gel SDS-page (15%) de la fraction F33 aprées atitom au bleu de coomassie.
MM : marqueurs moléculaires, EB : extrait brutatllulaire (apres filtration et ultrafiltration>kDa), P1 :
fraction (F33)

La bande proteique la plus visible (la plus magonit) £16kDa) a été excisé du gel,
pour etre identifiée par spectrometrie de massedetan(nanoLC-ESI-MS/MS). L'analyse a
permis d’identifier, par comparaison, 108 protsimférenteAnnexe 7) cependant une
seule présente un score assez elevée (4920,89¢ sievcing autres proteines avec un score

compris entre environ 600 a 2000abpleau 10) La proteine a score élevé a un poids
moléculaire similaire a celui de la bande proteidugagit de lysozyme C
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Tableau 10:ldentification des protéines par spectrométrie desa tandem (bande protéique majoritaire sur'élelairophoresel6.2kDa).

N°Accession R B ] . Score Couverture g

_ genes Protéines identifiees b PM (kDa)° | pl
UniProt (Mascotf | (%)
P00698 lyz Lysozyme C 4920,89 80,27 16,2 9,07
P01012 serpinB14 | Ovalbumine 2043,00 38,86 42,9 5,29
P04264 krtl Keratine, type Il cytoskeletal 1587,46 50,00 66,0 8,12
P02769 alb Sérum albumine 1564,47 55,68 69,2 6
P02789 n/a Ovotransferrine 759,91 42,13 77,7 7,12

csnlsl _

P02662 Alpha-S1-caseine 597,31 46,26 24,5 5,02

(a) Le Score représente les résultats de I'analyste la base de données SwissProt (Plus le ssbédevé, plus I'identification est fiable).
(b) Taux de couverture de la séquence protéiquéepgreptides identifiés.
(c) Poids moléculaire calculé des protéines idgeatif (en Daltons)

(d) Point isoélectrique théorique des protéineatiflés (en fonction de leur composition en acidesnés)
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6. Activités biologiques
6.1. Activité antimicrobienne

L’activité antibactérienne et antifongique de l'ext P2 (fraction 33) a été
testé a différentes concentrations (0,3 ; 0,18,@f5mg/mL) contre neuf souches
bactériennesStaphylococcus aureuATCC 25923 et ATCC 4330(0Rseudomonas
aeruginosaATCC 27853,Escherichia coliATCC 25922,Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603, Bacillus cereus Proteus mirabilis Streptococcus faecaliset
Salmonella enteritidjs et deux souches de champignons filamentéspérgillus
niger CIP 1431, etFusarium oxysporunCIP 625.72), en utilisant la technique de
diffusion des disques sur gélose. Les résultatsedest n’'ont montré aucune activité
visible contre les souches bactériennes ou fongigestéeqFigure20). Ce qui

explique que notre molécule ne présente aucunataaintimicrobienne.

6.2. Activité immunomodulatrice

L’effet immunomodulateur de [I'extrait brut de koucheNocardiopsis
dassonvelleillisubsp. Vic8.a été évalue vivo sur des souris, par le test de clairance
du carbone darbonclearence test Cette méthode permet d’évaluer I'action des
phagocytes contre des particules de carbone (etereChine) injecté par voie
intraveineuse a des souris. Cette activité exmipar I'index phagocytaire (K) est
déterminée par la mesure des particules de carmomérculation dans le sang, dans

un intervalle de temps préecis.

Les résultats montrent que I'administration deepdtait a des concentrations
de 30, 50et 100 mg/Kg respectivement, augmenemahiére significative I'indice
phagocytaire chez les groupes de souris trait€eeparaison avec le groupe témoin
qui a recu uniquement de I'eau physiologique (p&01) (Figure 21). En effet, plus
la dose de I'extrait administré est élevée plugfmnse phagocytaire augmente. Cette
augmentation de l'indice phagocytaire est assoaiéme diminution du temps de

demi-vie des particules de carbone dans le faiggre 22).
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Bacillus cereus Salmonella enteritidis Klebsiallapneumoniae

ATCC 700603

Proteus mirabilis Staphyviococcus aureus ATCC  Staphylococcus aureus ATCC
43300 25923

Strepiococcus faecalis Preudomonas geruginosa Escherichia coli
ATCC 27853

ATCC 25522

Figure 20: test d'activité antimicrobienne de I'extr&2 de la souche Prul6(T : témoiBB : extrait
brut ; LC : lectine 0,3 mg/mL ; LC1/2 : 0,15 mg/mLC1/4 : 0.075 mg/mL)
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L’activité phagocytaire corrigée exprimée par umiéépoids des organes actifs
(foie et rate), confirme également la stimulatianlénsemble du systeme réticulo-
endothélial par les vésicules membranaires. figare 23 montre que l'indice
phagocytaire corrigé est significativement plusvélehez les groupes traités en
comparaison avec le groupe témoin (p<0.005), etulssi on observe que l'indice
corrigé dépend de dose administrée (plus la dogenawnte plus l'indice corrigé
augmente). Ces résultats montrent la relation ex@rains organes tels que le foie et
la rate avec I'activité phagocytaire.

L’augmentation de I'indice phagocytaire, de I'ingliphagocytaire corrigé, et
la diminution du temps de demi-vie des particulescdrbone en circulation dans le
sang indiquent que I'extrait brut de la souchespdsent un ou plusieurs facteurs
capables de stimuler de maniére significative iKé€t phagocytaire des macrophages
et du systéme réticulo-endothélial chez les souris.
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Figure 21: effet de I'extrait brut de la souche Vic8 suctieité phagocytaire.

(Toutes les valeurs sont exprimées en moyennetgpartn=7 ; (*) P<0.05; (**) P<0.01 en

comparaison avec le groupentdle
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Figure 22: effet de I'extrait brut de Vic8 sur la demi-viesdzarticules de carbone dans le sang des

souris

(Toutes les valeurs sont exprimées en moyennegpertn=7, *P<0.05, **P<0.01 en comparaison

avec le groupe contréle

10

Corrected phagocitic index

10megKe S0megEe 100meKe
Doses

Figure 23 : effet de I'extrait brut sur I'index phagocytai@riggé.

(Toutes les valeurs sont exprimées en moyennegpertn=7, *P<0.05, **P<0.01 en comparaison
avec le groupe contréle)
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1. Souches et milieux de production des lectines

Le choix de six souches d’'actinomycetes (Lacl, |L.&338, Pin10, Prul4 et Prul6) a
été motivé par leur origine a savoir la rhizosptdgalifférentes plantes de la zone semi-aride
(cultures maraicheres, d’arbres fruitiers et foees}, et leur appartenance a des genres
d’actinomycétes capables d'inhiber une large gamenehampignons phytopathogenes. Par
ailleurs, I'étude du spectre d’inhibition de ceslags a révélé qu’ils présentent en plus de
lactivité antifongiqgue une activité antibactérienrCette derniere a été vérifiée contre des
bactéries phytopathogenes et aussi contre des ematimportance cliniquéAouar et al,
2012).

Ainsi, pour mettre en évidence la production detifes chez les six souches
d’actinomycetes choisies, les bactéries sont @édsvsur deux milieux différent$SE, et
Bennett,) réputés favorables a la croissance ea apbrulation des actinomycetes. Ces
milieux différent par leur composition ainsi quer p@s sources énergétiquesi3P, est un
milieu, majoritairement, constitué d’extrait de maource de carbone riche en maltose
(Shirling et Gottlieb, 1976) Le milieu Bennett, riche en glucose, lui aussipegconisé pour
la croissance des especes appartenant aux gerBdeptomyces, Actinomadura,
Micromonospora, et NocardigJoneset al, 1949).Par le choix de ces deux milieux, nous
avons favorisé la croissance bactérienne, sachieniagproduction de lectines est corrélée a la

croissance et I'optimum de production se situe daphase exponentielle de croissance.

Les souches lac3, Prul6, Prul4 et Vic8 ont puretdiortement, que sur le milieu
ISP, et en revanche Pinl0 et Lacl présentent urdéréloppement, exclusivement, sur le
milieu Bennett. La production de lectines par l@sches bactériennes est proportionnelle a la

croissance et, donc, dépend de la compositiorasie thu milieu de culture.

La composition de base du milieu de culture deslsesibactériennes étudiées, est un
facteur qui a été pris en compte par plusieurs uasitelans la recherche des lectines
bactérienne¢Gilboa-Garber, 1983 ; Chibaet al, 2001 ; Podgorskiet al, 2014) Une étude
récente a démontré, qu’'un changement dans le ra@pie les sources d’'azote et de carbone
(KNO3 et Glucose, respectivement) dans la compositian diilieu de culture, peut stimuler
la synthese de lectines extracellulaires chez @lusisouches appartenant au gdaeillus
Si le rapport de ces deux composants passe deltdl puis a 1:8, la production de lectines

augmente de maniére significatiflrodgorskiet al 2014) En plus de cela, il a été également
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démontré que le galactose, et le maltose ont leerdiet stimulateur que celui du glucose.
La méme étude montre que la production de lectitgggend directement de la croissance
cellulaire chez le genrdacillus La synthése des lectines commence avec la phase
exponentielle de croissance, et la production mabarast atteinte en phase de ralentissement.
La transition vers la phase stationnaire entraine Wbaisse significative de I'activité

lectionomiqug(Podgorskiet al, 2014).

2. Test d’hémagglutination

La mesure d’activité hémagglutinante est le tegplles simple et le plus largement
utilisé pour la détection des lectines et leur cig@rsation (Goldstein et Poretz, 1986 ;
Rudiger, 1993) Il est basé sur la propriété de ces protéindgedees glycoconjugués de la
surface des érythrocytes. Les extraits extracél@deet intracellulaires obtenus a partir des
cultures des six souches sur miliéBP2 et Bennett ont été testés pour leur activité
hémagglutinante. Les résultats montrent une absdec&agglutination des érythrocytes
humains avec tous les extraits. La plupart devitgdi hémagglutinantes sont observées avec
les érythrocytes de rat et de lapin et sont phamgncée avec les extraits intracellulaires
gu'extracellulaires. En effet, les extraits extthdaires des souchesStreptomyces
griseusd.acl, Streptomyces annulatBeul4 etNocardiopsis dassonvillgic8 ne présentent
aucune activité hémagglutinante. Cette différeneetidité est surement du a la teneur en

protéines qui est plus faible dans les extraitsaeetlulaires.

Le milieu ISP, favorise I'activité hémagglutinante en compamaiswvec le milieu
Bennett. Lesmeilleures activités sont observées avec les extirtracellulaires des souches
Prul6 et VIc8 avec les érythrocytes de rat et pimla

Ainsi, l'activité hémagglutinante spécifique (8,3MH/mg) la plus prononcée est
observée sur les hématies de rat avec I'extraadetlulaire de la souche Prul6, obtenu aprées
une culture de 6 jours sur milieu ISEurée d’incubation pour les actinomycetes a croissa
rapide.

Ces résultats sont concordants avec ceux de Singhal.,(1993)qui ont démontré la
présence d’activité hémagglutinante dans les éxtraiotéiques intra et extracellulaires de
plusieurs souches dstreptomycesla plupart de ces activités ont été observées e
hématies de rat et de lapin, lls ont expliqué cgpcificité, par la richesse de la surface des
hématies des rongeurs (rat, lapin, et souris) etéppres hautement glycosylées, par rapport
aux hématies de type humain.
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3. Purification primaire

Afin d’'analyser les hémagglutinines de la sou&teeptomyces champavaBrul6.,
une culture de deux litres sur milid8P, a été réalisée pour I'extraction de la fraction
protéique intracellulaire. Dans la littératureplapart des lectines sont purifiées en une seule
étape sur des colonnes d’affinités couplées ardiité ligands saccharidiqu@sascimentoet
al., 2012) notamment (Mannose, fucose, galactose N-acéetytoghmine (GlcNac), N-
acétylgalactosamine (GalNac), et I'acide sialique)s monosaccharides et leurs dérivés sont
les unités typiques des structures d'oligosacckaricsur les surfaces cellulaires,
particulierement celles des érythrocytes. Malhesement aucune de ces colonnes ne s’est
révélée efficace pour la purification de ces mdégsuceci s’explique par l'affinité de ces
moléculesa des ligands beaucoup plus complexgsie ceux que nous avons testés sur ces

colonnes.

Il n'existe pas de protocole standardisé pour lafipation des lectines, la principale
raison pour cela, est I'extréme hétérogénéité fonoelle et structurelle de ces protéines qui
sont généralement constituées de plusieurs sotéssugui forment des diméres ou des
polyméres macromoléculaires, en plus de cela, gtlesvent présenter des affinités
complexes, qui varient en fonction du pH et de denposition du milieu (présence de
glucides, ions métalliquegyan Damme et al, 2008) La chromatographie d’affinité sur
colonnes Sepharose couplées a différents sucrgdyooprotéines est décrite par plusieurs
auteurs comme la méthode la plus efficace et |a ppide pour la purification de ces
protéines(Naeemet al, 2007 ; Kawsaret al, 2008 ; Nagreet al, 2010) Cependant, cette
méthode n’est pas adaptée a tous les types dadsctiDans certains cas, l'affinité de ces
protéines pour leur ligand est tellement forte lgest impossible de les purifier par cette
meéthode sans les dénatufeodgorskiet al, 2014).

Des méthodes de fractionnement plus classiquesneoia précipitation différentielle
au sulfate d’'ammonium, la chromatographie échargdisns, et la chromatographie sur gel
de filtration sont de bonnes alternatives pour Ugifigation de lectines dont I'affinité est
inconnue ou complexgova, 1985 ; Podgorsket al, 1992 ; Zhigiset al, 1993)

Dans notre étude et afin de purifier ces moléculess avons adopté une autre
stratégie en utilisant une purification en troiapés, une précipitation différentielle au sulfate
d’ammonium, suivie d’'une chromatographie sur getation (Sephadex G-75) suivie d'une
colonne mucine sépharose 4B. L'activité spécifigad’extrait brut était de 8,37 UH/mg, et

elle est passée a 14,95 UH/mg apres précipitatiosudate d’ammonium, puis a 20 UH/mg
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apres la chromatographie G{ftic A). Le facteur de purification de la fraction purdiést de
2,38 avec un rendement assez faible de 3,12%. fféh deux pics sont observés apres
chromatographie sur gel de filtration G75, pic Apét B. Ce dernier ne présente aucune

activité hémagglutinante.

4. Chromatographie sur colonne Mucine Sépharose 4B

Les différentes mucines rencontrées chez les mamasifpartagent un certain nombre
de caractéristiques commun@sekker, et al.,2002). Il s'agit de polyméres de grande taille,
composés de monomeres de glycoprotéines hautenhgusgeées : chague monomere,
pouvant avoir une masse moléculaire supérieure @& est formé d'un noyau central
peptidigue entouré d'une série d'oligosacchariggmdés en forme d'écouvillon. Les chaines
latérales glucidiques représentent classiquemei@®580 du poids de la mucine. Elles sont
constituées de galactose (Gal), de fucose (FuclN-deétyl-galactosamine (GalNAc), de N-
acétyl-glucosamine (GlcNac) et d'acide sialique. géméral, le point de branchement est
constitué de N-acétyl-galactosamine, attaché ard&éime par une liaison éther, qui est le
résultat de la réaction entre la positiarl du groupement hydroxyle et le groupement
hydroxyle des acides aminés sérine ou thréofftt®us et Dekker, 1992) Le nombre de
résidus de sucre dans chacune des chaines latéaziesde 2 a 20 ; en outre, les chaines
peuvent avoir des sous-ramifications. La régiomagylée du noyau peptidique contient de
nombreuses répétitions de séquences appariéesiéchédquence étant composée de 6 a 169
acides aminés, en fonction du type de mucine),eramit des quantités importantes de sérine,
de thréonine et de proline, auxquelles sont atsatdseoligosaccharides. Les résidus de sérine
et de thréonine dominent la composition en acideimés, ils constituent 25-40% des acides
aminés totaux. Dans une solution aqueuse, le costéigue est plutét hydrophobe, alors que
les oligosaccharides des chaines latérales somoptyites. Dans ce cas, si la densité et la
longueur des chaines latérales sont suffisammentés, les autres molécules n’entrent en
contact qu’avec ces derniéeres, tandis que les s#grda squelette restent inaccessibles

Apres chromatographie sur colonne mucine séph@M®sdeux pics sont observeés. La
fraction proteique 33 du pic 2 présente une aétivémagglutinante spécifique environ douze
fois plus importante que celle observée pour laktbrut (111,49 contre 8,37 UH/mg), en
revanche celle du pic 1 ne présente aucune actigitéagglutinante.. Afin de caractériser
I'affinité des molécules hémagglutinantes conterdaass la fraction proteique 33 du pic 2, un
test d’inhibition de I'hémagglutination a été réali Le résultat de ce test montre que

’lhémagglutination est inhibée uniquement avec pesteines, plus particulieremnt par la
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mucine  avec une concentration minimale inhibitrig€MI) de 0,007mg/mL, la
BSA l'olvalbumine et la caséine de 0,062mg/mL

Le test d’hémagglutination montre que ces lectiseat inhibés uniquement en
présence de certaines glycoprotéines. L’Ovalburegteine protéine portant plusieurs chaines
de glycanes de type hybride, particulierement satre unités de mannogEai et al, 1975 ;
Harvey et al, 2000) D’apres nos résultats, [l'utilisation des sucrssus forme
monosaccharidiqguene montre aucun effet inhibiteur sur I'activitélddraction 33 du pic P2,
ceci indique que les lectines contenues dans dedtgion possedent uniguement une
spécificité pour legylycoprotéines glycosyléed.es sites de liaison de ce genre de lectines
montrent une excellente complémentarité pour légand qui ressemble a l'interaction
protéine-substrat chez les enzymes, et se traduiine forte affinitéCiocci, 2006).

La tendance des autres substances a adhérer aumesjudécrite sous le nom de
mucoadhésion, suggéere que ces glycoprotéines senbrdes interactions électrostatiques,
hydrophobes, la formation de liaisons hydrogenasiaque des interactions de type
lectines/saccharideg#arding, et al., 1999).Les mucines contiennent a priori de nombreux
groupements réactifs, nécessaires a la formatidraidens hydrogene, tels que les fonctions
hydroxyles des chaines latérales des oligosacdsries groupements aminés dans le noyau
peptidique central ainsi que certaines fonctiombaeyliques ou sulfates dans les segments
terminaux des chaines latérales. Par conséquesst Haisonnable de considérer la liaison
hydrogene comme la premiéere source d’interactios mecines avec d’autres molécules.
Toutefois, il faut rappeler ici que les milieux &g ont un effet important sur la formation de
liaisons hydrogene entre les chaines de polyméneseffet, la concentration molaire des
molécules d'eau dans les solutions agueuses sstlééée (environ 55 M) et ces molécules
sont elles-mémes de trés bons accepteurs ou denueutiaisons hydrogene. Ainsi, la
formation de liaisons hydrogene entre deux segmdatgolymeres en solution est un
processus en concurrence directe avec la formd#adraisons hydrogéne entre les polyméres
et I'eau (Zeegers-Huyskens et Huyskens, 1991par conséquent, les fonctions hydroxyles
dans les chaines latérales peuvent, dans certag)sne pas étre des sites d’interactions
importants(Zeegers-Huyskens et Huyskens, 1991de méme pour les groupements situés
dans le noyau central des mucines. En effet, esomade la structure en écouvillon, les
segments du noyau central sont largement recoupartkes chaines latérales hydrophiles et,
donc, peu disponibles pour nouer des interactiomsr-chaineqWataoka, et al., 1999)
Enfin, les groupements carboxyliqgues et sulfatemiaeau terminal des chaines latérales

peuvent jouer un rble important dans la formatiea liisons hydrogén@ndrew et Simon,
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1999) L'acide sialique ainsi que les saccharides fsdfabnt chargés négativement a partir
d'un pH supérieur a IMacAdam, 1993) et leur capacité de formation des liaisons
hydrogéne est supérieure a celle de I'eau. En ,oldugours en raison de la structure en
ecouvillon, les résidus terminaux de sucres dashaines latérales sont exposés en extréme
surface, ils sont donc les sites d'interactionpiess probables. Les mucines possedent, par
ailleurs, des groupements hydrophobes, notammenivaau du noyau central des protéines,
de sorte que des interactions hydrophobes peuveat ndises en place et exploitées.
L'adsorption de différentes mucines sur des susfAgdrophobes a été étudidéalmsten, et

al., 1992 ; Rogunovaet al. ; 1997, Shi et Caldwell, 2000¢t les données convergent vers la
forte affinité des mucines pour les surfaces hydobes. Il a ainsi été montré que la mucine
sous-maxillaire bovine pouvait s’adsorber sur wnéase hydrophobe de polystyréne et ainsi
la rendre hydrophiléShi et Caldwell, 2000) Récemment, les lectines ont bénéficié d’'un
regain d'intérét, du fait de leur capacité a re@tra spécifiguement et a se lier aux
récepteurs de la membrane cellulaire. Les polymemgugués de lectines sont plutét
considérés comme une catégorie secondaire de cémpasadhésifs car ils sont congus de
maniére a se lier aux cellules épithéliales et aofa couche de mucudehr, 2000)
Toutefois, ils conservent une forte affinité poes mucines.

Une lectine de 12,5 kDa isolée a partir de I'espkongispora albidaprésente une
affinité unique pour les glycoprotéines hautemecdheas en chaines mannosylées comme
I'Ovalbumine, la Thyroglobuline, la Ribonucledeet la glycoprotéine HIV-gp12(Chiba
et al, 2004) Il a été démontré que cette lectine monomeérigqssgde la capacité d’'inhiber le
VIH par sa forte affinité pour la glycoprotéine ale gpl20, d'ou son appellation
d’Actinohivine (Chiba et al, 2001, 2004) Cette lectine est considérée actuellement comme
une molécule antivirale a fort potenti€Chiba et al, 2004 ; Tanakaet al, 2009 ;
Hoorelbekeet al, 2010) Par ailleurs, les activités antivirales d’'un aartnombre de lectines
possédant une affinité aux oligosaccharides etghyooprotéines riches en mannose ont été
décrites par plusieurs autegsolkowska et Wlodawer, 2006 ; Keyaertst al, 2007 ; Sato
et al, 2011).

Ainsi, nos résultats en les rapprochant de ceugmist pour I'espéce actinomycétale
Longispora albida.suggérent que la lectine contenue dans la fra@®ru pic P2 de la
souche Prul6 peut étre monomérique d’environ 1l6#®daille et présentent un potentiel
antiviral tres intéressant. Cette suggestion ess@saussi, sur le fait qu’une étude menée par
(Singh et al, 1993) a montré que les fractions de lectines de plusieaouches de

Streptomycegpossedent plusieurs spécificités qui varient €’'souche a I'autre.
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5. Caractéristiques physico-chimiques de la fractio 33 du pic P2

L’activité hémagglutinante de cette fraction diméntonsidérableme au dela de 37°C
et disparit totalement a 65°C résistent bien a pléshautement alcalins et ne sont pas
inhibées en présence d'EDTA méme a une forte coraten (20mM), ceci indique que la
liaison des molécules présentes dans la fractien Bur ligand, n’est pas dépendante d’ions
bivalents (C&", Mg®* ou autres). Nos lectines ne résistent pas a dexjgds contrairement &
ce qui est rapporté dans la littérature. Les lestipactériennes restent actives dans une large
gamme de pH (de 2.5 a 9.0), et résistent bien prdéeolyse et a d'autres traitements
dénaturant$Gilboa-Garber, 1982, 1986 ; Podgorsket al, 1992, 2014)

Par ailleurs, les lectines bactériennes sont désg comme étant des protéines
thermostables contrairement a la notre qui préseng thermostabilité moyenne. Elles
peuvent tolérer des températures élevées allamtOd@gusqu’a 100°C, et conservent leur
activité aprés une incubation entre 60 a 80°C pen8h, et a 100°C pendant 5 & 10min
(Podgorski et al, 1992). Il semble que notre lectine posseéde un nombre majen
carbohydrates car la présence de molécules deloattades contribuent grandement dans la
stabilité de la structure des lectines, ce qur leermet de tolérer les changements des
conditions environnemental€Silboa-Garber, 1982, 1986 ; Podgorsket al, 2014).

Une étude récente montre que les lectines prodyias différentes souches
saprophytes de Bacillus, en plus d’étre résistaatdes températures et a des pH extrémes,
elles restent actives en présence d’EDTRodgorski et al, 2014), de méme pour
I’Actinohivine qui reste active en présence d’'undd concentration d’EDTA, de sels, ou de
certains détergent§Chiba et al, 2004). Concernant ce dernier point nos résultats se
rapprochent de ceux obtenus par ces auteurs, eh reffre lectine résiste bien a des pH
hautement alcalins et n’est pas inhibée en prés#&f@TA méme a une forte concentration
(20mM). Ccette multi résistance suggere que leinkes peuvent avoir un réle physiologique
important dans la survie et 'adaptation des baegér

En conclusion, la résistance a des pH alcalinsdetsafortes concentrations en EDTA
observée chez la lectine produite par la sougtneptomyces champavRtul6 peut étre le
signe qu’elle joue les mémes fonctions que ses lagues chez les végeétaux. En effet, des
études ont montré que les lectines végétales jourendle important dans la protection et

'adaptation des plantes a leur mili@an Dammeet al., 2008).
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6. SDS page et Protéomique

L’analyse SDS-PAGE de la fraction active 33 du PR révele la présence d’'une
bande proteique visible bien distincte a envirokO®en plus de plusieurs autres bandes plus
ou moins visibles présentant un poids moléculabmpris en 25 et 75 kDa. La bande
proteique la plus visible environ de 16kDa a étéis® du gel, pour etre identifiée par
spectrometrie de masse (nano LC-ESI-MS/MS)). Leptigees obtenus par digestion
trypsinique (1pL) sont chargés dans une pré-colopnes élués et séparés sur une nano
colonne C18 reverse-phase. Une fois €élués de lance| les peptides sont ionisés par
nanoélectrospray et conduits dans le spectrométmasdse tandem (ESI MS/MS).

La plupart des résultats que nous avons obtenaspodent avec les caractéristiques
des lectines produites par d’autres bactériespmfirment la présence de lectines dans la
fraction 33 du pic P2 de la souche Prul6. L'anal$i®@S-page a démontré que les
hémagglutinines contenues dans la fraction 33 duR# se situées dans la bande 16kDa.

Les protéines de cette bande ont été identifiges, spectrométrie de masse de type
(nano LC-ESI-MS/MS). L'identification des protéings la fraction 33 du pic P2 de la souche
Streptomyces champavRtul6 s’est faite grace a la base de données oprmjges de
souches apparentéelsanalyse a permis d'identifier 6 proteines sintida différentes,
cependant une seule présente un score assezaleeén poids moléculaire similaire a celui
de la bande proteique. Il s’agit du lysozyme CsiAiotre proteine (lectine) est proche
structuralement du lysozyme C. Cependant les aisullu test d’hémagglutination, en
présence d’érythrocytes de rat, de différentes eatnations de lysozyme C montre que cette
protéine ne présenteaucune activité hémagglutinante
7. Activité antimicrobienne

L’activité antibactérienne et antifongique de laction 33 du pic P2 a été testée a
différentes concentrations (0,3 ; 0,15; et 0,04BmL) contre neuf souches bactériennes et
deux souches de champignons filamenteux, en utilisatechnique de diffusion des disques
sur gélose. Les résultats de ce test n'ont montofiree activité visible contre les souches
bactériennes ou fongiques testées. Ce qui suggebsehce de molécules a activité

antimicrobienne dans I'extrait.

8. Modulation de la réponse immunitaire
Plusieurs rapports indiquent que le systéeme réiendothélial (RES) peut étre
stimulé par des bactéries vivantes, atténués, éestull a été démontré que les

lipopolysaccharides (LPS), les endotoxines, leopiptéines, et le peptidoglycane de
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plusieurs bactéries sont des immunostimulateursydteme réticulo-endothéliéiPatyar et
al.,, 2010; Kou et al, 2014). L'extrait brut intracellulaire de I'espécBlocardoiopsis
dasssonvillesubsp dassonvilleVic8 qui n'a pas été purifié a subi une analyear mettre

en évidence sa capacité a stimuler la réponseoplitgre chez les souris.

Les résultats montrent que I'administration, paievintraveineuse, des particules de
carbone (encre de Chine) a des souris a difféerezdrsentrations augmentent de maniere
significative l'indice phagocytaire chez les grosipede souris traités en comparaison avec le
groupe témoin qui a recu uniqguement de I'eau plhygique (p<0.0001)En effet, plus la
dose de l'extrait administré est élevée plus laomép phagocytaire augmente. Cette
augmentation de I'indice phagocytaire est assaxiéee diminution du temps de demi-vie des

particules de carbone dans le sang.

En effet, la phagocytose est un processus impodans I'immunité cellulaire, elle
fournit la premiére ligne de défense de I'hdte mories microorganismes infectieux ; son
principal réle est [I'élimination des microorganisnedes particules étrangeres, et
'élimination des cellules mortegMukherjee et al, 2010). La phagocytose est
principalement réalisée par des phagocytes ditefegsionnels », ce qualificatif vient de leur
taux de phagocytose nettement plus élevé, ainsi l@aaptation de leur machinerie
moléculaire d’internalisation. Chez les organisnsgpérieurs il existe deux types de
phagocytes professionnels: les leucocytes polyhmmcléaires (PMN) comme les
neutrophiles et les eosinophiles, et les phagocytsnonucléaires (monocytes et
macrophages). Les macrophages jouent un réle iamgortians lI'immunomodulation.
Plusieurs études suggérent que la cible primairka ¢dupart des immunomodulateurs sont
les macrophages, ces cellules initient une répons®initaire innée, qui a son tour orchestre

la réponse adaptativ8ifighai et Patra, 2013)

Nos résultats montrent, également, que l'activhdgocytaire corrigée exprimée par
unité de poids des organes actifs (foie et ratepfiene également la stimulation de
'ensemble du systéme réticulo-endothélial parttaix brut intracellulaire de la souche Vic8.
L’indice phagocytaire corrigé est significativemegsitis élevé chez les groupes traités en
comparaison avec le groupe témoin (p<0.005), etulssi on observe que l'indice corrigé
dépend de la dose administrée (plus la dose augnpdud l'indice corrigé augmente). Ces
résultats montrent la relation entre certains cegaels que le foie et la rate avec I'activité

phagocytaire.
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L’augmentation de l'indice phagocytaire, de lingliphagocytaire corrigé, et de la
diminution du temps de demi-vie des particules deb@ne en circulation dans le sang
indiguent que I'extrait brut de la souche Vic8sg&dentin ou plusieurs facteurscapables
de stimuler de maniere significative I'activité goaytaire des macrophages et du systeme
réticulo-endothélial chez les souris. Cet effet @shparable a celui exercé par les lectines

pures.
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Conclusion-Perspectives

En raison du fait que les lectines,

-d’une part suscitent ces dernieres années, deeplptus d’intérét chez les
scientifiques notamment pour leur r6le dans laledgun d’une variété de processus
biologiques, et pour leur potentiel d’utilisation &nt qu’agents pharmacologiques et
biotechnologiques.

-et, d’autre part que trés peu de cherchearsont intéressés aux lectines produites
par les bactéries non pathogénes dotg réle biologique de ces protéines reste praticpem

inconnu et non caractérisé chez ce groupe de begtér

Nous nous sommes fixés comme objectif principablement de nouvelles lectines a
partir de souches d’actinomycetes isolés de rhizags de diverse plantes cultivées en
région semi-aride de I'Est-Algérien. L’activité agbniste (antifongique et antibactérienne) et
promotrice de la croissance des plantes de ceheslaissent supposer la présence effective

de telles molécules.

Ainsi, six souches ont été cultivées sur deux nmide culture de croissance
différents afin de favoriser au mieux leur prodowtill s’est avére, effectivement, que la
composition de base du milieu de culture influelaproduction de lectines dont la mise en

évidence a été effectuée par le test d’hémaggtigima

Nous avons observé une absence de l'agglutinagsnédythrocytes humains avec
tous les extraits. La plupart des activités sorgeolees avec les erythrocytes de rat et de
lapin. Ces activités sont plus prononcées aveeXgsits intracellulaires gu’extracellulaires..
Ainsi, lI'activité hémagglutinante spécifique 8,3Hlthg a été obtenue sur les hématies de rat
avec I'extrait intracellulaire de la souche Prudtenu aprés une culture de 6 jours sur milieu
ISP,.

Les hémagglutinines de la fraction protéique irghataire, d'une culture de deux
litres sur milieulSP,, de la souch&treptomyces champavaBrul6 n'ont pu étre purifiées
sur des colonnes Sepharose-6B couplées au marinosse, galactose, GlcNac, GalNac, et
sur des colonnes Sepharose-4B couplées a la fétgipeoprotéine). Ceci s’explique par
I'affinité de ces molécules a des ligands beaugqaup complexes que ceux que nous avons

testés sur ces colonnes.
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A la suite de cela, la stratégie d’'une purificatiem trois étapes (une précipitation
différentielle au sulfate d’ammonium, suivie d’urdhromatographie sur gel filtration
(Sephadex G-75) suivie d'une colonne mucine sépbadB) s’est avérée efficace. Les
fractions proteiques actives de la précipitationsalfate d’ammonium ont été regroupées,
puis soumises a une chromatographie sur gel datifibh Sephadex G-75, deux pics ont été
observés (pic A et pic B). Ainsi, l'activité spéqifie de I'extrait brut est passée de 8,37
UH/mg a 14,95 UH/mg apres précipitation au sultBemmonium, puis a 20 UH/mg pour la
fraction proteique du pic A. Le facteur de purifioa de la fraction purifiée est de 2,38 avec
un rendement assez faible de 3,12%. La fractiotefgoe du pic B ne présente aucune

activité hémagglutinante

Aprés chromatographie sur colonne mucine séphatBsaleux pics sont observeés.
Seule la fraction proteique 33 du pic 2 présente adativité hémagglutinante spécifique
environ douze fois plus importante que celle ob&semour I'extrait brut (111,49 contre 8,37
UH/mg). Afin de caractériser I'affinité des moléeslhémagglutinantes contenues dans la

fraction proteique 33 du pic 2, un test d’inhibitide I'hnémagglutination a été réalisé

Le résultat de ce test montre que I'hnémagglutimaést inhibée uniquement avec les
proteines, plus particulieremnt par I'ovalbumine@wne concentration minimale inhibitrice
de 0,004mg/mL, la BSA de 0,031mg/mL et la caséime (j125mg/mL Aucun des
carbohydrates testés (avec une concentrationlenitia 100 mM) n’est capable d’inhiber

I'activité hémagglutinante de la fraction 33 du. P2

Contrairement a ce qui est rapporté dans la Ittiéeaniotre lectine (fraction proteique
33 du pic 1) n'est pas thermostable. En revanche l8hstar des autres lectines étudiées,
lactivité hémagglutinante de notre lectine peesiatdes pH alcalins et apres traitement a
forte concentration (20mM) d’EDTA.

L’analyse SDS-PAGE de la fraction active 33 du @g® révele la présence d’'une
bande proteique visible bien distinctel6 kDa) en plus de plusieurs autres bandes plus ou
moins visibles. La bande proteiqu#&6 kDa a été hydrolysée et les peptides obtenés ¢lar
LC puis identifiéees par spectrometrie de mags#eta. L’'analyse, par comparaison avec les
proteines d’'une banque de données, a permis difidéereé proteines différentes, cependant
une seule présente un score assez eleve, avecidsirpoléculaire similaire a celui de la

bande proteique. Il s’agit de lysozyme C maistecgtrotéine ne présente aucune activité

73



Conclusion-Perspectives

hémagglutinante. Par ailleurs, la lectine de 16 bBaluite par la souche Prul6 ne présente

aucune activité antibactérienne ou antifongique.

L'extrait brut intracellulaire de la souche Vic8 présentait une activité
hémagglutinante de I'extrait brut assez importante,pour cela nous avons étudié son
effet immunomodulateur. L’'augmentation de I'indice phagocytaire, de l'ioéiphagocytaire
corrigeé, et la diminution du temps de demi-vie gdadicules de carbone en circulation dans le
sang indiquent que I'extrait brut de la souchespdsnt un ou plusieurs facteurs capables de
stimuler de maniére significative l'activité phagtaire des macrophages et du systeme

réticulo-endothélial chez les sour@@et effet est comparable a celui des lectines puggs.

Ainsi, les objectifs fixés, au préalable, ont étiiats et nos travaux ont contribué a
approfondir nos connaissances sur les lectinedde®ries rhizosphérigues notamment sur
leurs conditions de production et d’extraction. Eloavons montré que les souches
d’actinomycétes produisaient des lectines intratabes et extracellulaires et que cette
production dépendait de la composition du milieucdéure. Les lectines intracellulaires
n‘'ont aucune affinité pour les monosaccharides ragement aux substrats complexes
mannosylées. Les caracteéristiques physico-chimigiesslectines intracellulaires suggerent
gu’elles jouent les mémes fonctions que leurs hoques chez les végétaux. La lectine
monomérique de 16 kDa obtenue de [l'extrait intlatate de la souche Prul6 est
comparable a la lectine despéce actinomycétaleongispora albida qui présente un potentiel
antiviral trés intéressant.es faibles activités hémagglutinantes des extraxisacellulaires
n'ont pas été étudiées en raison de leur faible@unation dans les surnageants de cultures

bactériennes.
Comme perspectives et dans I'immédiat, il est rezies:

-de s’intéresser aux actinomyceétes du rhizoplast-@-alire ceux qui sont fortement collés aux

racines,

-d'utiliser d’autres milieux de fermentation et gtomiser les propriétés physico-chimique de
la production de lectines, notamment pour I'obtamti’extraits extracellulaires plus riches en

protéines,

-d’améliorer I'extraction des proteines en utilisdes méthodes plus douces,
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-de varier les types de chromatographies, de lgels et des différents tampons d’élution

pour une meilleure séparation,
-de multiplier les ligands pour une meilleure pigafion des lectines,
-d’analyser structuralement les lectines purifiées,

-d’étudier I'activité antivirale et immunomodulete des lectines pures.
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Annexes

ANNEXE 1

Milieux de culture
Milieu ISP,

Extraitde levure..............ccoei i 4g

Extraitde Malt..............ccoovii i 10g
D-GlUCOSE.....i et 49

AGAr. .. 209

BEau distillée. ... 1000 ml
pH=7,3

Stérilisation : 30 mn a .110 C
Milieu Bennett
GlUCOSE. ..t 10g

Extraitde levure............cooooeiii e 1g

Caseine digesSt.......coovv it i 29
Extrait de viande de boeuf................co 1lg
A 159
Eaudistillée....... ..o 1000 ml
pH =7,3

Stérilisation : 30 mn a 110 C

Milieu Sabouraud

GlUCOSE. ..., 409
Peptone.......cccooiii i .00 100

Caseine digest.......cooevi it i e 29
AGA . 159

BEau distillée....... ..o 1000 ml
pH =7

Stérilisation : 30 mn a 110 C
Milieu Muller-Hinton

GlIUCOSE. .. 10g



Extraitde viande..............cooooi i 19

Hydrolysat acide de caseine................................17,5¢g

AMIAON... 1,59
AGAr . 10g
Eaudistillée....... ..o 1000 ml
pH =7,3

Stérilisation : 15 mn a 1105C

Annexes



ANNEXE 2

Solutions

Solution A (Tris 1M)

224,229 Tris dans 200 mL d’eau, pH ajusté a7,5 duddCl 6N
Solution B (HEPES 1M)

47,669 dans 200 mL d’eau, pH ajusté a 7,5 avecCulN
Solution C (NaC 5M)

58,449 dans 200 mL d’eau

Tampons

Tampon Tris-HCI, pH 7,5 (20mM Tris-HCI, 150mM NacCl)
Pour 1litre : 20 mL solution A + 20 mL solution C360 mL d’HO
Tampon HEPES, pH 7,2 (20mM HEPES, 150Mm NacCl)
Pour 1litre : 20 mL solution B + 20 mL solution @60 mL d'HO
Tampon PBS 0,01 M, pH 7,2

Annexes

Pour 1000 mL d’eau distillée : 8g (NaCl) ; 0,20¢K; 1,15 (NaHP(Q,) ; 0,20g (KHPO,)
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ANNEXE 3

Suspension
Suspension d’hématies a 4%

Les prélevements sont centrifugés a 800g pendaniril Les culots d’hématies sont
lavés trois fois avec de I'eau physiologique. Unspension d’hématies a 4% v/v dans la
solution saline a 150 mM. Cette suspension peato&tinservée jusqu’a cing jours a 4C.
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ANNEXE 4
Dosage des proteines (Bradford1976)

Composition du réactif de Bradford

Bleu de Coomassi€..........ccvvvvvnennnn. 100 mg
Ethanol absolu.................ooi 50 mL
Acide phosphorique a 85% .................. 100 mL

Compléter a 1000 mL avec de I'eau distillée. Coveton a 4C pendant 3 a 4 semaines a
I'abri de la lumiere.

Courbe d’étalonnage

Une gamme étalon (0; 20 ; 40; 60 ; 80 et 100 ogi@mmes) est préparée a partir
d’'une solution meéere de sérum albumine bovine degllrmL P/V. Les échantillons sont
ajustés a un volume final de 100 microlitres Apaddition de 3 mL de réactif de Bradford et
agitation, I'absorbance est mesurée a 595 nm ctanbianc.
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ANNEXE 5

Tableau tres simplifié de saturation du sulfatend'enium (4°C, pH 7)

Concentration finale de

Concentration initiale de sulfate d'ammonium sulfate d'ammonium
(% de la saturation a 4°C et pH 7.0) (% de la saturation a 4°C
pH 7.0)

| 0% 25% 50% 75% 100%
g de sulfate d'ammonium
ajouter par 100 mL ¢

solution
0% 0 [13.6/29.5 48.370.7
25% . 0 148 32.152.9

SO | o oM 3s.3
e e
100% | [ o

Les valeurs sont données en termes de % de satyratest-adire en proportion de
guantité de sulfate d'ammonium nécessaire pouresatamplétement une solution d'eau ¢
7.0 & 4°C (3.90 mol/L). Ce tableau est évidemmer# simplifié pour desrfs explicatives
les vrais tableaux donnent des valeurs a tousedésaturation.
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Annexes

Electrophorése des protéines en conditions dénatumges (SDS-PAGE)

(Lammeli, 1970)

Tampon de séparation (pH 8,8)
Tris-HCL..........................0,15M

Compléter a 100mL avec I'eau distilée

Gel de séparation (Running gel) a 15%

Acrylamide 30%........cccccevvvveeiiieenennnn. Sl
Tampon de séparation (pH 8,8)........... 1,3mL
Eau distillée ... 1,1mL
APS 10% ..o, 50pl
SDS 10%0..ccciiiiiiiiee e 2ul
TEMED .....ceeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 5ul
Volumetotale ...........ccovviienin e, 5mL

Tampon de migration (10X)

Tris (base).....ccooveviii i 309
GlyCIiNe....cvie e 1449
SDS . 10g

Compléter a 1000 mL avec l'au distillée

La solution de décoloration

Méthanol ...............cccei i 125mL
Acide acétique glaciale..............................50mL

Eaudistillée..........ccooovi i .....500mML



Tampon de concentration (pH 6,8)

Tris—HCL ... 0,05mL.

Compléter a 100mL avec I'eu distillée.

Tampon d’échantillon (5X)

TrissHCLpH 6,6.................... 2,5mL.
SDS. . 1g
Glyceérol.......coovviiiiiiiiiiiii 5mL
Bleu de bromophénol................. 5mg
DT et e 772mg

Compléter a10mL avec 'eau distillée

La solution de coloration

Méthanol .............cooeviii i, 20mL
Acide acétique .........cccoceeviiniennnnn. 5mL
BBC R-250......ccccviiiiiiie e, 0,02g

Eau distillée ..............................B50mL

Annexes
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ANNEXE 7

Identification des protéines par spectrométrie de @msse

ACOESEON Descrption | score | Coverage | = Profeing hunqmmwe_{ 7 Papiides | =Psm__| = AAS | MW el I_ﬁlc.pi |
POOESE Lyscoyma C OS5 =Calie galiis GN=LYZ PE=1 8V =1 - [LYSC_OHICK] 4220, 83 B, 27 17 11 L& 335 147 16,1 9,07
PO1012 Crvabumn OE:G.ﬂ.sgd.nsGH?S'ERP!M 19PE=18'=2 - [OVAL _CHICK] 20430 38,35 x pL] 13 107 336 41,5 5,28
PO4254 Keratin, type I cytoskeietsl 1 O05=Homo sapiens GN=KRT1PE=15V=6 - [K2C1_ 13374 30,00 35 21 3 74 G4 56,0 8,12
FO2752 Serum albumin 05 =Bos taurus GH=ALE PE=1 5V=4 - [ALBU_GOVIN] 1364,47 55,58 3 14 35 & &7 69,2 &, 18
F13545 Keratin, tyoe T cytoskeletal 10 O5=Homa sapiens GR=KRTI0PE=1 5¥=5 - (10 72,53 37,50 32 14 25 el 534 53,8 L
FO2789 Ceatransferrin DS =Galus gallus PE=15V=2 - [TRFE_CHICK] 759,91 42,13 2 10 28 57 M5 T 7| 712
PO2862 AlpNia-S 1-Case 05 =505 1rus GN=CS 151 FE=15V=1 « [CASA L EOVR] 297,31 55,25 3 9 11 &7 214 24,5 5,02
F35527 Keratin, type 1 cytoskeetal § OS=Homo sapiens GN=HKRTH FE=15V=3 - [KICT_t 67658 36,92 Fi L] ¥} £ a3 L0 524
P35502 reratn, type I8 cytoskeletal 2 epdermal Q5 =Homa sapiens GH=HRTI PE=15V= 54,58 41,47 EF] & 23 a3 639 &5,4 2,00
PO27E8 Serum aloumin OF =Homo sapens GN=ALA PE=1 5=] - [ALEU_HLIMAN] 32335 19,2 4 2 13 24 &0 3,1 628
PO2EES Beta-cassn 05 =fos tyurus GR=CSH2 PE=15V=2 - [CASH BOVEN] 23191 28,57 L 2 [ 17 224 25,1 535
FO1040 Cystatin-& 05 =Homo sapiens GH=C3TAPE=15V=1 - [CYTa_HUMAN] 23290 4,63 1 3 [} 15 98 11,0 5,50
PO2533 Keratmn, bype I cyboskelatal 14 G5 =Homa saoens GR=FRT14PE=15V=4 - [{1C: 197,6¢ 17,37 a7 2 5 4 472 31,5 5,16
P13647 Keraln, tyoe I cytosheletsl 5 05=Hamo sapiers GH=KRTS PE=15V=5 - [K205_ 139,57 26,10 5] 3 i 1h 550 6.3 T4
POOFEL Trypsin 0S=5ud srofa PE=1 5V =1 - [TRYP_PIG] 155,12 18,91 2 X 4 ix 231 %4 .18
FING? Creadeidin-115 DS =Galus galus PE=15v=1 - [OC 116 CHICK] 163,59 24,35 1 ¥ 12 24 743 5.8 892
FOLO14 Crvabumin-related protein ¥ 05 =Galils galis GN=SERPDNE 146 PE=1 5V =1 - [T 116,12 11,34 1 1 4 § 38 43,7 5,30
FOLIGS Crvomucoid T =Galks gallus PE=15V=1 - [IOV0_CHICK] 112,15 33,33 1 2 5 ¥ 210 21,5 4431
QEET_IB Homern O5 =Hemo sapiens GN=HIMF PE=1 5¥=7 - HORN_HMAN] 109,95 571 i ! 3 5 2850 27 10,94
PEI854  Cytnchvome ¢ O5=Hos tauns G=CILE PE=1 5V=2 - [C1e_BOVIN] 00,36 55,08 3] 7 % 7 108 .7 5,50
F81605  Dermodn O5=Homo sepicrs GH=0CD PE=1 SV=1 - [DLD_FUMAN] 344 w00 1 1 7 % 110 1,3 5%
PETTS Betadactoglobuin $5=0ves onentals mustmon G4=0G3 PE=15V=1 - [LA0H_OVI 85,94 .04 2 2 5 ki 162 1 5,38
P16573 Lysooyme C O5=Oryriclague cumcules GH=LYZ PE=1 S¥=1 - [LY5C_RARIT) 81,69 .77 il i Fi It 130 14,7 8,462
FO2683 Alpha-53-raeen 05 =Bas laurus GH=CSN152 PE=1 5V=2 - [CASAR_BOVIN| 0,59 24,37 3 3 ki bii] 222 26,0 843
Q11010 Aminopeaticase N OS=Sreptomyoes badans GN=pephl PE=1 5¥ =1 - [AMPM_STF 71,19 2,83 £ L 3 3 a57 94,4 4,39
F241E3 Glyceraldehpde-3-phoaohate denydrogenase (Fragment) 05 =Enterabacter asro 3,41 15,33 23 1 4 5 294 3L 6,7
PO2563 Alpha-52-casein 05 =Bos taurus GN=CSNISZ FE=1 5V =1 - [CASAZ_BOVIN] 7,15 1547 1 i 4 5 222 26,0 343
P2z Serpin B3 05 =Homo papiens GN=5ERFINES PE=1 V=7 - [SFE3_HUMAN] &5, 12,05 i H 4 4 30 44,5 541
Faayan Flaggrin Q5 =Homg sapens GH=FLG PE=15¢=3 - [FILA_HUBAN] 65,15 0,85 H i 7 7 5l 434,39 325
QEHI?1 205 nbosomal protein 51 05 =Pseudomonas stnuginass (sran ATOC 15652 [Pa: 685,72 6,94 1 1 3 4 553 61,8 493
PITXES H-sthyimalemide reductase 05 =Escherichia coll (stran K1) GHanemé, PE=3 5V. &441 5,75 1 1 2 2 35 18,5 6,20
P14321  unchon plakogiobin O =Hamo sapens GH=IUP PE=1 511 - [PLAK_FUMAN] 64,73 497 5 1 3 T 745 31,7 & 14
066190 £0 ke chapercrin (Fragment) 0% =Enterobacter ashureses Ghl=grol PE=3S0=1 &40 4,82 3T 1 3 4 538 56,4 454
E1W0Z7 Glucpsa-5: b isomer aga 05 =Sirenbomyois grasus oibip, l:ri:us{streh 59,69 743 3 F3 4 4 552 &8 5,35
AEMIAG Pup-prolen igase 05 =5akuspora arerpcola (st an CHE-205) G=palh FE=3 5V 59,15 6,85 1 1 3 3 452 51,6 8,41
ADJWWZ  Glyceraldehpde-I-phesohate dehydragenase 05 =Mycobactenium smegmatis (st 5324 11,75 20 2 4 B 4 359 5.3%
POODC4 Cytnchrome ¢ O5-Equus cabalbis GY=CYCS PE=1 5V =2 - [CYC_HORSE] 55,95 15,12 4 1 2 3 105 1.8 .57
ACLEQL NATH-guinone ouddoreductase subunit D 05=Synirophobacter fumaroidans (s 5533 Zr14 1 1 1 & I 42,5 705
053521 Long-chan-fatty-aad--Cof Sgase FadD 15 OS5 =Mycobactenum hiberodoss (stal 55,29 300 2 1 1 ! &0 &40 a4
AISEH NADH qunone coidoreductase subunit M OS=hocandioiies sp, (strain BAA~53 | 53,57 1,63 3 1 1 2 533 55,1 5,30
QBEFP4T  Alphatic siforates import ATP-bending probein Ssub 106 <kanthomonas axmnop 52,13 3,57 2 1 1 1 252 74 4,34
PA2248 Giutamine synthetacs OS5 =Azatobacter vreslandd lagind PE=31 5Vl - [GLMA 52,18 34 3 1 2 3 44T E5T LI
QEUXE  Aderosy {enace DG =Agrchacierim umefacens (sban C58 | ATCC 33 53,04 2,58 ] 1 1 1 58, 1,1 5,68
QTFHPS Potastum channed AKT2 05 =0ry2a sabiva subsp. japorca GN=Cs0500428700 2 51,59 0,94 1 1 1 F3 855 94,7 708
POCG0S I lambda-2 char C reageens 05 =Homo sapiers GH=IGLC2 PE=1 8¥=1- [LAZ2 + 0,34 943 2 1 1 1 106 11,3 T2t
POAELIZ Ribysome-biding ATPase Yohe O5=Sacherichia oo B157:HT GN=ychF PE=3 5V: 29,73 ) 1 1 2 2 ¥3 304 4,95
QEOGVZ  Weeldke protein kinase 15 05 =Nenopus laevia Gi=wee 1-h PE=15V=1 - [WEE 43,23 L3 4 1 1 1 535 555 &35
ASEET Thiymidine phosphorylase O5=Entercbacter ap. (strain £38) GH=deoA FE=3 5= 3,15 25 22 1 | 1 44 47,0 536
QUEKST Lipoprotein-relzasing system ATF binding protein LolDl 05 =Rhizobum lot (strain | 43,949 3 i 1 1 1 226 24 3,19
FEBC3 Proftein HiK Q5 =Escherichia ool 0157:H7 G =hfi PE=3 5] - [HFLE_ECOST] 43,41 186 1 1 1 1 15 45,5 &4F
POADGEY  Pyruvate ianase [ OS sEschenchia cob 0 157:H7 GN=pyl# PE=35V=] - [KPYK1_E Arar 6,60 1 1 E] El 4 50,7 6,03
QIKACD  Trarsaklolse 205 =Stepiomyces coslcoior (sbain ATCE BAA-71 | A3[3) j M14 37,43 9,14 1 1 e e 72 0,6 5,05
P43y Gutsmate trareport ATP-binding proten Giud 05 =Corynebacterim gutamicum 46,85 ] 1 1 1 1 242 26,5 595
ATFEIE Flagelin B 05 =\thrio choleree serotype O1 (stran ATCC 39541 | Cassical Ogawe 45,85 2,93 15 1 1 1 376 31,5 5,10
QSZEM7 Fruchase-bisphosphate sldalase OS=Ctreplomyoes gabus GN=fba PE=15V=2 - 45,52 499 1 1 1 1 340 36,5 5.27
CiEAC4 Cirsbene—RMA ligase 05 =Rhodacocous epacus (sirain 340 BN =05 PE=3 5V =1 45,58 1,72 1 1 1 1 454 31,5 542
P35003 Hitragen netwark binase | 06 =Sactharamyces cevevisize {alrain ATOC 204503 | 45,24 0,85 1 1 1 1 i 103:% a7
FOASAT Cel dhvision probein FtsZ O5=Escherichia coll 0157:HT Gil=ftsZ PE=3 5¥=1 - [FT 44,338 ] 2 1 1 1 33 4,3 4,78
PEI9E2 NADH-gunone caidoreduciase sibunit G 05=Mycohacterium bovts {strain ATCC 4,52 124 3 1 1 1 205 35,4 5,59
AR Na{#}H{+} antiportar Nhae, 1 05 =Salindspora ropuca (Firain ATOC BAA-916 ) DE 451 38 13 2 2 L 435 45,5 3,4
ADQEFD  Sulfabe adenvhiransferase subunit 1 05 ~Franasells hiarerss subsp, naviada | 4,53 14 3 1 1 1 470 51,8 5,80
Q01463 Fally acd-binding protein, epidermal 05 =Homa sapens GH=FABRS PE=15y=3 | 3322 8,15 1 1 1 1 135 15,2 7,01
D07 ATP-Cependent znc metaloprotease [tsH LG =Fiothia mudegncss (stram DY -18 41,32 Y] 1 1 1 T 755 82,3 (5]
OE2E33 Tight juncben praken 20-3 05 =Canis fambars GH=TIP3PE=15y=1- 203 _CAl 42,77 0,3 i 1 1 3 F38 98,4 Faz
P52552 Peroadredosin-2 (Fragment] 05 =5us soofa GN=PROXI PE=1 34 =1 - [PROKZ_PT 42,58 14,17 10 1 2 2 127 14,2 4482
QIZ3I7 Phasphoribosylaming--ghicire igase OS5 =Methanacocooides burtons {strain DSM | 42,57 231 £ i i 3 432 45,5 433
Q5TFR1 Cel division conlrol proten 48 homelog B OS=Arabidopss thaiana GN=CDC488 F 42,57 1,33 1 1 1 1 &3 55,9 708
QEEEI3 Shghe-airanded DRA-binding protein 2 O5=Sireptamyces coslcolor (srain ATCC 42,51 6,03 2 1 1 1 199 13,9 5.36
F2iZa0 High-molecuiar weight cobaitontaning ritribe hydratase subunit beta O =Rhodi 4232 3% 1 1 1 1 229 25,3 6,28
FOCIWE Colagen alpha- 1T} chain 05 =Mammeut amencanum G=C0L 1AL PE=1 5V=4 - [T 41,90 0,85 7 H H H 1057 45 9:29
FOARTE: Z-amiro-3-4einbutyrate coenmyme A lgase Q5 =Excherichia ooll O157HY M=kl 41,04 2,81 i ! i i 328 43,1 587
PEOZTE Anaphase spindle slongation pretein 05 <Saccharomyces cerevising (stran ATCC 40,98 1,02 1 1 1 2 235 1016 3,47
QERGES Demnapmelats epmerase 0% =Caldsnasrchacter subierraneus sibsp. tengoony 4008 L] 1 1 1 2 a4 36,2 g%
PETS3L Membran=-bound fylic muren ransgycasylase A homolog O5=Buchnera ephidicc 3,55 2,51 1 1 1 1 358 4.7 4.7
POG53E Protein Vipr 05 sHusen immunodehoency vinus type 2 subbype h{sdﬂhgﬂﬁb:l G 3,03 67 3 1 1 2 105 138 752
P33339 Protein OVU_0535 05 =Desudfowibria vulgaris {strain Hidenberough | ATCC 2957 38483 1,53 1 1 1 1 in 404 T35
Aa0DH] ATP gynithase subunit delta O5=Coryriebacterium gulamicum (sl R) Gh=atpt 35,38 23 1 1 1 1 271 28,9 5,57
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Théme Extraction, purification et caractérisation destines produites par des souches pures d'actineteydésolés a
partir de la rhizosphére deactuca sativa, Vicia fabae, Prunus domestica ietu® halepensisTests biologiques des
lectines caractérisées.

Résumé

Les lectines sont présentes dans tous les orgamigivents et sont utilisées comme outils dans theehe et
dans le secteur biomédical. Actuellement, les hestimicrobiennes suscitent de plus en plus d'ingméraison de leurs
diverses activités biologiques.

Des souches d’actinomyceétes rhizosphériques prazestde croissance de plantes et antagonistanylgdes et
des bactéries pathogénes de ces mémes plante® aatehiues pour mettre en évidence la productsn léctines, de les
purifier, de les caractériser et d’étudier leursvités biologiques. Les six souches, étudiéesgtdidentifiées aux genres :
Streptomyce®t Nocardiopsis.Les souches ont été cultivées sur deux milieudidies (Bennet elSP2. Le pouvoir
agglutinant des extraits extracellulaire et inttadaire des deux milieux de culture est mis émnmeen présence de sept
types d’érythrocytes.

Les deux extraits des six souches, quel que sattilieu, n’ont agglutiné aucun érythrocyte humaias plus
fortes agglutinations ont été obtenues avec lemiéxt intracellulaires en présence d'érythrocytegats et de lapins. Le
milieu ISP2 favorise mieux la production des lectines. Lestions intracellulaires agglutinant fortement éegthrocytes
de rats ont été retenues. Celle de la souche Rral6 purification et caractérisation et celle desbuche Vic8 pour
I'étude de I'effet immuno-modulateur.

Les lectines, de la fraction intracellulaire destauche Prul6 a subi une premiéere purification @nenpar du
sulfate d’ammonium et filtration sur gel G75. Laégpipitation différentielle a montré que les troiemieres fractions
présentent une activité hémagglutinante. Apresafitin, deux pics ont été observés (pics A et B).pic B ne présente
aucune activité hémagglutinante. Cependant, I'aétspécifique de I'extrait brut était de 8,37 Uld/net elle est passée a
14,95 UH/mg aprés précipitation au sulfate d’ammonipuis a 20 UH/mg (picA).aprés filtration sur @&15. L'activité
hémagglutinante de cette fraction persiste a dealpidins et a des concentrations importantes eRAED

Aprés chromatographie sur colonne mucine séphatBs@leuxiéme purification), deux pics sont obsenl&s
fraction proteique 33 du pic 2 présente une foctividé hémagglutinante spécifique environ douze fdus importante
gue celle observée pour I'extrait brut (111,49 oo®,37 UH/mg), en revanche celle du pic 1 ne mitésaucune activité
hémagglutinante. Le test d’'affinité conduit avedr&ction proteique 33 du pic 2 a montré que lasdache Prul6 se lie
spécifiguement aux proteines. L'analyse SDS-pagémontré que les hémagglutinines contenues dafinacigon 33 du
pic P2 se situées dans la bande 16kDa

L'identification des protéines de la bande 16kDarea digestion et élution des peptides par LCstdaite par
spectrométrie de masse tandem en comparant abasdade données protéomiques de souches apparkfaaalyse a
permis d’identifier 6 proteines similaires diffates, cependant une seule présente un score dsgéz avec un poids
moléculaire similaire a celui de la bande proteique’agit du lysozyme C qui lui n’a pas d'act&hémagglutinante.
Notre proteine de 16kDa ne présente d'activiténaiotiobienne.

L'augmentation de I'indice phagocytaire, de l'ingliphagocytaire corrigé, et de la diminution du terdp demi-
vie des particules de carbone en circulation darsahg indiquent que I'extrait brut de la soucle8Vpossédent un ou
plusieurs facteursapables de stimuler de maniére significative Kétét phagocytaire des macrophages et du systeme
réticulo-endothélial chez les souris. Cet effetoeshparable a celui exercé par les lectines pures.

Les mots clésActinobacteriaactinomycétes aéorobies, rhizosphére, lectinasoghnjugués, fermentation, purification
des proteines, immunostimulation.
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