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Introduction

Introduction

Depuis la derni¢re décennie, les composés chimiques extraits des plantes et d’algues
présentent un intérét primordial en tant que sources de nouvelles bioactivités potentielles. Une
grande variété d'activités biologiques a partir de plantes médicinales ont été récemment
rapportées, en plus de leurs effets médicinaux traditionnels. Les medicaments a base de plantes
ont suscité un intérét considérable en tant que remédes alternatifs contre le cancer en raison de
leur faible toxicité et de leur faible colt (Boual et al., 2015). Des études d’ethnobotanique et
d’ethnopharmacologie ont montré que des extraits végétaux enrichis en polysaccharides ont
longtemps été utilisés en phytothérapie, par divers groupes culturels, dans le monde. Compte
tenu de la grande hétérogénéité structurelle des polysaccharides, de nombreuses activités
biologiques ont été mises en évidence, telles que les antioxydantes, les antivirales,
antimicrobiennes, antiparasitaires ou anti-inflammatoires,anticancéreuses et également ’activité
anti-complémentaire (Angone et al., 2010; Boual et al., 2015;Wang et al., 2017 ).Ces
polysaccharides actifs présentent des motifs presque similaires, mais qui ont des différences
structurales mineures. Ces différences structurales affectent parfois de facon importante,
I’activité biologique, ou la cible dans la réponse immune.

Nous savons que le systeme immunitaire est un systeme tres complexe qui protege
I’organisme contre des maladies telles que la grippe, les infections bronchiques, le cancer et bien
d’autres.Le complément, composant essentiel du systeme immunitaire inné, est compose de plus
de 30 protéines activées en cascade protéolytique, avec des mécanismes effecteurs médiés par
plusieurs récepteurs spécifiques. Le complément est le plus abondant dans le sang, mais tous ses
composants sont également présents dans les tissus, que ce soit par diffusion ou par transport
local.ll joue un réle crucial dans I'élimination des agents pathogeénes envahissants et la
génération d'une réponse optimale de I'néte. Il peut étre activé par un mécanisme en cascade de
la voie classique (CP), de la voie alternative (AP) ou de la voie des lectines (Carroll et Fischer,
1997). Cependant, une multitude de données a clairement démontré que I'activation incontroleé
notamment 1’activation excessive du complément est responsable de l'initiation de I'amplification
ou de la perpétuation des lésions tissulaires et de l'inflammation dans un certain nombre de
situations pathologiquestelles que le lupus eérythémateux systémique, la polyarthrite rhumatoide,
le syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA), etc (Morgan et al, 2003).

Les polysaccharides, tels que les arabinogalactanes, les galactanes et les glucanes, sont
supposés posseédant une activité immunomodulatrice, interagissent directement ou indirectement
avec le systeme immunitaire plus précisément le systéme du complément et déclenchent

plusieurs evénements cellulaires (Jia et al., 2018).
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En 1929, Ecker et Gross découvrent D’effet anti-complément de [’héparine, un
copolymeére hautement sulfaté composé d’acide uronique et de glucosamine. L’héparine est
maintenant reconnue comme ’'une des molécules les mieux caractérisées qui présente une
activité anti-complémentaire profonde. Ces dernieres années, de nombreuses études sont
concentrées sur la medecine traditionnelle chinoise pour rechercher les composés anti-
complémentaires avec peu d'activité anticoagulante. Ces molécules activescomprennent
principalement les polysaccharides par exemple les dérivés sulfatés d’homogalacturonanes
pourraient étre des candidats-médicaments prometteurs pour I’inhibition thérapeutique du
complément (Wang et al., 2013) .

La famille Fabaceae est une grande famille de plantes renferment les espéces les plus
riches et diversifiées des parcours sahariens du Sud-est algérien notamment Ouargla (Chehma et
al., 2005) y compris les arbustes et les plantes herbacées vivaces ou annuelles, actuellement
utilisées en médecine traditionnelle .L'astragale est considéré comme le plus grand genre de
Fabacées. A ce jour, de nombreux composés tels que les flavonoides, les saponines, les
alcaloides, les polysaccharides, les stérols ou les composés phénoliques d’espéces différentes
d’Astragalus ont été identifiés (Boual et al., 2015).

Les polysaccharides végétaux appartenant au genre Astragalus sont traditionnellement
utilisés pour leurs vertus thérapeutiques et ont également montré des effets thérapeutiques dans
le traitement de la polyarthriterhumatoide et d'autres maladies auto-immunes. Les études in vitro
de Han. (2013), ont prouvé que les polysaccharides d’Astragalus possédent un effet inhibiteur
sur l'inflammation (Chouana, 2017). Il s’agit d’une plante pérenne commune et endémique.
Certainspolysaccharides issus de feuilles, graines, tiges ou racines de plantes appartenant au
genre Astragalus ont déja été décrits pour leurs propriétés anti-oxydantes, anti-tumorales, anti-
inflammatoires ou immunomodulatrice. Parmi les polysaccharides du genre Astragalus qui ont
été étudiés pour leurs activités biologiques potentiels notamment I’activité anti complémentaire,
les polysaccharides extraits a partir du 1I’espéce Astragalus gomboont fait I’objet de notre travail
parce que selon les données aucune étude sur Dactivité anti complémentaire des extraits
polysaccharidiques d’Astragalus gombo n’a éteé réalisée (Boual et al., 2015; Chouana ,2017 ).

Vue a la sévérité des maladies associées a I’hyper activation de systeme du complément &
titre d’exemple le cancer et les maladies inflammatoires d’une part, et les effets secondaires
séveres, les complications et le caractére toxique de la pharmacologie chimiqued’autre part,
lesétudes contemporaines s'orientent sur I'étude de I’inhibition thérapeutique du systéme de

complément par le baie des polysaccharides biologiquement actifs.
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Dans ce cadre et en parallele avec ces études , 1’objectif de notre travail de fin d’étude est
d’étudier I’activité inhibitrice de ’activation du systéme de complément (anti complémentaire)
via la voie alterne des extraits polysaccharidiques issus d’Astragalus gombo obtenus a partir des
différents tissus de la plante notamment des tiges (PS1, PS2), des graines (PSG) et des racines
(PSR) par I’exploitation de la technique hémolytique fonctionnelle AP100. Ces polysaccharides
servent a long terme comme des médicaments a intérét thérapeutique prometteur orientés afin
de traiter les situations pathologiques associées au systéme de complément vue qu’ils sont des
biopolymers naturels, non toxiques et non couteux.

Ce travail est structuré en quatre chapitres :

Le premier chapitre est adressé a une synthése bibliographique ,traite en premier temps le
role majeur de systtme immunitaire dans la protection de 1’organisme contre les invasions
infectieuses dont on a focalisé surtout sur une composante cruciale de ce systéme qui est le
systtme de complément, ses voies d’activations (classique, de lectines et alterne),sa régulation
plus précisément celle de la voie alterne ,ses rbles biologiques et les quelque situations
pathologiques lui associées, en deuxieme temps une présentation des polysaccharides ,leurs
classifications selon différentes critéres ou on a parlé sur les polysaccharides pectiques et le
galactomannane,leurs activités biologiques notamment I’activité anti complémentaire .

Le deuxiéme chapitre intitulé : matériel et méthodes qui sert a 1’étape expérimentale.
Dans cette étape on a réalisé une préparation des boites d’agarose-érythrocytaires caractérisant
la technique hémolytique fonctionnelle de la voie alterne (AP100) puis on exploite ces boites
d’AP100 pour I’étude de I’activité anti complémentaire des quatre fractions polysaccharidiques
(PS1, PS2, PSG et PSR) et pour déterminer le taux d’inhibition de la voie alterne de complément
de chaque fraction étudiée.

Ces trois chapitres mentionnés sont précédés par une introduction générale et enfin une
conclusion générale répondra a la problématique posée dans I’introduction générale et
également portera sur une lecture attentive et profonde des différents résultats obtenus et des
perspectives, ainsi qu’une liste des références bibliographiques qui ont été exploitées dans le

cadre de notre travail.
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1.1.Le systeme immunitaire

L'organisme est soumis & une menace constante d'invasions par des agents pathogenes
provenant du milieu exterieur. Il développe en conséquence différents systemes de protection,
dont le systeme immunitaire qui détruit ou inactive spécifiquement les éléments exogenes
reconnus comme des corps étrangers (Tachdjian et al., 2016). L’immunité est définie comme la
résistance aux maladies, et plus spécifiquement aux maladies infectieuses. L’ensemble des
cellules, des tissus et des molécules qui concourent a opposer une résistance aux infections est
appelé systeme immunitaire, et la réaction coordonnée de ces cellules et molécules contre les
germes pathogenes porte le nom de réponse immunitaire (Tachdjian et al., 2016).Le systeme
immunitaire est constitué d'un ensemble complexe d'organes individualisés et de tissus entre
lequel circulent, de facon constante, des cellules immunocompétentes de I'immunité innée et
adaptative  (Nissen et al., 2013). La défense immunitaire est assurée et orchestrée par
I'intervention des différents types cellulaires en interaction vis a vis d'un agent pathogéne
(Tachdjianet al., 2016).La quasi-totalité des cellules immunitaires dérivent des cellules souches
hématopoiétiques (CSH) pluripotentes qui se localisent dans la moelle osseuse (Aymeric et al.,
2009). Ces cellules sont définies par deux particularités : la capacité de s'auto-renouveler, c'est-
a-dire de se régenérer, et également la capacité de se différencier en divers types cellulaires
(Owen et al., 2014). Elles sont tres peux nombreuses (une CSH pour 50000 cellules dans la
moelle osseuse), et leur nombre est strictement régulé par un équilibre (Owen et al., 2014).

Les CSH produisent tous les composants cellulaires sanguins comme la figure 1 indique,
dont les cellules immunitaires, pendant le développement embryonnaire et tout au long de la vie
adulte pour produire et reconstituer le systeme sanguin, cela par le processus physiologique de
I'hnématopoiése (Jagannathan-bogdan et al., 2013). Lorsque il ya une demande accrue
d'’hématopoiese, par exemple lors d'une infection, ces CSH montrent une énorme capacité de
prolifération pour donner les cellules immunitaires de différentes lignées, suite aux réponses aux
différentes stimulations par les cytokines (Defranco et al.,2009; Owen et al.,2014).Les CSH se
différencient soit en cellules progénitrices myéloides, soit en progénitrices lymphoides, a leur
tour ces cellules progeénitrices se différencient en différentes cellules matures(Aymeric et al.,
2009).
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Figure 1:I'origine des différentes cellules immunitaires (Orkin et al., 2008).
1.1.1.Les cellules myéloides

Au cours de I'nématopoiese, la lignée myéloide génere les polynucléaires (Basophiles/
neutrophiles/ éosinophiles) et les phagocytes mononuclés (macrophages a partir des monocytes)
ainsi que les érythrocytes et les plaquettes sanguines.Ces cellules relévent toutes de I'immunité
innée (Aymeric et al., 2009).
1.1.2.Les cellules lymphoides

Appelées lymphocytes, qui sont trois lymphocytes T, lymphocytes B et les cellules NK.
Ces cellules relévent de I'immunité adaptative spécifique (Aymeric et al., 2009).

1.1.3.Le systeme de complément

L'un des mecanismes de defense qui peut intervenir pour faire le lien entre les deux types
dimmunité innée et adaptative a la fois, est le systtme de complément. Le systeme du
complément représente une composante évolutive thermolabile d'un plasma normal qui

augmente l'opsonisation etla destruction lytique ultérieure des bactéries par les anticorps et
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permet aux anticorps de tuer certaines bactéries ou il constitue la premiére ligne de défense
contre les agents pathogenes envahissants (Freeley et al., 2016; Murphy et al., 2018). Il a été
découvert en 1894 par Jules Bordet, en mélangeant un sérum normal et un sérum immun inactivé
par la chaleur, le complément (C) a été nommeé en 1901 par Paul Erlich comme activité sérique
complétant l'activité bactéricide de l'anticorps (Nonaka et al., 2004; Kolev et al., 2017). Il
comprend des protéines plasmatiques pour la majorité et dautres sont des récepteurs
membranaires. Certaines protéines participent a [’activation du complément (par les voies
classique, alterne, des lectines ou finale commune) dont la plupart d’entre elles acquicrent leurs
activités biologiques sequentiellement en cascade et enfin des protéines membranaires et
sériques sont impliquées dans les mécanismes de régulation de cette cascade (Fremeaux-bacchi
et al., 2012).Toutes les protéines de complément sont codées par des genes situés sur des
chromosomes somatiques a l'exception de la properdine qui est codée par le chromosome X
(Rosain et al., 2014). Plusieurs composants de complément sont des protéases, qui sont-elles
mémes activées par clivage protéolytique (Janeway et al., 2003).

1.1.3.1.La biosynthése des composants proteiques de complément

Le systeme du complément est compose de plus de 30 protéines qui agissent comme
activateurs ou modulateurs (Theroux et martel, 2006). Les précurseurs de ces composants
protéiques sont appelés zymogeénes (Janeway et al., 2003). Ces protéines fonctionnent dans le
plasma, dans les tissus ou dans les cellules (Merle, 2015). Différents types de cellules,produisent
ces protéines dans divers tissus mais principalement par les hépatocytes, car le foie est le
principal tissu producteur de complément. Il fournit 90% des composants plasmatiques a
I’exception du C1q et des facteurs D et P, qui ne sont pas synthétisés par I’hépatocyte (Gasque et
al., 1996;Théroux et Martel, 2006). A coté de cette synthése massive d’origine hépatique, un
grand nombre de types cellulaires ont été décrits comme producteurs de protéines du
complément. Ce sont les cellules de la lignée monocyte/macrophage qui ont été tout d’abord
décrites comme source extra hépatique du complément et également les cellules épithéliales de
I'intestin peuvent prendre le relais (Théroux et Martel, 2006; Gasque et al., 1996).La synthese
feetale des composants du complément débute dés la sisiéme semaine de gestation. A la
naissance, les taux de ces différents composants sont trés variables. Proches des valeurs adultes

pour la voie classique et voisines de 50% pour la voie alterne (Millet et al., 1999).
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1.1.3.2.La nomenclature

La nomenclature nécessite une terminologie aussi simple que claire et aussi non ambigué
que possible. Le complément est indiqué par la lettre majuscule. Les composants de la voie
classique et de la sequence terminale sont signalés par "C" pour complément, suivi d'un nombre
représentant l'ordre dans lequel le composant a été découvert; ainsi, C1 a été découvert en
premier, puis C2, etc. Malheureusement, ces composants ne réagissent pas dans l'ordre exact
dans lequel ils ont été découverts.Les lettres g, r, s des fragments C1q, C1r et C1s, désignent leur
ordre d'élution par la chromatographie échangeuse d'ion sur  DEAE-Cellulose (Fine,
2017;Kemper et al., 2014).La lettre «i» trouvée avant le C fait référence a des fragments clivés
qui sont inactifs. Les protéines de la voie alternative, souvent appelées facteurs, sont simplement
décrites et différenciés par des lettres majuscules par exemple facteur B, facteur D, la properdine
lui-méme est appelé seulement "P" (Theroux et Martel, 2006; Fine, 2017).1l a été convenu que
lorsque les protéines sont clivées, un minuscule "a" ou "b" est ajouté au nombre pour décrire le
composant de clivage le plus petit et le plus grand (par exemple le poids moléculaire de C3a est
d'environ 10.000Da et C3b est d'environ 165.000Da), respectivement, a I'exception de C2b qui
est inférieur & C2a (Theroux et Martel, 2006; Fine, 2017).

1.1.3.3.Les voies d'activation du complément:

Les facteurs protéiques constituant le complément sont sous forme inactive dans le
sérum (Letonturier, 2007). Leur activation s'effectue par divers mécanismes, qui different en
fonction de la nature de I'activation. Les trois voies convergent au point ou la C3 convertase est
activée aboutissant a la formation de la voie commune de complément et finalement la voie
terminale (Harris et Claire , 2017).Ceci est évidemment avantageux pour I'hdte car il permet la

détection et I'élimination ultérieure d'une large gamme d'agents pathogénes (Freeley et al., 2016).

1.1.3.3.1.La phase d'initiation:

Dans chacune de ces voies proximales, I'étape de reconnaissance précede l'activation, ce
qui donne une convertase C3 (C4b2a dans le CCP et C3bBbP dans le LCP et I’ACP).Selon le
mode de reconnaissance de lI'antigene cible, il existe trois voies principales d'activation : la voie
classique, via des complexes antigéne-anticorps; la voie alternative, via des surfaces permissives,
et la voie des lectines, via la liaison de lectines liant le mannose (MBL) reconnaissant un modéle
a des ligands glucidiques a la surface d'agents pathogénes (Ricklin et al., 2016; Afshar-Kharghan
et Vahid, 2017).
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Les composants du complément des voies d'activation sont clivés en deux fragments; une
sérine protéase active grande qui reste sur la surface de lI'agent pathogéne (comme C3b, C4b et
C5b) et un fragment plus petit qui est libéré pour agir en tant que meédiateur soluble (y compris
C3a, C4a, C5a) (Janeway et al., 2001).

1.1.3.3.2. La voie classique

Cest la premiere voie d'activation qui a été découverte et définie (Freeley et al.,
2016).Cette voie reconnait le fragment Fc des molécules d'anticorps, d’IgM ou d’IgG d'isotype
1gG1, 1gG2, 1gG3 lorsqu'ils sont liés a des antigénes et font partie de complexes immuns. Le
composant d'initiation est la protéine de reconnaissance C1q, qui lors d'interactions appropriées,
est amené a associer les protéases a la sérine C1r et C1s pour former le composant C1 (formé
des sous unités g, r et s), un grand complexe enzymatique qui active la cascade d'activation de
cette voie. Le processus d'activation est montré dans la figure ci-dessous(Fremeaux-bacchi et
al., 2012; Larghi et al., 2014; Rosain et al., 2014). Le complexe C1 est capable de cliver
séquentiellement C4 et C2, produisant respectivement C4b et C2a, qui s'assemblent pour former
la CCP convertase C3; C4b2a (la C3 convertase classique) sur la surface activatrice entrainant le
clivage du C3 en C3b (Fremeaux-Bacchi et al., 2012; Larghi et al., 2014).

Complexe OCNH o4, C2b

.........................

Membrane & : § g fminge :
cellule cible
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Figure2: Schéma d'activation et d'amplification de la voie classique de complément (Abbal,
2011).

1.1.3.3.3.La voie des lectines
Elle est initiée par la fixation des lectines sériques, a des résidus glycosylés de bactéries

ou de virus. Elle fait intervenir des protéines de reconnaissance, la protéine MBL (mannose-
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binding lectin)qui est une protéine soluble de la famille des lectines capable de reconnaitre des
micro-organismes pathogenes et les ficolines et des sérines estérases les MASP1 et MASP2
(MBL-associated serine protease), qui une fois activées, ont la capacité d’induire ainsi la
formation d’une LCP C3 convertase identique a CCP C3 convertase (Fremeaux-Bacchi et al.,
2012; Rosain et al.,, 2014). Son role dans la défense contre I’infection est néanmoins
restreint.Cette voie représente un systeme accessoire de résistance naturelle a I’infection

(Fremeaux-bacchi et al., 2012).

1.1.3.3.4.La voie alterne

Elle représente la premicre ligne de défense contre I’infection, a la particularité d’étre
active en permanence, a I’opposé des autres voies d’activation du complément (Fremeaux-
Bacchi et al., 2012).C'est un Vvéritable systeme de sauvegardequi est initié en phase fluide
comme la figure ci-dessous indique, par hydrolyse spontanée de la liaison thioester de C3 pour
produire C3 (H,0), qui est fonctionnellement et structurellement similaire a C3b (Cortes et al.,
2013).Une fois lié a une surface cible, le C3 activé (C3b) peut lier le facteur B (FB) qui est activé
par le facteur D (FD) pour former I'enzyme de clivage C3 convertase C3bBb. Cette enzyme clive
le fragment C3, Ce processus génére C3 (H20) Bb, lequel est capable de cliver des molécules
supplémentaires de C3 en C3a et C3b et de former la C3 convertase alterne. Cette derniere

occupe la surface de pathogéne (opsonisation) (Cortes et al., 2013; Harris et claire, 2018).

Ba
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3+ C3,
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Figure3: Schéma d'activation et d'amplification de la voie alterne de complément (Dragon-
Durey, 2011).
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1.1.3.3.5. La voie effectrice commune

De maniere analogue, I'incorporation de C3b donne les convertases C5 (C4bC2aC3b dans
les CCP et LCP, C3bBbC3b dans I’ACP), qui peuvent scinder C5 en C5a et C5b. A leur tour, les
complexes C5b avec C6 et C7, qui recrutent C8 et déclenchent la liaison et la polymérisation de
C9 par L'addition d'un maximum de six molécules de C9 pour former C5b-9 comme la figure 4
indigue, le complexe d’attaque membranaire (CAM) qui est trés stable (Fine, 2017; Larghi et al.,
2014).
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Figure 4 : la voie effectrice commune et la formation de complexe
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d'attaque membranaire (Dragon-Durey, 2011).

Quelle que soit la voie d'origine d'activation, on peut mentionner que tout fragment de
C3b généreé peut lier le facteur B, permettant ainsi la propagation de I'activation de C3, et donc
servir de «boucle d'amplification», conduisant a la formation de la voie lytique (LP) , qui est

commune a toutes les voies d'activation (Larghi et al., 2014).

1.1.3.4. La régulation

L'ensemble du systeme de complément est étroitement régulé par un réseau de protéines
plasmatiques et membranaires régulatrices et activatrices intervenant a différents niveaux.Des
perturbations de ce systeme, liées a des anomalies héréditaires ou acquises qui sont associées a
différentes pathologies(Rosain et al., 2014).Plusieurs points de contr6le sont en place pour

assurer une réglementation appropriée pour ce systeme (Zewde et Morikis, 2018).
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Figure 5 : les trois voies distinctes d'activation de systéme du complément avec
leurs proteines régulatrices (Rosain et al., 2014).
Puisque notre theme de mémoire traite I'activité anti-complément de quelques extraits de
polysaccharides plus précisément sur l'activité de la voie alterne de complément, par consequent

nous allons nous concentrer dans la partie de régulation sur la voie alterne qui nous intéresse.

1.1.3.5. La régulation de la voie alterne

Si le C3b ne rencontre pas de pathogene constituant pour lui une surface activatrice
amplificatrice, il est rapidement inactivé par un systéme complexe de régulation dans la
circulation sanguine ou sur les tissus du soi. En effet, la voie alterne du complément fait 1’objet
d’une régulation physiologique fine a plusieurs niveaux qui fait intervenir des protéines sériques,
comme le facteur H et le facteur I, et membranaires de régulation comme le CD46 (MCP). En
revanche, sa fixation covalente a une surface bactérienne lui permet de recruter le facteur B (FB)
et initie 1’auto amplification du clivage de C3b (Fremeaux-bacchi et al., 2012).

Le facteur H (FH) est le principal régulateur de la phase fluide de la voie alternative
d'activation du complément (Wong et Kavanagh, 2018; Dopler et al., 2019).1l joue un rdle
crucial dans I'noméostasie de systeme non seulement dans le plasma mais également dans la
protection des cellules hdtes et des tissus hotes de proximité des dommages causés par

I'activation du complément (De cordoba et al., 2004). Ceci est évident en ce qui concerne la
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suppression du plasma / sérum de FH ou le blocage de FH par les auto-anticorps conduit a
I'activation du PA entrainant une surconsommation de complément actif en moins de 30 minutes
(Nissilaet al.,2018).Le facteur H a été identifié pour la premiere fois par Nilsson et Mueller-
Eberhard (1965) sous le nom de globuline B1H. Il est une glycoprotéine plasmatique de poids
moléculaire de 155 kDa a chaine unique présente dans le plasma a une concentration entre 110-
615 ug / ml (De cordoba et al., 2004). Le facteur H et comme le cas d'un grand nombre des
protéines régulatrices de systéme du complément est codé par des génes situés sur le
chromosome 132 dans une région appelée RCA (regulators of complement activators) (Rosain
et al., 2014).La forme sécrétée de la glycoprotéine est composee de 20 unités répétitives de 60
acides aminés (Ripoche et al.,1988), appelées modules de synthese répétée de consensus (SCR)
ou de protéine de contr6le du complément (CCP), disposées de maniere continue comme une
chaine de 20 perles, dont son activité régulatrice est assurée par Les domaines 1-4 a I'extrémité
N-terminale. Les SCR ont un cadre typique de résidus hautement conservés comprenant quatre
cystéines, deux prolines, un tryptophane et plusieurs autres glycines partiellement conservées et
résidus hydrophobes (De Cérdoba et al., 2004; Mészaros et al., 2016; Nissila et al., 2018).

Le FH contribue a Il'inactivation protéolytique de C3b de la phase fluide ou lié a une
surface d'activation générant une molécule inactivée de C3b; iC3b par le facteur | et a I'inhibition
simultanée de la liaison du facteur B & C3b. De plus, il empéche I’amplification ultérieure de
I’ AP en accélérant la décroissance des convertases d'/AP formées(Nissiléet al., 2018 ; Mészaroset
al., 2016).

Facteur H

Facteur |

OO ]

soluble membranaire

Figure 6:Les principales protéines régulatrices de la voie alterne du complément (Dragon-
Durey, 2011).
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Cependant, l'inactivation de C3b lié & la surface par le facteur H dépend de la
composition chimique de la surface a laquelle C3b est liée. On a d'abord signalé que les acides
sialiques et les glycosaminoglycanes (GAGS) présents sur les surfaces qui se lient au FH par son
domaine FH 20 de I'extrémité C terminale , influencaient la régulation du C3b lié a la surface par
le facteur H par son domaine FH19 de l'extrémité C terminale. D'autres molécules
polyanioniques telles que les glycosaminoglycanes sulfatés comme [I'héparine et la protéine C-
réactive ont également été decrites. Celles-ci interagissent avec le FH par Les domaines 6 a 7 de
ce dernier.De cette maniere, FH distingue les surfaces du soi des surfaces de non-soi (De
cordoba et al., 2004; Nissilé et al., 2018).

Tableau 1:les protéines régulatrices de complément.

Protéine Type Fonction

Cl-inhibiteur | Sérique Inhibition des sérines estérases C1r, Cls et MASP2

Facteur | Sérique Inactivation du C3b et du C4b

Facteur H Sérique Inhibition de la formation de la C3 convertase alterne par liaison du

C3b, et également co-facteur du facteur | pour C3b

C4bp Sérique Régulation de I’activité de la C3 convertase classique, co-facteur du

facteur | pour C4b

CD46 Membranaire | Co-facteur du facteur I pour C3b et C4b
CD55 Membranaire | Régulation I’activité des C3 et C5 convertases
CD59 Membranaire | Régulation la voie finale commune en empéchant la liaison du

complexe C5b8 a la membrane cellulaire

CR1 Membranaire Co-facteur du facteur |

Source: (Rosain et al., 2014)

1.1.3.6. Les roles biologiques de complément

Le systtme du complément est un élément de défense conservé phylogénétiqguement.
Méme les oursins primitifs, qui sont apparus il y a environ 700 millions d'années, possédent un
systéeme de complément parfaitement fonctionnel. Le systeme a évolué pour devenir une partie
sophistiquée, distincte et importante du systéme immunitaire inne, utile pour la protection contre

la contamination étrangére et le non-soi. Les étres humains nés avec des systemes de
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complément hautement défectueux ne vivent pas longtemps avant de succomber a I'infection. En
outre, transcendant son rdéle dans I’immunité innée, le systétme compléte les associations
fonctionnelles forgées avec de multiples voies et réseaux qui modulent les processus biologiques
de base. (Harris et al., 2018).Le complément est le plus important composant de systéme auto-
immun humoral, il possede de nombreuses fonctions reliées a la protection d'organisme, comme
I'élimination des complexes immuns,y compris les bactéries recouvertes d'anticorps et les
cellules apoptiques, favorise la destruction des organismes pathogénes par le complexe d’attaque
membranaire ou complexe lytique, il forme aussi un interface entre l'immunité innée et
adaptative par le recrutement et I'activation des cellules inflammatoires par chimiotactisme au
site d'infection ,... etc. (Theroux et Martel, 2006; Larghi et al., 2014).

Chimiotactisme cellules
inflammatoires, LT, LB
Activation plaquettes,

Production cytokines
o cellules endothéliales

proinflammatoires
Apoptose cellules

Polynucléaires neutrophiles : Actaron plaqt'le-ttes, nucléées
cellules endothéliales
Relargage 02-
Récepteurs CR1  CR3 C5aR
C3aR (CD88, C512)
Opsonisation In ) Destruction
C3b C3a C5a

fot

Formation de pores
C3 ——(C3Convertases — C5Convertases —* P

transmembranaires

Figure 7:Représentationschématique des différentes fonctions biologiques du complément

apres son activation (Dragon-Durey, 2011).

1.1.3.7. Certaines situations pathologiques associées au systéme de complément

Le systeme du complément est un ensemble de protéines plasmatiques et membranaires
impliqué dans 'immunité innée. Il représente le mécanisme de défense naturelle contre les
infections (Dragon-durey et Fremeaux-Bacchi, 2006).La plupart des effets biologiques du
complément dépendent de I’interaction des protéines du complément ou de leurs fragments
d’activation avec des récepteurs cellulaires spécifiques. Le cascade est étroitement régulée par

des protéines plasmatiques et membranaires afin de ne pas étre délétére vis-a-vis des cellules et
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des tissus d'organisme. Le complément peut entrainer une aggravation des lésions et des
dommages tissulaires du fait du dépot de complexes d’attaque membranaires (C5b9) et des
protéines C3b, par I’intermédiaire des récepteurs. Le complément peut ¢galement amplifier les
1ésions tissulaires par la libération des anaphylatoxines C3a et C5a qui posseédent d’importantes
capacités chimiotactiques sur les cellules inflammatoires dont les polynucléaires neutrophiles.
(Rosain et al., 2014; Dragon-durey et Fremeaux-Bacchi, 2006).Les déficits en protéines du
complément peuvent étre héréditaires ou acquis etsont relativement rares mais sont dans tous les
cas associées a une prédisposition a développer des pathologies d’une grande diversité clinique,a
titre d'exemple les déficits en protéines régulatrices de la voie alterne de complément (le facteur
H, le facteur I, MCP ou CD46 et la Properdine) provoque I'hypersécrétion de certains
composants de ce systeme et donc I'nyper activation de complément via cette voie ou des
infecions bactériennes a répeétition surtout par des bactéries comme Neisseria meningitidis
(Dragon-durey et Fremeaux-Bacchi, 2006).

Le bilan standard d'une exploration de complément inclut un dosage du CH50 associé a
un dosage pondéral des fractions C3 et C4 et un test de I'AP50 (Rosain et al., 2014).

Contexte d'infection bactérienne
CHS50N,C3N,C4N,APS0N « CH 50, C3, C4, AP50 » CH50 3,C3N,CAN, AP50 N
Résultats normaux, arrét de : - Déficit en C3
I'exploration du complément i - Déficit en facteur H ou en facteur |
A A

CH50 N,C3N,C4AN, APS0 N CHS50N,C3N,C4AN, AP5S0 N CHS50 N,C3N,CAN, APS50N

Déficit en fraction de la voie - Déficit en properdine Déficit en protéine précoce de la

terminale ; C5, C6, C7, C8, ou C9 - Déficit en facteur D ou en lacteur B vole classique : C2, C1q, C1r, C1s,

(et C4 51 C4 N)

Figure8:Exploration de complément dans le cadre d’une recherche d’un déficit immunitaire
(Rosain et al., 2014).

= Atteintes rénales

Plusieurs études récentes ont démontré que plusieurs pathologies rénales étaient associées
a une dérégulation de la voie alterne du complément comme la forme atypique du syndrome
hémolytique et urémique (SHUa). Des anomalies génétiques et différents auto-anticorps ont été
mises en évidence chez des patients présentant cette pathologie, perturbant les fonctions des
protéines régulatrices plasmatiques (facteur H, facteur 1) ou membranaire (CD46 ou MCP), ou
encore de la C3 convertase alterne (complexe C3bBb) (Dragon-durey et Fremeaux-
Bacchi,2006).Plusieurs études de séries récentes ont montré que le SHUa est associé a des
mutations sur 3 genes (le facteur H, le facteur | et MCP ou CD46) dont le point commun est la

régulation de la voie alterne du complément.Les genes codant pour le facteur H et CD46 sont
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localisés dans un locus appelé RCA (Regulators of Complement Activation) localisé en
1g32.Des mutations dans le gene codant pour le facteur H ont été mises en évidence chez 10 a 22
% des patients atteints de SHUa, aboutissant ou non a un déficit quantitatif.Dans pres de 70 %
des cas de pathologie, les mutations sont situées dans la partie C-terminale de la protéine, région
particulierement impliquée dans la liaison du facteur H a C3b mais également a 1’héparine et aux
poly anions.il s'agit d'un déficit acquis en facteur H (Dragon-durey et Fremeaux-Bacchi,2006).Le
SHU atypique peut survenir secondairement au développement d’auto anticorps anti-facteur H,
ou une chaine légere monoclonale dirigée contre le facteur H a été purifiée a partir du plasma,
induisant un déficit acquis en facteur H ou nommé syndrome hémolytique et urémique auto-
immun chez des sujets pour lesquels I’é¢tude génétique du FH, du FI et de MCP était normale.
Les expérimentations réalisées pour étudier in vitro I’influence des anticorps anti-facteur H sur
les fonctions de celui-ci ont montré que ces autoanticorps perturbaient spécifiquement 1’activité
"decay” de la C3 convertase alterne, probablement en touchant la capacité de H a se lier a C3b
fixé sur une surface activatrice et non pas sa capacité a fixer C3b en phase fluide. Il a été montré
que cette chaine légére était dirigée contre un site du facteur H impliqué dans sa liaison a C3b, a
I’origine de I’activation incontrdlée de la voie alterne (Dragon-durey et Fremeaux-Bacchi, 2006).
» Infections a répétition, infections a Neisseria

La properdine est la protéine de régulation positive de la voie alterne, qui stabilise la C3
convertase alterne. En absence de properdine, celle-ci se dissocie rapidement et ne clive plus le
C3. Le déficit en properdine est une anomalie récessive liée a I’X dont la premiére description
clinique date de 1982. Depuis, environ 100 cas de déficits en properdine ont été décrits. Une
exploration fonctionnelle de la voie alterne par le test AP50 est donc nécessaire pour poser le
diagnostic. Les mécanismes moléculaires des déficits en properdine sont tres hétérogenes
(Dragon-durey et Fremeaux-Bacchi, 2006).Les déficits en properdine sont trés fortement
associés a la survenue d’infections a N. meningitidis, elles sont 250 fois plus fréquentes que dans
la population générale. Le pronostic desinfections méningococciques chez les sujets déficitaires
en properdine est beaucoup plus sévere (30 a 75% de mortalité) (Dragon-durey et Fremeaux-
Bacchi, 2006).

Ces situations pathologiques sévéres necessitent vraiment d'agir afin de réduire les effets
néfastes provoqués par I'hyperactivité de systéme de complément.

Si l'on veut envisager d'agir sur l'activation pathologique du complément, on peut
théoriquement intervenir a trois niveaux :

1. Enempéchant l'activation du complément.

2. Endiminuant les composants du complément.
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3. Enfin, en empéchant le complément active d'agir sur les effecteurs.

En fait, il semble qu'il ya trois particularités thérapeutiques doivent étre soulignées :

1. Le medicament agissant sur le complément doit étre administré de maniére rapprochée
car le renouvellement des protéines du complément est trés rapide.

2. Le médicament ne doit pas déprimer les protéines régulatrices qui sont les inhibiteurs du
complément. En effet, les déficits d'un inhibiteur ont des conséquences pathologiques
sérieuses.

3. Une diminution du taux des facteurs du complément eux-méme va aussi entrainer des
conséquences graves.

Toutes ces données doivent inciter a la plus grande prudence dans I'utilisation de
médicaments agissant sur le complément.

1.2.Les glucides

Les glucides sont les composés organiques les plus largement répandus naturellement sur
la terre. Ils sont compris certains les premiers biomolécules a avoir une structure déterminée,
aidant donc a établir et a combler les disciplines de la chimie organique et la biochimie.
(Pendarvis, 1998).1ls sont présents dans toutes les cellules vivantes. La terre et les plantes
marines transforment 1’énergie qui atteint la Terre sous forme de sucres, qui sont utilisés en
partie pour la synthese et la construction de divers composants et structures. (Bemiller, 2018).

Historiquement, les glucides ont été définis comme des substances avec la formule
empirique générale (CH20) n, ce qui signifie un atome de carbone (C), plus deux atomes
d'hydrogene (H) et un atome d'oxygéne (O) dans la méme proportion que I'eau, d'ou le nom de
glucides, ou "hydrates de carbone"(Lim et Pullicin, 2019;Lasocka et Kennedy, 2008). La
chimie de ces composés présente trois caractéristiques déterminantes: 1’identité du composant
() monomére (s), le nombre d’unités mono saccharidiques qui sont les blocs de construction de
base des glucides liées entre elles (c’est-a-dire le degré de polymérisation DP) et le type de
liaison (s) reliant ces unités de ces (Wanget al., 2018; Lim et Pullicin, 2019; Amicucci et al.,
2019 ; Kostalova et Hromadkovd, 2019). Les glucides englobent un large éventail de molécules,
qui peuvent étre classées en trois groupes principales: Mono- / disaccharides (sucres),

oligosaccharides et polysaccharides (Lim et Pullicin, 2019).
1.2.1.Les monosaccharides

Appelés oses, sont des molécules de glucides qui ne peuvent étre brisés par hydrolyse en

des molécules plus simples de glucides le terme monosaccharide indiquant qu'il s'agit d'une
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molécule composée d'une seule unité de sucre. Les monosaccharides sont les unités
monomériques des oligosaccharides et des polysaccharides (Bemiller, 2018).

Tous les monosaccharides existent sous forme des isoméres de configuration "I" ou "D, lorsqu'il
est représenté sous forme de chaine droite ; Les isoméres D sont les plus abondants dans la
nature (Lim et Pullicin, 2019;Nogrady et Weaver, 2005).Les monosaccharides les plus
abondants dans la nature, sont le glucose ou dextrose appelé aussi le sucre sanguin, le fructose
et le galactose, ils contiennent 6 atomes de carbone [(CH20) 6] et ont tendance a exister sous
forme de structures cycliques a 5 chainons (furanose) ou & 6 chainons (pyranose) en solution
aqueuse. Un glucide qui peut étre hydrolysé en deux monosaccharides est appelé un disaccharide

(Nogrady et Weaver, 2005; Lim et Pullicin, 2019).
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6 CH,0H CH;0H CH,0H CH,0H CH,0H CH,0H CH0H CH,0H
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Figure9 :les différents aldoses constitutifs des polysaccharides (Florian et al., 2005).
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Figure 10 : les différents cétoses constitutifs des polysaccharides (Florian et al., 2005).

1.2.2.Les oligosaccharides

Ce sont des glucides qui peuvent étre hydrolysés pour former 3 a 10 unités plus simples
qui sont les monosaccharides. Quelque soit leur origine (végétale, animale, algale, microbienne)
les oligosaccharides représentent une large diversité des biomolécules ayant un potentiel
d'application dans le domaine thérapeutique et dans la biotechnologie (Courtois, 2009;Nogrady
et Weaver, 2005).
1.3.Les polysaccharides

Les polysaccharides appelés aussi les glycanes sont des groupes de macromolécules
biologiques qui constituent avec les acides nucléiques et les protéines, les trois classes de
biopolymeéres qui existent de maniere évidente dans la nature. Ce sont des polymeéres composés
de plus de 10 résidus de monosaccharides qui sont des caractéristiques structurelles répétitives
liés par des liaisons glycosidiquesformées entre le carbone anomérique d'un monosaccharide et
un groupe hydroxyle d'un autre.Ces liens sont classés a la fois selon les configurations des
atomes de carbone anomériques participant a la liaison (c’est-a-dire a ou B), et selon les
positions des atomes de carbone relies par la liaison. Les nucléotides dans les acides nucléiques
et les aminoacides contenus dans les protéines ne peuvent étre liés que d’une seule maniére,
alors que les monosaccharides peuvent se connecter par différents points pour former une vaste

gamme de structures divergentes de polysaccharides (Nogrady et Weaver, 2005; Xiao et

19



Chapitre 1 : Synthese bibliographique

Grinstaff, 2017; Lim et Pullicin, 2019; Mohan et al., 2018). Ils peuvent étre linéaires ou trés
ramifiés possédant des chaines latérales ramifiées et peuvent étre composés de polymeéres
constitues de plus de 100000 résidus mono saccharidiques liés par covalence(Zong et al, 2012;
Amicucci et al., 2019).Ces subtiles de variations de structure et de composition au sein de ces
polysaccharides, sont traduites par des différences fonctionnelles, ainsi conférant de
nombreux roéles essentiels dans la biologie des organismes vivants impliqués dans un large
éventail de processus biologiques (Angone et al., 2010; Xiao et Grinstaff, 2017; Lettow et al.,
2019). Les polysaccharides représentent de véritables auxiliaires indispensables au bon
fonctionnement de la vie quotidienne. Un intérét grandissant concerne leurs applications comme
activateurs biologiques (Boual et al., 2013). Les polysaccharides peuvent étre classés en deux
groupes sur la base de leur source. Les polysaccharides naturels sont obtenus a partir de divers
organismes, tels que les algues, les plantes, les micro-organismes et les animaux. En revanche,
les polysaccharides semi-synthétiques sont produits par la modification chimique ou
enzymatique des macromolécules meres. Les polysaccharides possedent diverses propriétés
physicochimiques propriétés comprenant la gélification, la solubilité, un faible effet osmotique et

propriétés de surface en fonction de leur composition et de leur architecture (Zong et al., 2012).

1.3.1. Classification
Généralement, les polysaccharides peuvent étre classés sur la base de plusieurs critéres
notamment la composition chimique en monomeres , l'origine (source), l'application et la

solubilité.

1.3.1.1.Selon la composition chimique en monomeres
1.3.1.1.1.Homopolysaccharides
IIs ne comportent qu'un seul type de monosaccharides, c'est a dire homogenes.
=  Les glucanes sont constitués de monomeres de D-glucose.
=  Les galactanes sont constitués de monomeres de D-galactose.
= Les xylanes sont constitués de monomeéres de D-xylose.

= Les chitosanes sont constitués de monomeéres de D-glucosamine.

1.3.1.1.2.Hétéropolysaccharides
Contenant deux unités monosaccharidiques différentes ou plus.Les hétéropolysaccharides
peuvent avoir differents types de liaison dans chaque unité monosaccharidique, ainsi que

différents types et séquences de liaisons glycosidiques.lls sont des molécules de haut poids
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moléculaire contenant au moins deux paires de monosaccharides formant un motif de base
polymérisé (Fabre, 1989; In Mkedder, 2012; Ramawat et Mérillon, 2015).

1.3.1.2. Selon leurs origines

Les polysaccharides peuvent étre classes en deux groupes sur la base de leur source. Les
polysaccharides naturels et les polysaccharides semi-synthétiques qui sont produits par la
modification chimique ou enzymatique des macromolécules méres. (Zong et al., 2012; Liu et al.,
2015).

Les polysaccharides naturels proviennent principalement des végétaux, mais il existe

aussi des sources animales, algales et bactériennes (Patterson, 2008; Kessous, 2006).

1.3.1.2.1.Polysaccharides animaux
1.3.1.2.1.1.L."héparine

Les héparines sont des mélanges hétérogénes de polysaccharides sulfates. Il existe 2 types
d'héparines: les héparines non fractionnées (HNF) et les héparines de bas poids moléculaire
(HBPM). Les HNF sont extraites principalement de l'intestin de porc, leur poids moléculaire
varie de 4000 a 30000 Da avec un poids moyen de 10000 a 15000 Da. Les HBPM sont obtenues
a partir de I'HNF par différents procédes chimiques ou enzymatiques, leur poids moléculaire est
de I'ordre de 5000 Da (Market al., 2006).

Il est produite naturellement par les basophiles et les mastocytes et en médecine, il est
principalement utilisé comme anticoagulant est I'activitéla mieux reconnue et la plus utilisée des
activités biologiques de I'néparine, mais elle est loin d'étre la seule (Molho et Tobelem, 1985;
Ramawat et Mérillon, 2015; Ouyang et al., 2019)
1.3.1.2.1.2. Leglycogene

Le glycogene est un polysaccharide ramifié de poids moléculaire élevé qui joue le réle de
glucide de stockage dans de nombreux tissus du corps humain et animal. Il est synthétisé et
stocké principalement dans le foie et les muscles. Ce polymére a un poids moléculaire moyen de
plusieurs millions avec des sous-unités de glucose liées a (1-4) et des ramifications liées a (1-6).
Le glycogene posséde non seulement une solubilité élevée, mais également une faible viscosité
(Chen et al., 2010).
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Figurell:Structure chimique du glycogene (Chouana, 2017).

1.3.1.2.2. Polysaccharidesd'algue

Les polysaccharides d'algues sont probablement les molécules organiques les plus
abondantes dans les océans et ont une grande biodiversité moléculaire qui est loin d'étre
comprise. Au cours des dernieres décennies, des études ont révélé le potentiel énorme de ces
macromolécules en tant qu'éliciteurs des réponses de défense des plantes . Les aspects et les
progres liés a l'utilisation des polysaccharides de macroalgues les plus étudiés tels que les
carraghénanes, les fucanes, les laminarans et les ulvanes pour protéger les plantes seront abordés
(El khaoutri et al., 2014).
1.3.1.2.3. Polysaccharides bactériens

La synthese de polysaccharides extracellulaires est reconnue dans certaines cultures
bactériennes depuis les années 1880. Il est maintenant évident qu’un large éventail de bactéries
produisent ces polymeéres y compris Les homopolysaccharides neutres sont également fréquents
chez les bactéries. Des représentants des bactéries Gram positives et des bactéries Gram
négatives produisent des Iévanes (homopolymeres de fructose) et une variété de glucanes,
notamment de dextrans. Leur emplacement en surface, ainsi que la gamme de combinaisons de
monosaccharides disponibles, de substituants non glucidiques et de types de liaison, font des
polysaccharides extracellulaires d’excellents agents de diversité. En conséquence, de nombreux
efforts ont été deployés pour éelucider leur structure dans les bactéries pathogenes et dans les
organismes entériques en particulier. Les applications commerciales des polysaccharides
microbiens ont maintenant élargi le champ des informations structurelles (Chénie et al., 2006).
1.3.1.2.4. Polysaccharides végetaux

La paroi végétale est une matrice extracellulaire qui délimite chaque cellule végétale.
C’est un ensemble hétérogeéne de polysaccharides (cellulose, pectines et hémicelluloses) et de
glycoprotéines ayant des structures et des compositions osidiques différentes (Angone et

al.,2010).Les polysaccharides végétaux ont des activités biologiques diverses, a savoir des
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activités antitumorales , antioxydantes , antivirales, anticoagulantes , anti-compléments , anti-
inflammatoires antiulcéreuses , et hypoglycémiantes(Boual et al., 2015).Ces polysaccharides
pariétaux peuvent étre neutres ou acides, linéaires ou ramifiés par des chaines
oligosaccharidiques, ou encore substitués par des groupes méthyles ou acétyles . Les
polysaccharides neutres sont représentés par les arabinogalactanes (AG), les arabinanes, les
galactanes. Ces structures peuvent se retrouver associées a des glycoprotéines (AG-protéines), a
un type particulier de pectine (rhamnogalacturonane-lI [RG-I]) ou encore présentes sous forme
libre dans des extraits solubles. B-glucanes, les glucomannanes, les xyloglucanes, les xylanes, les
mannanes, galactomannanes (polysaccharides hémicellulosiques) sont aussi des polysaccharides

neutres de la paroi, ici de type hémicellulosique (Angone et al., 2010).

1.3.1.2.4.1.Polysaccharides de resérve

Les plantes stockent des polysaccharides comme réserve. Les plus principaux sont les
amidons, les fructanes et les galactomannanes.
1.3.1.2.4.1.1.Amidon

L’amidon est un polysaccharide d’origine végétale composé d’unités glucose C6H1206.
Il est la principale substance glucidique de réserve des plantes supérieures. L’amidon représente
une fraction pondérale importante des matiéres premieres agricoles. On le trouve stocké dans les
organes de réserve des végétaux tels que les céréales (30-70% de la matiere seche), les
tubercules (60 a 90 %) et les 1égumineuses (25 a 50 %).L’amidon consiste en deux glucanes
structurellement différents : I’amylose, polymeére linéaire (c-a-d non branché) et I’amylopectine,
polymére fortement branché. L’amylopectine est le constituant principal de la plupart des
amidons.Il est également utilisé dans de nombreux secteurs industriels non-alimentaires : la

production papetiére, I’industrie pharmaceutique, cosmétique, textile etc ( Wertz, 2011).

Figurel2:Structure de I’amylose ( Wertz, 2011).
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Figure 13 : Structure moléculaire de I’amylopectine ( Wertz, 2011).

1.3.1.2.4.1.2.Fructane

Fructane est un nom général utilisé pour tout glucide dans lequel un ou plusieurs liens
fructosyl-fructose constituent la majorité des liaisons osidiques. Les fructanes sont des
polymeres de fructose (oligo) linéaires ou ramifiés. Il est principalement d'origine végétale, alors
que certains champignons et de nombreuses bactéries sont la principaux producteurs de levans .
Des espéces de plantes contenant des fructanes se trouvent dans un certain nombre de familles
mono- et dicotylédones, telles que les Liliaceae, les Amaryllidaceae, les Gramineae et les
Compositae. Des parties de diverses espéces de plantes contenant du fructane sont souvent
consommeées sous forme de légumes (asperge, ail, poireau, oignon, artichaut, topinambour,
scorzonera, racines de chicorée...etc) (Roberfroid et al., 1998).
1.3.1.2.4.1.3.Galactomannanes

Les galactomannanes sont des hétéropolysaccharides présents dans I'endosperme de
certaines graines d’environ 70 espéces de légumineuses,c’est seulement au 20°™siécle que les
galactomannanes sont devenus des produits industriels, ont de nombreuses utilisations comme
agent épaississant dans I’industrie alimentaire et dans 1’industrie non- ,0u ils exercent des
fonctions de stockage, de rétention d'eau et de défense. Les galactomannanes sont solubles dans
I'eau et forment des solutions aqueuses stablestres visqueuses (Mikkonen et al., 2007; Dakia et

al., 2010).
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Tableau 2:les propriétés moléculaires des galactomannanes des gommes de caroube, de

guar, de tara et de fenugrec.

Source Qualité M/G(ml.g-1) | Mw(g.mol-1) | [n](ml.g-1)
Gomme brute 3,50 1,024 x 106 710
Ceratonia siliqua(Caroube, | Gomme brute 3,60 0,900 x 106 1300
LBG) Gomme brute 4,00 2,600 x 106 -
Gomme 2,57 - -
Gomme brute 2,95 2,310 x 106 1 496
Caesalpinia spinosa
Gomme 3,03 2,530 x 106 1 646
(Tara, TG)
Gomme 3,00 2,100 x 106 1420
Gomme brute 1,00 - -
TrigonellaFoenumgraecum
Gomme brute 1,00 - -
(Fenugrec, FG)
Gomme 1,00 1,418 x 106 961

Source: (Dakia et al., 2010)

1.3.1.2.4.1.3.1.Structure moléculaire des galactomannanes

Les galactomannanes consistent en un squelette de 1-4-D-mannopyranosyl sur lequel des

résidus D-galactopyranosyl se greffent sur leC-6des sites mannose. Le degré de polymérisation

du squelette est compris entre 1000 et 1500 unités de mannose. Les galactomannanes se

différencient par leur rapport mannose / galactose et leur schéma de distribution des résidus de

galactose le long de la chaine mannane. Cependant, la teneur en galactose (le degré de

ramification exprimé aussi par le rapport mannose sur galactose M/G) de ces polymeéres naturels

est sensiblement différent. Le rapport mannose sur galactose (M/G) (le nombre de résidus de

mannose pour un résidu galactose) de la gomme de caroube (LBG) est approximativement égal a

4:1, tandis que celui de la gomme de tara (TG) est d’environ 3:1, celui de la gomme guar (GG)

est d’environ 2:1 et celui de la gomme de fenugrec (FG) d’environ 1:1(Dakia et al.,

2010;Mikkonen et al.,2007 ).
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Figurel4:Structure moléculaire des galactomannanes (Secouard et al., 2007).

1.3.1.2.4.1.3.2 Répartition des unités galactose sur la chaine de mannane

Il existe donc plusieurs types de galactomannanes de structure générale similaire, mais
différents dans le nombre de galactose exprime par le rapport mannose sur galactose (M/G). De
plus, certains auteurs ont montré que la distribution des unités galactose sur la chaine de
mannose n’obéissait pas a une simple répartition statistique. L’utilisation d’enzyme (telle que la
B-mannanase)et puis I’analyse de la composition en monosaccharides sur les produits de
dégradation (oligosaccharides) a permis de proposer trois types de distribution des unités
galactose :une disposition ordonnée ou réguliere, une disposition aléatoire et une disposition en
blocs uniformes avec 2 zones; lisses (dépourvues de ramification de galactoses)zones hérissées

ou les résidus galactose sont présents sur toutes les unités mannose) ( Dakia et al., 2010).
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Figurel5: Différents types de distribution des résidus de galactose le long de la chaine de
mannane (Dakia et al., 2010).

26



Chapitre 1 : Synthese bibliographique

1.3.1.2.4.2 Polysacharides de structure
La paroi végétale est donc principalement constituée de plusieurs macromolécules
étroitement liées entre elles. On distingue, généralement, trois composés majoritaires :

La cellulose, les hémicellulose et les pectines.

1.3.1.2.4.2.1 Cellulose

La cellulose est le premier réseau porteur des parois primaire et secondaire (\Voragen et
al., 2009). Elle constitue le principal constituant des parois cellulaires des végétaux ou elle joue
le role de maintien. Il s’agit d’un homopolymeére linéaire formé d’unités D-glucopyranose ,liées
entre elles par des liaisons glycosidiques B-(1-4) (Chouana, 2017). C'est le principal composant
fibrillaire des parois cellulaires des plantes et de nombreux taxons dalgues. Elle se trouve
généralement dans des brins cristallins insolubles, non ramifiés, appelés microfibrillesqui
résultent a la fois de la liaison hydrogéne inter et intra-polymére d’hydroxyles .cepolysaccharide
est important dans 1’industrie croissante des biocarburants (Ramawat et Mérillon, 2015).

HO HO

Cellobiose

Figurel6: Formule chimique de la cellulose(Chouana, 2017).

1.3.1.2.4.2.2 Hémicellulose

Les hémicelluloses sont présentes dans toutes les plantes vertes. Il y a une grande variété
de types structuraux d’hémicelluloses. Elles constituent un groupe de polysaccharides complexes
qui se caractérisent par leur solubilité dans des solutions alcalines (par exemple KOH 1M) et leur
insolubilité dans 1’eau. Les hémicelluloses sont définies structurellement comme des
polysaccharides dont le squelette est composé de résidus B-(1-4)-D-pyranose.Elles sont divisées
en quatre groupes : Xylanes, mannanes, -glucanes mixtes et xyloglucanes. Les xylanes sont les
principaux composés hémicellulosiques de la paroi secondaire, ils représentent environ 20-30 %

de biomasse des plantes dicotylédones (Angone et al.,2010) .

1.3.1.2.4.2.3 Pectines

Le terme « pectines » fait référence a un ensemble de polysaccharides complexes qui
entrent dans la composition des parois cellulaires de la plupart des végétaux supérieurs ;llssont
des substances d’origine végétale. 1’on retrouve principalement dans la lamelle moyenne et la

paroi primaire des plantes supérieures (Agnan et al.,2011).
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Certains de ces polysaccharides pectiques sont acides ou neutres(Angone et al.,2010).Les
pectines sont abondantes dans les fruits et les Iégumes (mentionnés dans le tableau 4) et évoluent
avec la maturation des tissus. Bien qu’elles puissent étre extraites d’un grand nombre de
végétaux, les principales sources industrielles de pectines sont les marcs de pomme et les écorces
de citron et d’orange.Les pectines présentent des propriétés physico-chimiques spécifiques du
fait de leur caractere polyélectrolyte.La structure fine de la pectique les polysaccharides régissent
le (s) role (s) biologique (s) de ces molécules (Caffall et al.,2009). Les polysaccharides pectiques
sont synthétisés dans la lumiere de Golgi et transportés a la surface des cellules végétales
(Ramawat et Mérillon, 2015).

Tableau 3:Teneurs en substances pectiques de quelques végetaux

Fruit Teneur en substances pectiques (% du
poids frais)
Pomme (Malus spp.) 0,5-1,6
Marc de pomme 1,5-2,5
Banane (Musa acuminata) 0,7-1,2
Pulpe de betterave (Beta vulgaris) 1,0
Carambole (Averrhoa carambola) 0,66
Carotte (Daucus carota) 0,2-0,5
Goyave (Psidium guajava) 0,77-0,99
Pulpe de citron (Citrus lemon) 2,5-4,0
Litchi (Litchi chinesis) 0,42
Mangue (Mangifera indica) 0,26-0,42
Zeste d’orange (Citrus sinesis) 3,5-5,5
Papaye (Carcia papaya) 0,66-1,0
Fruit de la passion (Passiflora edulis) 0,5
Péricarpe du fruit de la passion 2,1-3,0
Ananas (Ananas comosus) 0,04-0,13
Fraise (Fragaria ananassa) 0,6-0,7
Tamarin (Tamarindus indica) 1,71
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Les pectines sontdes hétéropolysaccharides caractérisés par une forte teneur en acide
galacturonique (GalA), monomeres liés entre cux par des liaisons a-(1-4) et partiellement
acetylés ou estérifies par des groupements méthyles. Les 4 classes de structure des
polysaccharides pectiques comprennent 1’homogalacturonane (HG), le xylogalacturonane
(XGA), I’apiogalacturane (AGA), le rhamnogalacturonane | (RG-I), et rhamnogalacturonane 11
(RG-I1) ( Caffall et al., 2009; Agnan et al., 2011 ) .

Homogalacturonan Xylogalacturona

Rhamnogalacturonan
W@w*

Arabinogalactan |

Arabinogalactan il

O aD-Galp @ «D-GalpA O wl-AcelA O wl-Araf A o-L-Rhap O a-D-Xylp
® PD-Gaulp © F-D-GapA gl BFD-Gicp o FD-Manp @ L-Asfl g [L-Rhap @ D-Xyip
v wl-Fucp O al-Amp ) o-D-Kdop a-D-Glcp A o O-Melhyl & O-Acealyl

V¥ [L-Fuco @ 8-D-Apif o B-D-Dhap B-D-Gicp A * Mothanol o O-Ferulic acid

Figure 17:Représentation schématique des éléments structuraux de pectine
(Voragen et al., 2009).

1.3.1.2.4.2.3.1.Homogalacturonane

Les homogalacturonanes (HG) est le type de pectine le plus répandu.représentent 57 a 69
% de la pectine. Ce sont des polymeéres linéaires constitués uniquement d’acides D-
galacturoniques reliés entre eux par des liaisons a-(1-4) et dont les fonctions carboxyliques et
alcools peuvent étre estérifiées. Elles forment la zone lisse des pectines. La méthylestérification
des régions homogalacturonanes détermine dans une large mesure 1’application industrielle des
pectines et leur capacité d’interaction .En effet, de nombreuses propriétés et fonctions
biologiques des pectines sont déterminées par une interaction ionique entre régions

homogalacturonanes(Agnan et al., 2011 ; Ramawat et Mérillon, 2015) .
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Figure 18:Structure primaire d'un homogalacturonane (Agnan et al., 2011).

1.3.1.2.4.2.3.2.Xylogalacturonane

Le xylogalacturonane (XGA) est un groupe HG substitué par des résidus de D-xylose au
niveau du C-3 des résidus du squelette de GalA. Le XGA caractérisé dans des extraits pectiques
de I'nerbier marin de Zosteraceae constitué de HG substitué par un xaccharose disaccharide
(Xylp- (1-2) -Xylp- (1-3) -GalpA. Le XGA isolé a partir de polysaccharides solubles dans le soja
(Glycine max) a donné un fragment de résidus GalA liés en (1-4) substitués en 0-3 avec des
chaines d'environ un a sept résidus de xylose liés en B(1-4), dont le premier est fréqguemment
ramifié au niveau de la position O-2 par un résidu de xylose supplémentaire. Comme le fragment
isolé de soja n’a pas été observé précédemment dans les parois des cellules végétales, il est
susceptible de constituer un composant relativement mineur de la paroi ou d’étre une structure
spécifique aux parois du soja et a des espéces étroitement apparentées. La structure de
polysaccharide XGA la plus abondante, qui a été observée chez plusieurs espéces, est le
squelette du galacturonane substitué au niveau O-3 par Xyl et par Xyl ramifiés au O-2 par un
autre résidu de Xyl (Caffall et al., 2009).

—4)-0-D-GalpA-(1-54)-0-D-GalpA-(1-4)-0-D-GalpA-(1->4)-0-D-GalpA-(1—>
3 3
) /|
| |
B-D-Xylp B-D-Xylp

Figure 19:Structure de Xylogalacturonan (Chouana, 2017).

1.3.1.2.4.2.3.3.Arabinogalactan |
Les AGI sont composées d'un squelette principal de B-D-galp lié par(1-4) lié avec de
courtes chaines latérales d'a-araf lié par (1-5) lié en position O-3. D'autres résidus tels que le

galactose, I'arabinose et I'acide férulique pourraient également étre trouvés, par exemple dans
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certains tissus de betterave a sucre. Globalement, I'AGI peut étre isolé de diverses parois
primaires de tissus de plantes dicotylédones, notamment de nombreux fruits(Ramawat et
Meérillon, 2015).
1.3.1.2.4.2.3.4.Arabinogalactan 11

Les AGII sont des polysaccharides hautement complexes souvent associés a des protéines
et décrits comme des protéines bien connues de I'arabinogalactane (AG). Ces protéoglycanes
sont largement distribués dans les plantes et constituent I'une des macromolécules naturelles les
plus complexes. Les AGII peuvent étre extraits de diverses plantes, ainsi que de polymeres
pectiques liés par covalence. Les arabinogalactanes de type Il sont constitués de résidus de (1-3)
- et (1-6) -B-D-galp. Des chaines latérales courtes d'unités (1-6) -B-Dgalp comprenant une a trois
résidus de longueur sont également présentes. Les résidus de terminal o —L-araf sont souvent liés

aux positions O-3 et O-6 de cette épine dorsale (Ramawat et Mérillon, 2015).

1.3.1.2.4.2.3.5.Rhamnogalacturonan |

L'épine dorsale de la structure du rhamnogalacturonane | (RG-1) a des unités répétitives
de [a-D-GalpA-1-2-0-L-Rhap-1-4 ]n caractérisées a partir de parois en sycomore cultivées en
suspension (A. pseudoplat- anus) et les polysaccharides solubles de soja. On trouve de grandes
quantités relatives de RG-I dans le mucilage extrudé a partir des graines d’espéces myxospermes
et dans la paroi primaire et la lamelle moyenne de la pomme de terre (S. tuberosum) . Les parois
du sycomore cultivé en suspension ont 7% de RG-I, alors que les parois des tubercules de
pomme de terre ont 36% de polysaccharides RG-1 a poids sec. On prévoit que la conformation
étendue du squelette du RG-1 prendra celle d'une triple hélice . Le RG-I isolé du mucilage de la
graine est largement non ramifiés , alors que RG-1 isolé des murs est ramifié a environ la moitié
des résidus de rhamnose en position C-4 par les chaines latérales de 1’arabinane, du galactane ou

de I’arabinogalactane réglementé (Caffall et al , 2009).

O+ OM OH OH OH
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H;C H,C

Figure20:Structure des RG-1 (Chouana, 2017 ).
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1.3.1.2.4.2.3.6.Rhamnogalacturonan |1

Le rhamnogalacturonane Il (RGII) est une structure hautement conservée dans le regne
veégétal et peut étre libéré par I'action de I'endopolygalacturonase. La structure se caractéerise par
une région distincte dans HG, contenant des amas de quatre chaines latérales différentes avec des
résidus de sucre trés particuliers, tels que 1’aciose, I’acide acérique, I’acide 3-désoxy-lyxo-2-
heptulosarique (DHA) et le 3-désoxy-manno-2- acide octulosonique (KDO). Ces chaines
latérales sont liées a un fragment HG d'environ neuf résidus GalA, dont certains sont estérifiés
par un méthyle. La structure de RGII semble étre hautement conservee dans le régne végétal.
RGII peut se complexer avec le bore, formant un ester borate — diol, capable de réticuler deux
molécules de HG. Seuls les résidus apiofuranosyle des chaines latérales contenant du 2-O-
méthyl-D-xylose dans chacune des sous-unités du dimeére participent a la réticulation (VVoragen
et al., 2009).

</(\ % W;S\/ oo cg,;x

\—7 O"
HOH,C
= DAy
0"
Pi-Ary D“{'\ HC”/ I f-L-Rhap
L \

CHOM

Figure2l:Structure des RG-11 (Chouana, 2017).

1.3.1.2.4.2.3.7.Applications des pectines

Les pectines utilisées depuis longtemps comme agents de texture, gélifiants, stabilisants
et épaississants, les pectines sont une source d’ingrédients pour des aliments santé(Agnan et
al.,2011).

Ces biopolymeéres émergents trouvent des applications dans des domaines divers,
alimentaires ou non alimentaires. Leurs principales applications comprennent la fonction
élicitrice des plantes, la protection contre le cancer du colon, la stimulation de la croissance de
bactéries bénéfiques dans le colon (prebiotiques), I’inhibition de 1’adhésion des bactéries aux
cellules ¢épithéliales, mais aussi I’induction d’une mort par apoptose des cellules

d’adénocarcinome du colon (Agnan et al., 2011).

32



Chapitre 1 : Synthese bibliographique

1.3.2.Les activités biologiques des polysaccharides

Les polysaccharides sontabondantsdans la nature et constituent le constituant principal
de la paroi cellulaire de plantes (par exemple, cellulose ou pectine). Les extraits de
polysaccharides naturels a base de plantes démontrent une hétérogénéité dans lescaractéristiques
structurelles en fonction du génotype de la plante et du stade de maturation. Ces caractéristiques
structurelles conférent aux polysaccharides une diversité des propriétésfonctionnelles bioactives,
physicochimiques et rhéologiques. Ces derniéres dépendent non seulement deleurcomposition
chimique, masse molaire, caractéristiques de ramification et groupes fonctionnels mais
également de la méthode et les conditions d’extraction et de purification qui produisent ensuite
des biopolymeres avec des propriétés uniques. La procédure d’extraction utilisée influence aussi
sur le rendement, la qualité, la structure des polysaccharides obtenus. Ils jouent un réle clé dans
I'industrie alimentaire impliqué dans la structuration et la stabilisation des systemes alimentaires
grace a leurs propriétés fonctionnelles gélifiantes, épaississantes, stabilisatrices de surface.lls
peuvent se comportercomme de bons bioprotecteurs et des additifs hydratants pour les aliments
et la clarification des boissons.lls sont exploités aussi dans I'industrie pharmaceutique comme
une matrice hydrophile pour les comprimés et également dans I'industrie cosmétique en raison de
leurs précieuses propriétés fonctionnelles.En outre, le r6le crucial le plus intéressant des
polysaccharides surtout végétaux réside dans leur applications trés vastes dans le domaine
biologique et thérapeutique, grace aux plusieurs activités biologiques, y compris antidiabétique,
antitumorale,prébiotiques,antifatigue, anti-oxydante, antiglycation, anti-cancérogene
(antiprolifératif), anti-a4ge, anti-hypoglycémique, hypoglycémique, hypolipidémique, anti-
thrombotique, anti-coagulante et surtout les activités anti-inflammatoires et immunomodulatrices
et cette derniére que nous essayerons de la prouver a travers notre travail (Schmittet al., 1998;
Bedir et al., 2000; Chen et al., 2018; Mzougchi et al., 2018; Kpodo et al., 2019; Olacehinde et
al., 2019; Morales-Horanedez et al., 2019; Gao et al., 2019).

1.3.2.1.Lactivité immunomodulatrice

Avec les progrés récents dans la compréhension de la maniére dont les cellules
communiquent avec leurs autres fonctions de vecteur, il est devenu possible de concevoir des
stratégies pour manipuler ces voies de signalisation afin d'influer sur les réponses de I'h6te.Le
fait que certains composes améliorent ou suppriment les réponses immunitaires peut dependre
d'un certain nombre de facteurs, notamment la dose, la voie d'administration et le moment
d'administration du composé en question. Le type d'activité de ces composés peut également

dépendre de leur mécanisme d'action ou du site de lactivité. La stratégie de base de
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I'immunomodulation consiste a identifier les aspects de la réponse de I'néte qui peuvent étre
améliorés ou supprimés de maniére a augmenter ou compléter une réponse immunitaire
souhaitée. Cette approche, qui devrait permettre a 1’hote de mieux se défendre contre les micro-
organismes envahisseurs au cours de I’infection (Tzianabos, 2000).

Les composeés qui sont capables d'interagir avec le systeme immunitaire pour réguler
positivement ou négativement les aspects specifiques de la réponse de I'hdte peuvent étre classés
comme des immunomodulateurs ou des modificateurs de la réponse biologique. L’utilisation
clinique potentielle des immunomodulateurs polysaccharidiques a été illustrée par des études, et
ils sont les candidats idéaux pour des traitements & action immunomodulatrice, anti-tumorale et
cicatrisante car la plupart de ces polysaccharides surtout ceux dérivés de plantes supérieures
sont relativement non toxiques et ne provoquent pas d'effets secondaires significatifs. Ce sont
des véritables auxiliaires indispensables au bon fonctionnement de la vie quotidienne. Un intérét
grandissant concerne leurs applications comme activateurs biologiques (Boual et al., 2012).Bien
qu'un certain nombre d'immunomodulateurs polysaccharidiques aient été identifiés et ont été
examines en détail, ou des études de structure-fonction et de mécanisme d'action ont été
réalisées. Le mécanisme de base de 1'immunostimulant, I’anti-tumoral, le bactéricide et d'autres
effets thérapeutiques des polysaccharides végétaux, semble survenir via la lutte contre les
infections opportunistes dans les situations, comme le sida, qui fragilisent le systéme
immunitaire c'est-a-dire des effets protecteurs et I'augmentation de I’immunité et de la résistance
chez les patientssoumis a la chimiothérapie, la stimulation des macrophages et la modulation du
systeme du complément (Tzianabos, 2000; Schebetkin et Quinn, 2006; Angone et al., 2010).

1.3.2.1.1.L"activité anti complémentaire

Le systeme du complément peut étre activé par trois voies distinctes, notamment la voie
classique (CP), la voie alternative (AP) et la voie des lectines (LP). L'activation appropriée de
systéeme du complément humain joue un réle important dans la défense de I'héte contre les
organismes envahissants étrangers tels que les bactéries, les champignons et les virus.Par
ailleurs, une activation aberrante et inappropriée du systeme de complément dans les tissus
cibles peut contribuer ou évoquer des réactions pathologiques dans diverses maladies auto-
immunes, inflammatoires, ischémiques et dégenératives, par exemple diverses anémies
hémolytiques, des maladies dermatologiques, la polyarthrite rhumatoide, la goutte et les
infections microbiennes. Par conséquent, la modulation d'activité complémentairepar I'inhibition
de l'activation excessive du complément peut étre importante, et représente une stratégie

thérapeutique possible pour le traitement de ces maladies.(Yamagishi et al., 2003; Wang et al.,
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2016; Du et al., 2016;Wang et al., 2017) De nombreuses molécules synthétiques, notamment le
sulfate de dextran, le mésilate de nafamastat et la compstatine inhibent I'activation du systéeme du
complément.ll existe de nombreuses recherches sur les inhibiteurs du complément d'origine
naturelle isolés & partir de produits d'origine animale, microbienne et végeétale, tels que l'acide
phénolique, les protéines, les flavonoides, les stéroides et les polysaccharides (Jin et al., 2015).
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2.1.Matériel
2.1.1. Appareillages et petits matériels

Un certain nombre d'appareillages et petits matériels spécifiques a été utilisé au
laboratoire dans le cadre de notre étude représentés dans :
= Centrifugeuse réfrigérée.
= Ultrason.
» Deux incubateurs I'un réglé a 37°C et l'autre a 56°C.
= Bain marie.
= Balance électronique.
= Balance de preécision.
» pH metre/Température.
= Rotateur.
» Plaque chauffante.
= Pieds a coulisse électronique.
= Micropipettes, pipettes graduées, poire d'aspiration, béchers, erlenemayers, fioles

jaugées, tubes d'épindoff, boites pétri, éprouvettes, entonnoirs, spatule, para film.. .etc.
2.1.2. Produits chimiques, réactifs et matériel biologique
= Les tampons:

Tampon PBS(Phosphate Buffer Salin) /EGTA (Acide éthyléne glycol tétra acétique) avec un pH

neutre.

Tampon PBS / EGTA/ Mg++ (solution saline tamponnée (PBS) avec MgCI2 et EGTA d'un pH

neutre.

= Gel d'agarose.

= Le sang de poulet (Source des érythrocytes qui sont ensuite traitées avec I'ACD
(anticoagulant) 20 % (v/v) et stockées a une température de 4 C°).

= Echantillon du Plasma humain normal (PHN) prélevé d'un donneur adulte sain.

= Les (4) extraits polysaccharidiques issus de la plante d'Astragalus gombo (voir I'annexe
3): PS1, PS2 etissus des tiges, PSR issu des racineset PSG issu des grains de la plante.
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2.2. Méthodes

Notre travail a été réalisé au sein de laboratoire d’immunologie de la faculté de medecine
a I'université Kasdi Merbah-Ouargla qui porte 1'objectif d’étudier 1’activité anti-complémentaire
des extraits polysaccharidiques.toutes les mésures de ce travail ont été refaites 2 fois avec des
constante de vaiabilité ne dépassent pas 10 % (sauf pour la concentration réactionnelle 0,156
mg/ml de la faction PS1) (I’annexe 7).
Le protocole d’extraction décrit et réalisépar Chouana. (2017), a permis d’obtenir les (4)

fractions polysaccharidiques:

. La fraction PS1 issue d’une extraction aqueuse dans le NaOH.
. La fraction PS2 issue d’une extraction aqueuse dans I'HCI.
. La fraction PSR extraite a partir des racines de la plante par une solution

aqueuse neutre de'extraction.
. La fraction PSG extraite a partir des graines de la plante par une extraction

aqueuse neutre.

2.2.1.Préparation des 4 solutions initiales a partir des (4) extraits polysaccharidiques

Les 4 solutions polysaccharidiques initiales sont préparées par la solubilisation de chaque
extrait polysaccharidique (PSG, PS2, PS1, PSR) dans le tampon PBS / EGTA/ Mg++ comme
décrit dans le tableau 4, qui est le tampon d'activation de la voie alterne du complément et en
offrant le temps nécessaire dans le rotateur et méme en utilisant l'ultrason, pour avoir des
solutions polysaccharidiques bien solubilisées et homogénes.

Tableau 4:les 4 solutions polysacchridiques initiales.

Solution PSG PS2 PS3 PSR

Concentration (mg/ml) | 25 10 10 12,5

2.2.2.Préparation des 4 solutions meres

D'aprés ces solutions polysaccharidiques initiales concentrées, on prépare des solutions
moins concentrées, qui sont les solutions méres a une concentration de 2mg/ml, obtenues par
dilutions par le tampon PBS / EGTA / Mg++ (Wang et al., 2016; Wang et al., 2017). Le tableau
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ci-dessous présente les volumes nécessaires pris & partir des solutions initiales (SI) et de tampon
PBS/EGTA / Mg++ pour préparer les (4) solutions méres (SM).

Tableau 5:la préparation des 4 solutions meres.

Les solutions initiales PSG PS1 PS2 PSR
Concentration de SI (mg/ml) 25 10 10 12,5
Volume de SI (pl) 80 200 200 160
Volume de tampon (ul) 920 800 800 840
Concentration de SM (mg/ml) 2 2 2 2

2.2.3.Préparation des dilutions de chaque solution mére

A partir de ces solutions merespréparées d'une concentration de 2mg/ml on réalise une
série de 3 dilutions différentes (1 / 0,5/ 0,25mg/ml), effectuées également par le méme tampon
PBS / EGTA/Mg++, pour chaque solution mére. (Wang et al., 2016;Wang et al., 2017).

Le tableau ci-dessous représente la préparation des dilutions qui a été réalisée.

Tableau6: la préparation des 3 dilutions de chaque solution mére.

Concentration (mg/ml) 1 0,5 0,25
Volume de solution mére(ul) 500 250 125
Volume de tampon PBS/ EGTA / Mg++(ul) 500 750 875

2.2.4. L'étude de I'activité anti complémentaire des (4) fractions polysaccharidiques par la
technique hémolytique AP100

Une dérégulation de la voie alterne du complément constitue I'un des facteurs de risque
essentiels du développement de certains mécanismes physiopathologiquescapable de développer
des pathologies d’une grande diversité clinique. Dans cette mise au point, nOUS revenons
rapidement sur les différentes voies d’activation du complément et leurs mécanismes de
régulation par des dosages fonctionnels spécifiques, puis nous décrivons les différentes situations
pathologiques associées au complément en développant les hypothéses des mécanismes
physiopathologiques mis en cause. Une exploration du systtme du complément est

particulierement nécessaire dans un contexte de maladies auto-immunes, de certaines pathologies
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rénales, d’infections a répétition (Dragon-durey et Fremeaux-Bacchi, 2006). Une évaluation
précise de l'activité du complément activé suivant la voie alterne est un outil indispensable
également pour approcher des différents méchanismes qui participent a I'inflammation dans les
phénoménes de défense de I'organisme (Boulardet Bencharif,1984). Cette exploration
fonctionnelle permet d’avancer dans la compréhension du réle joué par le complément dans les
processus physiopathologiques de ces maladies et dans la mise en place de thérapeutiques mieux
ciblées (Dragon-durey et Fremeaux-Bacchi, 2006). L’exploration du systéme de complément est
effectuée a ’aide de techniques hémolytiques qui explorent les activités fonctionnelles et de
techniques immunochimiques qui quantifient les protéines (Frémeaux-Bacchi et al., 2012).

La technique d'AP100 est une technique hémolytique effectuée sur gel et utilise les
érythrocytes de poulet, afin d'explorer la fonction de la voie alterne de complément par la
mesure de la lyse d'érythrocytes de poulet en présence de sérum humain normal (PHN).

Le dosage d’AP100 apprécie I’activité fonctionnelle globale de la voie alterne et de la
voie finale commune sur des boites d'agarose-poulet érythrocytaire, en mesurant la lyse
d’érythrocytes de poulet (globules rouges) en présence du plasma & tester contenant les éléments
de complément dans des conditions expérimentales définies ou seulement la voie alterne est
initiée et étudiée. D'une maniére globale, les dosages hémolytiques y compris I'AP100
permettent de mesurer 1’activité fonctionnelle des protéines du complément (Frémeaux-Bacchiet
al., 2012). Les tests hémolytiques consistent a déterminer la quantité de plasma du patient
capable d’entrainer un certain taux de lyse d’un nombre donné de globules rouges estimé a
partir des zones d'hémolyse apres la diffusion radiale(Frémeaux-Bacchi et al., 2012). En se qui
concerne I'AP100, le taux de lyse des érythrocytes par les éléments de la voie alterne du
complément est de 100 % comme le nom l'indique.

Le dosage d'AP100 nous permet pas d'étudier l'intégrité fonctionnelle de la voie alterne
du complément seulement, mais il nous offre également une opportunité a étudier et évaluer la
capacité de certains bio polymeéres biologiquement actifs notamment les polysaccharides, a
moduler la voie alterne de systéme du complément, ce ci est I'objectif de notre travail du fin
d'étude.

2.2.5.Mode opératoire de la technique hémolytiqueAP100:
La technique hémolytique fonctionnelle AP100 est une procédure rigoureuse renfermant
un certain nombre d'étapes, cités ci-dessous :
1/ Préparation du tampon EGTA/Mg++
Dans un tube stérile mettre 9,8 ml de tampon (EGTA) et le mettre dans un incubateur a 56°C.
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2/ Préparation des érythrocytes du poulet

Cette étape permet d'obtenir les érythrocytes de poulet a partir du sang.Avec une
micropipette prendre 200 ul du sang et la mettre au fond d'un tube stérile comme indiqué dans
la photo 1. Centrifuger le sang du poulet a 2500 tours/min pendant 10 min, Puis lavez cette
quantité (le culot obtenu apres centrifugation) 2 foies avec 2,1 ml du tampon de lavage. Apres
lavage ajouter 2,1 ml de tampon interne (tampon de lavage) et mettre la suspension cellulaire au

bain marie a température de 45 °C.

Photo 1:la centrifugation du sang de poulet pour I'obtention des érythrocytes.

TS AN

Photo 2: Lavage (2) fois des érythrocytes de poulet par le tampon de PBS/EGTA/Mg++.
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3/ Préparation du gel d’agarose

Avec la balance mesurer 0,24 g de poudre de gel d'agarose. Ensuite ajouter 12,25 ml de
tampon de lavage (85°C). Ramener la température du gel a 45°C en utilisant la sonde de

pH/température. La photo3 indique cette étape.

Photo 3:Préparation du gel d'agarose.

4/ Préparation des boites d’AP100

Mélanger le tampon EGTA/Mg++ (9,8 ml) et le gel précédemment préparé, puis ajouter
la suspension de globules rouge du poulet préparée précédemment a 45 °C, et mélanger le tous
doucement. Couler le gel dans les boites de pétri, laisser refroidir a 4 °C pendant 10 min .En
utilisant la pipette pasteur, creuser soigneusement la boite a fin d'obtenir des puits (8 puits)
espacés de 1.5 cm. Enfin, les boites seront conservées a 4°C au réfrigérateur.la photo 4 indique

I'étape.
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Photo 4:la préparation des boites d'agarose érythrocytaires (AP100).

2.2.6.I'utilisation de la technique hémolytique AP100 pour I'étude d'activité anti-
complément des (4) fractions polysaccharidiques:

L'activité anti-complément, fait référence a I'inhibition de I'hémolyse observée en raison
de l'interaction entre les protéines du complément et le polysaccharide. Le test ne fait pas de
distinction entre Il'activation et I'inhibition du systéme du complément, mais il montre que le
systeme du complément, est affecté par la présence de certains polysaccharides. Elle est utilisée
en essai préliminaire pour la recherche de polysaccharides biologiquement actifs (Samuelsen
etal.,1998). Les substances qui inhibent I'némolyse font référence aux substances anti
complémentaires (Yamagishi et al., 2003).

L'activité anti-complémentaire a été mesurée sur la base de la consommation de
complément et du degré de lyse des érythrocytes par la voie alternative du complément, selon la
méthode de Klerx et al (Boual et al., 2015; Lee et al., 2017).

La contribution a I'étude de l'activité anticomplément de nos (4) fractions polysaccharidiques
PSG, PS2, PSlet PSR par la technique hémolytiqgue AP100 par leur incubation sur boites de

Pétri, est précédée par 3 étapes éssentiels qui sont :
1. Dilution du plasma humain normal (PHN)

Le contrble négatif représenté par le plasma humain normal (PHN) prélevé a partir d'un
donneur adulte en bonne santé (sain) comme source de complément, est dilué a 1:6 par le

tampon PBS / EGTA/Mg++, cette dilution du PHN a été choisie pour obtenir une lyse
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maximale des érythrocytes en absence d'inhibiteurs de complément en se basant sur des
études precédentes. (Boual et al., 2015;Wang et al., 2017; Lee et al., 2017).

2. Préparation de controéle positif: I'héparine

L'héparine est un glycosaminoglycane polyanionique, utilisé comme contréle positif en
raison de ses fortes propriétés anti complémentaires in vitro, qu'elle le rend un polysaccharide
tres puissant pour l'inhibition d'activation du systéme du complément. La solution d'héparine
utilisée pour notre étude est d'une concentration de 0,045 mg/ml et qui est sa dose inhibitrice
maximale de la voie alterne du complément selon Wang et al 2016. La solution de contréle
positif est préparée par dilution d'une solution initiale de 50 mg/ml en utilisant le tampon (PBS /
EGTA/Mg++).

3. Lapréincubation

Aprés que chaque extrait polysaccharidique ainsi que I'néparine (le contrdle positif) ont
été dissous dans le tampon d'activation de la voie alterne du complément PBS /EGTA/Mg++ et
différentes dilutions des solutions polysaccharidiques ont été préparées précisément par ce
tampon (1mg/ml, 0,5mg/ml, 0,25mg/ml), ensuite il ya une étape de pré-incubation des dilutions
de chaque échantillon (150 puL) avec du NHS (Normal human serum) ou PHN dilué a 1:6 (150
pL) qui ont été¢ ajoutés aux puits sur une microplaque et incubés dans un incubateur a 37 © C
pendant 10 min comme la photo5 indique. (Diallo et al., 2001; Zhang et al., 2008; Wang et al.,
2016; Lee et al., 2017).
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Photo 5: Le dépot du mélange dans les puits du microplaque a I'aide d'une micropipette.

Photo 6:La préincubation de la microplaque a I'interieur de I'incubateur 37 C° pendant 10
min.

L'incubation
L'étude de l'activité anti complément des 4 fractions polysaccharidiques est réalisée en
exploitant des boites de Pétri d'’AP100 déja préparées en suivant la procédure précédemment
mentionnée contenant 7 puits périphériques et un huitieme central pour l'incubation de:
. 80ul de chaqu'une des (3)dilutions de chaque solution polysaccharidique
(Img/ml, 0,5mg/ml et 0 ,25mg/ml), réservant chacune un puit individuel sur la boite de
Pétri.
. 80l du contrdle positif qui est I'néparine (0,045mg/ml) réservant un autre
puit individuel.
. 80pl de la solution du PHN qui répresente le contrdle négatif diluée a 1:6
réservant le puit central de boite.
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Photo 7:Le dép6t du mélange préincubé dans les puits de boite d’AP100

Les boites d'agarose-poulet érythrocytaire (d’AP100) ont été ensuite incubées dans une
chambre humide a la température ambiante pendant 24 heurs afin de permettre une diffusion

radiale des composants du sérum, et donc obtenir le maximum de lyse possible.

Photo 8:L'incubation des boites d'AP100 préparées dans les chambres humides.
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Les zones de lyse obtenues aprés I'incubation sont mesurées a l'aide d'un pied a coulisse
électronique en effectuant (3) mesures de diamétre des zones de lyse radiale en mm (M1
verticale, M2 horizontale, M3 inclinée) et d'apres ces derniéres et en exploitant I'outil de I'Excel,
on obtient par conversion les autres parametres: (la moyenne M= (M1+M2+M3) /3),le rayon r
(r= M/ 2) la surface de la lyse (S= r?x ), le pourcentage de la lyse (la surface de lyse de chaque
mélange x100 / la surface de lyse du PHN) permettant de calculer les taux d'inhibition respectifs
(% de l'inhibition = 100% - % de lyse) de la voie alterne de complément pour chaque fraction

polysaccharidique testée.

.
s

Photo 9:Mesure des zones radiales d'hémolyse obtenues aprés le temps d'incubation.

Dans l'objectif de confirmer que les (4) fractions polysaccharidiques étudiées inhibent le
complément d'une maniére dose dépendante comme le cas de plusieurs études antérieures et afin
d'avoir une idée sur les limites de la plage des concentrations correspondantes aux taux
d’inhibition optimales expérimentalement (dans quel intervalle est valide et quand elle devient
valide d'une maniére inverse ou réversible), on a décidé daugmenter le nombre et les
concentrations des dilutions utilisées pour chaque solution polysaccharidique (PSR, PS1, PS2,
PSG), a partir de chaque solution initiale correspondante (12,5; 10; 10; 25mg/ml respectivement)

en commencant par la préparation dans chaque cas d'une solution de concentration de 10mg/mi
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(10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125mg/ml en tube correspondant aux concentrations réactionnelles

suivantes: 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125; 0,156mg/ml), et on prépare de la méme maniére

précédente ces dilutions pour chaque fraction. L'incubation cette fois-ci est éffectuée dans des

boites d'agarose -poulet érythrocytaire a (9) puits, ou 6 puits réservant le mélange de chaque
solution polysaccharidique (10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125 mg/ml) avec le PHN dilué al1:6 et les

3 restants sont réservés par les trois dilutions du PHN (gamme d'étalonnage de PHN: 1:6, 1:12,

1:24).

Photo 10:La préparation de dilutions des solutions polysaccharidiques et du PHN.

Les volumes nécessaires pris des différentes solutionsméres polysacharidiques (SM) et

de tamponPBS/ EGTA / Mg++ en (ul) pour la préparation des dilutions sont cités dans les

tableaux suivants. Les concentrations citées sont en tube et correspond a (5; 2,5; 1,25; 0,625;

0,3125; 0,156).

Tableau7: la préparation des 6 dilutions de la fraction PSG .

Concentration 10 5 2,5 1,25 0,625 0,3125
Volume de SM 400 200 100 50 25 12,5
Volume de tampon 600 800 900 950 975 987,5
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Tableau 8:la préparation des 6 dillutions de la fraction PS1.

Concentration 10 5 2,5 1,25 0,625 0,3125

Volume de SM 1000 500 250 125 62,5 31,25
Volume de tampon 0 500 750 875 937,5 968,75
Tableau9:la préparation des 6 dillutions de la fraction PS2.

Concentration 10 5 2,5 1,25 0,625 0,3125

Volume de SM 1000 500 250 125 62,5 31,25
Volume de tampon 0 500 750 875 937,5 968,75
TableaulO:la préparation des 6 dillutions de la fraction PSR.

Concentration 10 5 2,5 1,25 0,625 0,3125

Volume de SM 800 400 200 100 50 25
Volume de tampon 200 600 800 900 950 975

L'étude de l'activité inhibitrice de la voie alterne du complément de ces nouvelles (6)
solutions polysaccharidiques préparées avec ces (6) dilutions en exploitant toujours la technique
hémolytique fonctionnelle AP100 est ensuite effectuée de la méme maniere décrite
précédemment et en suivant les mémes étapes de manipulation. Les taux d'inhibition de chaque

fraction polysaccharidique sont éstimés
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3.1.Etude de I’activité anti complémentaire des (4) fractions polysaccharidiques

L'exploitation de la technique hémolytique fonctionnelle AP100 pour I'étude de I'activité

anti complémentaire des (4) fractions polysaccharidiques nous a permis d'obtenir les résultats

suivants. les valeurs des différents parametres calculés sont récapitulées dans les tableau ci-

dessous. Les courbes ont la méme allure et montrent que le taux d'inhibition augmente avec

l'augmentation des concentrations réactionnelles: 0,125; 0,25; 0.5mg/ml qui correspondent aux

concentrations en tube suivantes : 0,25; 0,5; Img/ml et cette constatation est pour les 4 courbes.

3.1.1.La fraction PS1:

Tableaull:les resultats de calcul des taux de la lyse et de I'inhibition pour les trois dilutions

de la fraction PS1.

Doses(mg/ml) M1 M2 M3 M R Surface %o de la lyse % d'inhibition
PS11 9,28 10,08 9,55 9,64 4,82 72,94 73,99 26,01
PS10,5 10,51 9,87 9,84 10,07 5,04 79,69 80,84 19,16
PS1 0,25 10,41 9,82 104 10,21 511 81,87 83,05 16,95
PHN 1/6 11,54 10,95 11,12 11,20 5,60 98,58 100 0
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Figure 22 : courbe représentant le taux d'inhibition des trois dilutions de la fraction PS1.
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3.1.2. La fraction PSR

Tableau 12:les résultats de calcul des taux de la lyse et de I'inhibition pour les trois
dilutions de la fraction PSR.

Ladose(mg/ml) M1 M2 M3 M r surface %de la lyse % d'inhibition
PSR 1 9,07 921 9,28 9,19 4,59 66,28 67,24 32,76
PSR 0,5 9,76 9,01 9,09 9,29 4,64 67,73 68,71 31,29
PSR 0,25 9,2 9,57 10,03 9,6 4,8 72,38 73,43 26,57
PHN 1/6 11,54 10,95 11,12 11,20 5,60 98,58 100 0
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Figure 23: courbe de taux d'inhibition des trois dilutions de la fraction PSR
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3.1.3. La fraction PSG

Tableaul3:les résultats de calcul des taux de la lyse et de I'inhibition pour les trois dilutions
de la fraction PSG.

La dose (mg/ml) M1 M2 M3 M r surface %de la lyse % d'inhibition
PSG 1 11,26 11,03 11,21 11,167 5,58 97,93 82,20 17,80
PSG 0,5 11,33 10,69 10,5 10,84 5,42 92,29 77,46 22,54
PSG 0,25 11,36 9,97 10,21 10,551 5,26 86,81 72,86 27,14
PHN 1/6 12,32 12,26 12,37 12,32 6,16 119,15 100 0
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Figure 24: courbe de taux d'inhibition des trois dilutions de la fraction PSG.
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3.1.4 la fraction PS2

Tableaul4:les résultats de calcul des taux de la lyse et de I'inhibition pour les trois dilutions
de la fraction PS2.

La dose (mg/ml) M1 M2 M3 M R Surface %ode lalyse % d'inhibition
PS2 1 11,64 10,4 11,13 11,06 5,53 96,02 80,59 19,41
PS2 0,5 10,68 10,7 10,74 10,71 5,35 90,03 75,57 24,45
PS2 0,25 10,68 10,32 10,62 10,54 5,27 87,25 73,23 26,77
PHN 1/6 12,32 12,26 12,37 1232 6.16 119,14 100 0
30 -
—e
25
| /
S
= 15 -
:.g —&— % d'inhibition
2 10 -
e
=
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Figure 25 : courbe de taux d'inhibition des trois dilutions de la fraction PS2.

De nombreuses études ont rapporté l'activité sur complément de polysaccharides d'herbes
et de plantes médicinales (Yamada et Kiyohara, 1999). Une étude précédente a montré que dix-
sept polysaccharides solubles dans I'eau obtenus a partir de diverses plantes ont été testés pour
des activités anti-complémentaires, une activité considérable a été observée pour la plupart de

ces polysaccharides. (Yamada et al.,1985).Cette étude a mis en valeur la capacité des certains
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polysaccharides issus des plantes a interagir avec les composants du systeme du complément et
a différents stades de son activation pour l'inhiber.

Par I'utilisation de la technique hémolytique AP100 et en comparant les taux d'inhibition
obtenus apres I'exploitation de l'outil d'Excel pour les (4) fractions polysaccharidiques étudiées
(PS1, PS2, PSR et PSG) avec le taux d'inhibition de contréle positif représenté par I'héparine
(une inhibition de 88,72% correspondant a la dose de 0.045mg/ml et également la comparaison
des zones d'hémolyse obtenues avec celle du PHN, on a trouvé cette capacité d'inhibition plus
précisement de la voie alterne de complément présente chez les (4) fractions, dont la plus forte
est celle de la fraction PSR.Nos résultats sont en accord avec les études réalisées sur desextraits
de différentes especes d'Astragalus ont montré une large variété d'activités biologiques
permettant de les qualifier d’agents antioxydant, diurétique, antidiabétique, hépatoprotecteur,
neuroprotecteur, analgésique, expectorant protecteur du tractus gastro-intestinaletplus
intérréssant encore des effets immunomodulateurs forts a la fois in vitro et in vivo. Certains
extraits d'Astragalus ont également été identifiés comme des antimicrobiens, antihypertenseurs
et anti-inflammatoires.Un groupe diversifié de composés pharmacologiques actifs a été isolé des
racines, des feuilles, des gousses et des graines d'Astragalus (Chouana, 2017).Les
deuxfractions:PSlet PS2 issues d'Astragalus gombo sont des polysaccharides de nature
pectique.

La relation entre la structure et ’activité biologique des polysaccharides pectiques est
proposeée pour la premiére fois par Yamada et al. (1986), aprés 1’étude des polysaccharides
pectique issus de Bupleurum falcatum L, une plante japonaise utilisée en médecine traditionnelle
pour les hépatites chroniques et les maladies auto-immunes (Angone et al., 2010).

Vue a leur activité anti complément importante prouveée, ils sont méme utilisés parfois
comme un contrdle positif pour I'étude de l'inhibition de systeme de complément par d'autres
polysaccharides. Samuelsen et al. (1999) ont utilisé une fraction pectique appelée PMII comme
contréle positif dans le cadre de I'étude d'activité anti complément des fractions d'hétéroxylane
issues de la plante médicinale Plantago major L.

Chouana, (2017) par une analyse Chromatographique en Phase gazeuse couplée a la
spectrophotométrie de masse, a déterminé la composition en monosaccharides constitutifs (%
molaire) des (2) fractionspolysaccharidiques extraites des tiges (PSlet PS2).

Le pourcentage molaire (%) de composition de la fraction PS1 en monosaccharides
Gal, Ara, Rha, Glc, Xyl, GalA et GIcA est respectivement: 13,4/ 21,5 /9,7/4,1/ 31,7/ 13,5/ 5,9
(Chouana, 2017).
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L’analyse de la composition en monosaccharides de la fraction PS1( voir le tableau 15).,
a montré une composition différente comparée a celle de PS2. Notons la richesse en xylose (31,8
%), en arabinose (21,6 %) et en galactose (16,9 %).Cette composition en monosaccharides est
proche de celle des hémicelluloses (Chouana, 2017).Les hémicelluloses sont I'un des trois
composants principaux de la biomasse lignocellulosique, représentant environ20-40 % de la
biomasse en poids(Wertz,2011). Les hémicelluloses contiennent plusieurs sucres a 5 atomes de
carbone (sucres C5) tels que le xylose et I'arabinose, des sucres a C6 tels que le glucose, le
mannose, le galactose, lI'acide galacturonique et I'acide glucuronique. Les résidus de xylose ont
également été jugés pour leur effet sur I'activité anti complémentaire.

Samuelsen et al. (1999) ont prouvé la forte activité anti complémentaire de 1’extrait
polysaccharidiquebrut isolé et des fractions obtenues apreés fractionnement de ceu-ci a partir des
graines de Plantago major L, qui sont des hétéroxylanes. La concentration de ces
polysaccharides a inhiber la lyse des érythrocytes a 90% a été estimée est 750 g / ml, qui est
une activité inhibitrice tres prometteuse.La fraction obtenue aprés fractionnement de I'extrait brut
est composeée de : 37,5 % de xylose, 27,6 % d'arabinose, 17,3 % d'acide galacturonique, 5,2 %
d'acide glucuronique, traces de rhamnose, 6,8 % de galactose et 4,0 deglucose (Samuelsen et al
1999).Cette fraction consiste en un squelette de -D-Xylp lié en (1-4) avec de courtes chaines
latérales attachées en position 2 dans certains résidus dep-D-Xylp liés en (1-4). Les chaines
latérales sont constituées de B-D-Xylp, de a-L-Araf et de a-D-GIcpA. Des résidus a-D-GalpA
liés en (1-4) ont également été détectés, en plus de petites quantitées de Rhap et de
Galp(Samuelsenet al 1999).La fraction polysaccharidique PS1 posséde une teneur importante en
xylose (31.7 %) et qui est trés proche de celle de la fraction étudiée par Samuelsen et al. (1999),
possédant 37.5 % de xylose.

De nombreux polysaccharides possédant dans leur composition osidique des résidus
galactose et arabinose, ont €té un sujet dont ils ont prouvé leur effet intéressant sur l'activité anti
complémentaire de ces polysaccharides actifs.

Les polysaccharides, tels que les arabinogalactanes, les galactanes et les glucanes,
possédent une activité immunomodulatrice, interagissent directement ou indirectement avec le
systéeme immunitaire (Jia et al., 2018). Les teneurs élevées en arabinose et en galactose ainsi que
I'existence de structures ramifiées sont des exigences pour l'activité anticomplémentaire. (Du et
al., 2016).

Wang et al. (2016) ont également suggéré dans leur étudequeles activités anti-
complémentaires des deux polysaccharides étudiés par eux méme,sont probablement dues a la

présence de galatose et d'arabinose dans leurs structures chimiques.Plusieurs polysaccharides de
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plantes sont biologiquement actifs et ont des effets sur le systéme immunitaire humain. Des
exemples en sont les arabinogalactanes des baies de Viscum album étudiés par Wagner et Jordan.
(1988), et ceux deEchinacea purpurea testés par Wagner et al. (1988) et les pectines d'Angelicu
acutilobu par Kiyohara et al. (1988) (Samuelsen et al., 1998).

Un exemple d'étude, les travaux réalisés par Samuelsen et al. (1998), ou ils ont prouvé

gu'unarabinogalactane(PMIa)extrait des feuilles de Plantago major Lavec un poids moléculaire
de 77 a 80 kDa,posséde une activité anti-complément puissante.Ce polysaccharide se compose
d’arabinose (38%), de galactose (49%), de rhamnose (6 %), l'acide galacturonique (7%)
(Samuelsen et al., 1998).
La composition de la fraction PS2 en monosaccharides Gal, Ara, Rha, Glc, Xyl, GalA et GIcA
est respectivement: 16,8/ 8,9/ 11,9/ 4,7/ 3,9/ 52,1/ 1,4 comme mentionné dansle tableau 15. Les
polysaccharides riches en acides galacturoniques sont désignés sous le nom de polysaccharides
pectiques acides. (Chouana, 2017).Tant que ce polysaccharide est riche en  acides
galacturoniques (52,1%), par conséquent il est de nature pectique acide. La composition de PS2
est proche de celle des rhamnogalactane de type | (RG-I) (Chouana, 2017).

Plusieurs travaux montrent que les pectines acides comme les homogalacturonanes (HG),
rhamnogalactanes (RG) isolés des plantes utilisées enmédecine traditionnelle comme le RG-I
extrait a partir deBupleurum falcatum, présentent des activités biologiques sur les macrophages,
lymphocytes-T, activité anti-ulcére, la régulation de Dactivité des récepteurs FC des
macrophages, sur les cellules naturalkiller (NK), et également sur le systeme du
complément(Angone et al., 2010). Les auteurs montrent que le motif actif caractérisé des RG-I
de Bupleurum falcatumqui aurait des effets importants sur le systeme du complément serait plus
probablement des complexes d’oligomeres de galactanes composés des chaines distinctes de (1-
3) et (1-6) galactose, avec l'existence des branches. Plusieurs travaux montrent aussi que
’activité biologique des pectines sur le systeme immunitaire serait essentiellement liée aux
chaines latérales des RG-I(Angone et al., 2010).1l est intéressant de noter que certains
polysaccharides qui possédent une activité anti complément considérable,contiennent
couramment les résidus a-D-GalpA et a-L-Rhap dans la chaine principale. La présence d'un
squelette formé d'unité récurrentedans le polysaccharide pourrait étre tres importante dans la
I’activité anticomplément (Wang et al., 2016).

Selon d'autres etudes réalisées par Zhao et al. (1991), Hiroako et al. (1996) et Di et
al.(2013), les glycanes contenant de 1’acide galacturonique ont été jugés importants pour

’activité anti complémentaire des polysaccharides (Du et al., 2016).
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Du et al. (2016) ont arrivé a trouver une relation entre l'activité anti complément des
polysaccharides étudiés et leur teneurs en acide uronique notamment l'acide galactuoronique.

Les résultats d'analyse de composition des deux polysaccharides ramifiés étudiés,
montrent la richesse de polysaccharide qui possede I'activité anti complément la plus forte (PW-
PS2)en acide galactuoronique (42.0%), en galactose (22.2%) et en arabinose (12.3%).Ces deux
polysaccharides avaient des teneurs similaires en protéines et ensulfates (Du et al., 2016).

La faible teneur relative en acide galacturonique de deuxiéme polysaccharide ramifié
étudié (PW-PS1) peut étre une explication possible de son faible activité anti complément par
rapport au premier polysaccharide (Du et al., 2016).

Pour valoriser et confirmer l'effet intéressant d'acide galacturonique sur l'activité anti
complément, plusieurs chercheurs scientifiques travaillent sur la modification de la composition
des polysaccharides natifs, plus précisément en effectuant une réduction des groupes carboxyle
de GalA, ensuite ils étudient I'influence de cette modification sur l'activité anti complément de
ces nouveaux polysaccharides étudieés.

De plus, l'activité anti complémentaire et les cibles de leurs produits réduits en groupes
carboxyle des polysaccharides ont également été étudiées, selon la découverte précédente que les
acides uroniques présents dans les polysaccharides pourraient influencer leur activité anti
complémentaire (Du et al.,2016).Cette étude est en accord avec celle de Kiyoharaetal. (1988),
qui a prouvé que lorsque les groupes carboxyle de GalA dans les polysaccharides pectiques
acides étudiés ont été réduits, 90% de la GalA ont été convertis en Gal. Les nouveaux
polysaccharides avec des groupements carboxyles réduits étant difficiles a solubiliser dans I'eau
aprés réduction, et l'activité anti-complémentaire qui a été mesurée pour ces polysaccharides
modifiés a été réduite. Par conséquent, la réduction descarboxyles des polysaccharides a
considérablement diminué leurs activités anti-complémentaires.Ces résultats suggerent que les
groupes carboxyles de GalA dans les polysaccharides acides affectent leurs activités anti-
complémentaires (Kiyohara et al., 1988).Plus intéressant encore, l'activité anti-complément de
polysaccharide testé a été largement réduite dans le produit réduit en carboxyle. Alors, ils ont
suggeré que les groupes carboxyle jouentégalement un rdle important dans l'activité anti-
complément (Wang et al.,, 2016).Ces études antérieures et beaucoup d'autres ont réussi a
apprécier le role crucial que jouent les groupes carboxyles d'acide galacturonique des

polysaccharides sur leur activité anti complémentaire.
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Tableaul5: la composition en monosaccharide (%molaire) des deux fractions
polysaccharidique PS1 et PS2.

Monosaccharides (% molaire)
Fraction Gal Ara Rha Glc Xyl GalA GIcA
PS1 134 215 9,7 41 31,7 135 59
pPS2 16,8 89 119 47 39 521 14
Source : (Chouana, 2017)

La fraction PSG issue des grains d'Astragalus gombo est un galactomannane. Les
galactomannanes qui ont un squelette de mannose sur lequel se greffent des résidus galactose ;
on les trouve comme composes majeurs de stockage dans les graines de certains dicots tels que
légumineuses (guar, caroube, tara...) (Wertz,2011).Cette fraction degalactomannane est
exclusivement composée de deux monosaccharidesneutres: le mannose et le galactose (Chouana,
2017).La caractérisation structurelle (voir le tableau 16)a indiqué que cette fraction est un
galactomannane avec un rapport mannose / galactose de 1.7 formé par un squelette de résidus -
(1-4)-D-mannopyranosyle (63 £ 0,7 % mol), substitués en position O-6 par un seul résidu de
galactopyranose (37 + 0.9 % mol), avec un poids moléculaire moyen de 1.1 x 10° g /mol
(Chouana et al., 2017).Les galactomannanes ont été mis en évidence pour leurs propriétes
antioxydantes et immunomodulatrices. Les polysaccharides du genre Astragalus ont une large
gamme d'effets immunomodulateurs sur les animaux, probablement en raison de leur
hétérogénéité structurelle, leurs compositions en monosaccharides, leurs masses moléculaires,
leurs liaisons glycosidiques et leurs conformations de chaine (Boual et al., 2015).

Il a été établi que de nombreuses paramétres chimiques (poids moléculaire, rapport Man/
Gal, degré de ramifications) des Galactomannanes pouvaient étre trouvées en raison de la
grande hétérogéneéité des espéces vegetales. Par consequent, les Galactomannanes sont
considérés comme des polysaccharides veégétaux multifonctionnels largement répandus dans la
nature (Boualetal., 2015).Les zones non substituées des chaines de galactomannanes sont a la
base des interactions intramoléculaires (la molécule se replie alors sur elle-méme) et des
associations intermoléculaires (lamolécule s’associe alors a une autre molécule) (Dakia et al.,
2010).
Les chaines de galactomannanes fortement ramifiées (avec un rapport Man/ Gal bas)
interagissent préférentiellement avec I’eau, tandis que les chaines peu ou pas ramifiées

interagissent entre elles ou avec d’autres molécules par le biais des zones non-substituées.
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L’augmentation (ou la force) des interactions évolue avec la diminution du nombre d’unités
galactose et la distribution en bloc des galactoses dans les galactomannanes (Dakia et al., 2010).
D'apres la description structurale de notre galactomannane étudié avec un rapport Man/ Gal
équivalent a 1.7 (37 = 0.9 % mol du Gal).En comparantcette valeur avec d'autres valeurs de
rapport Man/ Gal,il semble qu'il est moyennement ramifié ce qui explique probablement son
activité anti complémentaire prouvée, évidement apres son interaction intermoléculaire avec ses
éléments cibles probables de la voie alterne de systéeme du complément.En outre, I'activité anti
complémentaire de la fraction PSG est probablement liée a I'existence des résidus D-galactose, et
comme on a décrit précédemment, les polysaccharides testés pour cette activité renfermant ce
résidu, ont fortement prouvé et a de nombreuses occasions d'études antérieures, qu'ils sont
capables d'étre exploités comme substances inhibitrices de complément pour des fins
thérapeutiques, citons les travaux de: Jia et al. (2018) ; Du et al. (2016); Wang et al. (2016);
Boual et al. (2015); Samuelsen et al. (1999) et Samuelsen et al. (1998) et qu'on a discuté déja.

Tableaul6:la composition en monosaccharides de I'extrait polysaccharidique (PSG) des
graines d'Astragalus gombo .

Monosaccharides(mol%o)

Extrait Gal Man Manp/Galp

PSG 37+0,9 63+0,7 1,7

Source : (Chouana, 2017)

La fraction PSR est un polysaccharide extrait a partir des racines de la plante
d'Astragalus gombo.En pharmacopie chinoise les polysaccharides issus des plante du genre
Astragalus ont une variété d'activité biologique citant immunomodulatrice, antitumorale et
hypoglycémiante (Zhu et al., 2011).

En medecine chinoise, les racines d'Astragales sont utilisées en décoction ou elles
sont mises a mijoter dans les ragotts de riz qui sont alors recommandés pour dynamiser 1’énergie
vitale et renforcer la résistance du corps. Ainsi, du fait de ses propriétés toniques et
immunostimulantes pour le traitement du diabéte et des néphrites, la racine séchée d’Astragale
est utilisée avec d’autres produits d’herboristerie pour traiter la baisse de I’immunité cellulaire
qui suit des traitements thérapeutiques lourds tels que la chimiothérapie. Elles sont également
utilisées pour la régénération des tissus, la cicatrisation des plaies et la fabrication de
médicaments visant a renforcer le systeme immunitaire apres les traitements anticancéreux
(Chouana, 2017). Les hetéropolysaccharides extraits a partir des racines d'Astragales sont
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généralement des glucanes ( PSR est un glucane) avec des substitutions formant les branches de
la chaine principale a savoir par des résidus de: l'acide glucuronique (GIcA), de I'acide
galacturonique (GalA), de glucose (Glc), de galactose (Gal), d'arabinose (Ara), de rhamnose
(Rha), de mannose (Man), de xylose (Xyl), de fucose (Fuc), fructose (Fru) et de ribose (Rib)
(Chouana, 2017). la majorité de ces résidus constitutifs affectent I'activité anti complémentaire
des polysaccharides prouvant I'existence d'une relation entre I'activité anti complémentaire des
fractions testées et leurs compositions osidiques.

Zhu et al. (2011) ont montionné qu'un polysaccharide astragale de type o -(1-4)-D-
glucane branché posséde une importante activité immunomodulatrice. Ils sont également signalé
qu'un autre a -(1-4)-D-glucane a un potentiel effet thérapeutique sur la glomérunephrite.
deux fractions polysaccharidiques API et APII ont été extraites a partir des racines d'Astragalus
mongholicus possédant une épine dorsale formée de (1-3)-p-D glucopyranosyl ont prouvé une
activité antitumorale importante apres leur exploitation dans une experimentation animale

(injection des polysaccharides dans des souris).

3.2La nature d'inhibition de I'activation de la voie alterne du complément par les (4)
fractions polysaccharidiques étudiées

Apres notre deuxiéme essai consistant a élargir la gamme des dilutions des (4)

solutions polysaccharidiques testées et d'aprés l'analyse les courbes de taux d'inhibition

obtenues des 4 fractions en fonction de ses différentes concentrations utilisées, on constate

qu'ils ont pratiqguement la méme allure. Les résultats sont montrés dans les courbes suivantes.
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Figure26: courbe de taux d'activité anticomplémentaire des six dilutions de la fraction PS1.
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Figure 27 : courbe de taux d'activité anticomplémentaire des six dilutions de la fraction
PSR.
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Figure28: courbe de taux d'activité anticomplémentaire des six dilutions de la fraction
PSG.

30 +

== %d'inhibition
20 -

15 -

10 -

% d'activité anticomplémentaire

0 T T T T T 1

4 .6 8 10 12
concentration (mg/ml)

Figure 28 : courbe de taux d'activité anticomplémentaire des six dilutions de la fraction
PS2.
L'étude de l'activité anti-complémentaire des (4) fractions polysaccharidiquesissuesd'Astragalus

gombo: PS1, PS2,PSR, PSG et le contr6le positif I'néparine par la technique hémolytique
61



Chapitre 3 : resultats et discussion

AP100, a montré qu'elles ont toutes bloqueé I'hémolyse des éerythrocytes de poulet par la voie
alternative de complément de maniére dose-dépendante cela signifie que I'activité inhibitrice de
polysaccharide est dépendante de son dose utilisée (concentration). Autrement, le taux
d'inhibition de l'activation du systeme du complément par le biais de la voie alternative de
chaque fraction polysaccharidique seule, augmente avec I'augmentation de sa concentration.

Les résultats obtenus sont en accord avec une multitude des études antérieures sur les
polysaccharides citant comme exemple celle réalisée par Wanget al. (2008), qui ont étudié
I'activité anti complément des 4 fractions polysaccharidiques extraites et purifiées a partir de son
de riz degraissé et ont prouvé qu'elles ont toutes inhibé I'activation de complément d'une
maniére dose dépendante. Le méme résultat a été attient par Wanget al. (2016), aprés une étude
de l'activité anti complément d'un polysaccharide acide issu deForsythia suspensa. C'est le cas
également de I'étude realisee par Wanget al. (2017), ou il a été signalé que les deux
polysaccharides issus a partir d'Eclipta prostata étudiés, provoquent I'inhibition de I'hémolyse
des érythrocytes de mouton par la voie alterne de complément & 50% d'une maniére dose-
dépendante et méme par Samuelsen et al. (1998) qu'ils ont testé des fractions d'arabinogalactane
issues desfeuilles de Plantago major L, et ils ont signalé que l'activité augmente avec
l'augmentation des concentrations en polysaccharides.

Dans un premier temps et dans la plage des doses située entre 0,125 et 0,625 mg/ml, il ya
une interaction intermoléculaire entre les molécules polysaccharidiques et des sites limités des
composants de la voie alterne du complément similaire a une interaction enzyme-substrat tant
que les élements de complément sont des enzymes. Cette interaction induit a un bloguage de
I'némolyse des érythrocytes de poulet, c'est le phénomeéne d'inhibition.Dans ce cas la notion de la
dose-dépendance de l'activité anti complémentaire de toutes les fractions polysaccharidiques en
question, est validée.
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Figure 29:représentation graphique du phénomeéne d'inhibition.

Le résultat atteint est effectivement compatible avec des études antérieures sur l'activité
anti complémentaire déja réalisées ou les concentrations (doses) inhibitrices (CI) pour la majorité
des cas sont comprises dans cette plage des doses : 0.2 mg/ml < CI < 1 mg/ml .Parmi ces études
on mentionne les résultats des travaux suivants :

= Selon Wang et al. (2008), la Cl de I'nétéro polysaccharide RBP2a qui provoque
I'inhibition de complément a 90% est 1000ug/ml.

= Selon Wang et al. (2016), la ClI de polysaccharide natif(Fs-8-ba2)qui provoque
I'inhibition par la voie alterne du complément a 50% est 0.218 + 0.015 mg/m.

= Selon Wang et al. (2017), I'inhibition de I'némolyse par les deux polysaccharides:EAP1
et EAP2 est 0.198+0.043 et0.273+0.038mg/ml respectivement.

= Selon Angone et al. (2010), Les tests biologiques de 1’extrait brut contenant différents
hétéroxylanes présentent une grande activité anti complémentaire (90 % d'inhibition) a
une concentration de 750 pg/ml.

= Selon Boual et al. (2015),ladose de l'inhibition de I'némolyse par legalactomannane

WSPF testé est de 1000ug/ml.
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Tout en allant vers les concentrations supérieures a 0,625mg/ml, il ya une réversibilité du
premier phénoméne expliquée par [I'apparition d'une compétition entre les molécules
polysaccharidiques sur les sites limités des composants de la voie alterne du complément, par
conséquent les enzyme sont libres, elles se réactivent normalement par cascade protéolytique
induisant la formation du complexe d'attaque membranaire CAM et donc le déblocage de
I'inhibition et I'némolyse des érythrocytes. Cette fois-ci I'activité inhibitrice des polysaccharides
testés se réduit significativement avec l'augmentation de I'échelle de concentrations ou
I'inhibition devient dose dépendante d'une maniére inverse, tout en constatant que la dose qui
correspond a la I'activité inhibitrice maximale est celui de 0,625mg/ml pour toutes les 4 fractions
étudiées, ce qui nous a permet de dire que ces fractions peuvent probablement avoir un caractére
biphasique comme dans le cas de I'héparine (deviennent activatrice d'une maniére indirecte de la

voie alterne de systéme du complément a une plage donnée de concentrations).
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Figure 30:représentation graphique du phénomene de réversibilité de I'inhibition.

Par I'analyse attentative des résultats représentés sous forme des courbes, et en se basant
sur la logique mathématique fait impliquant le calcul des concentrations a partir des équations
des graphes des taux d'inhibition en fonction des doses des fractions polysaccharidiques dans le

cas de phénoméne de réversibilité, on peut avoir une probable prédiction sur les valeurs des
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concentrations responsables de la disparition de premier phénoméne (I'inhibition) et I'apparition
de deuxiéme (réversibilité) dans toutes les fractions théoriqguement. Les résultats des calculs sont
récapitulés dans le tableau suivant.

Tableaul7: les valeurs des concentrations responsables de changement de phénomene de

I'inhibition.

Fraction A b C
PSR -7,76 50,46 6,50
PS1 -1,92 36,907 19,22
PS2 -4,09 27,92 6,83
PSG -3,22 22,041 6,85

Tenu compte que C c'est la valeur de concentration, C=(-b/a)

Par l'utilisation du test de la régression linéaire par éstimation de courbe traité par le
programme de SPSS,on a trouvé que ces deux phénoménes (l'inhibition et son réversibilité) sont
reliés & 92,4 % (R?*=0,924 avec un P= 0,009) entre eux et l'apparition de deuxiéme implique
obligatoirement la disparition de premier, c¢a signifie que les molécules (les molécules
polysaccharidiques et les composants de complément contenant dans le PHN) mises en jeu dans
les deux phénomeénes de blocage et de déblocage de la voie alterne sont les mémes.cette relation
est montrée dans la courbe suivante ou le degré d'inhibition est représenté par la variable
indépendante a positif, tandis que le degrée de sa revérsibilité estreprésenté par la variable

dépendante a négatif.
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Figure 31: la courbe de test de la régression linéaire obtenue par SPSS.
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3.3. Comparaison entre le pouvoir inhibiteur des 4 fractions Polysaccharidiques

Vue aux résultats obtenus par la technique hémolytique fonctionnelle AP100, la fraction
ayant la plus forte activité anti complémentaire est la fraction PSR extraite a partir des racines
puis la fraction PS1 35,26 % + 0,0543, puis PS2 27,19 % * 0,0513 et finallement la fraction
PSG 21,17 % £ 0,0124 % en derniér (voir la figure 30).dans les résultats de chaque essai.Cette
fraction peut atteindre une valeur d'inhibition équivalente a 50,56% + 0,0901 % autrement dit
cette fraction consomme pratiquement la moitié des élements du complément contenant dans le
PHN et a une dose non toxique (0,625mg/ml), par consequent elle prévient I'némolyse des
érythrocytes a la moitié. Cette constatation peut rendre ce polysaccharide un inhibiteur
prometteur de la voie alterne du complément.

Les résidus monosaccharidiques: GalA, Gal, Rha et Ara ont été jugé par plusieurs études
antérieures pour leur effet important sur I'activité anti complément des polysaccharides testés.

Les deux fractions PSlet PS2 possédent la méme composition en monosaccharides
constitutifs avec des teneurs différentes, et les deux ont dans leur composition osidique des
résidus de galactose, en commun avec la fraction PSG qui est un Galactomannane.Les fortes
teneurs en GalA (52.1 %), en Gal (16.8 %) et en Rha (11.9 %) de PS2, explique son activité anti
complémentaire considérable par rapport a celle de PS1 qui posseéde des teneurs en résidus
constitutifs mentionnés respectivement: (13.5 %), (13.4 %), (9.7 %)et qui sont relativement
faibles.La composition osidique de la fraction PSR semble proche et plus diversifiée a celle de
PSlet PS2 selon Chouana. (2017) mais probablement avec des teneurs différentes.L'activité
inhibitrice de la voie alterne de complément de la fraction PSG, réside essentiellement dans
I'existence de Gal (37 £ 0,9 %) dans son composition osidique, en tant qu'un galactomannane,
sans l'existence de GalA qui est l'un des exigences les plus pertinentes de l'activité anti

complémentaire des polysaccharides en question.
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Figure32: les courbes des taux d'inhibition des six dilutions des 4 fractions
polysaccharidiques (PS1, PSR, PSG, PS2).

Les activités biologiques des polysaccharides notamment l'activité anticomplémentaire
est affectée par plusieurs facteurs surtout leur composition chimique en monosaccharides.

Dans I'objectif d'étudier la relation entre le polysaccharide et sa composition osidique et
par l'utilisation du test de corrélation bivariée traité par le programme SPSS entre deux
paramétres qui sont le taux d'inhibition maximale de la voie alterne de complémentde fraction
polysaccharidique testée et sa teneur en glucose, on a trouvé que la teneur en glucose explique
87,8 % la variation de taux d'inhibition du fraction avec un P= 0,019 et la relation entre ces
deux paramétres est proportionnelle avec un R?=0,937 , autrement dit plus la fraction est riche
en glucose plus son taux d'inhibition maximale augmente et le pouvoir inhibiteur augmente, tenu
compte qu'on utilisé deux polysaccharides de type de glucaneAPI et APIl ont été extraites a
partir des racines d'Astragalus mongholicus possédant une épine dorsale formée de (1-3)-p-D
glucopyranosyl étudiés par Zhu et al., (2011)La figure 32 explique la relation linéaire.

Le résultat obtenu confirme et valide notre résultat trouvé concernant le fort pouvoir
inhibiteur de la fraction PSR qui est un glucane donc elle est trés riche en glucose, par
conséquent ce monosaccharide est I'un des exigences de l'activité anticomplémentaire des

polysaccharides comme une multitude des études antérieures ont signalé
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Figure 33:La courbe de la corrélation bivariée obtenue par SPSS entre la teneur en Glc et
le taux d'inhibition de la fraction testée.

Encore une fois et par l'utilisation du test de corrélation bivariée traité par le programme
SPSS entre deux nouveaux paramétres qui sont le taux d'inhibition maximale de la voie alterne
de complément de fraction polysaccharidique testée et sa teneur en galactose cette fois-ci, on a
arrivé a trouver que la teneur de la fraction polysaccharidique en galactose explique 89.2 % la
variation dans taux d'inhibition maximale de la voie alterne du complément et les deux
paramétres sont inversement proportionnels avec un R?= 0.944 et P= 0.016, ca signifie que plus
la fraction polysaccharidique est trés riche en galactose plus son taux d'inhibition maximale se
réduit est devient relativement faible. Cela est montrée dans la figure33

Ce résultat d'analyse atteint est compatible avec notre résultat obtenu aprés la
comparaison entre les taux d'inhibition maximales des 4 fractions qui montre que la fraction
ayant la plus faible activité antiomplémentaire est PSG et qui la fraction la plus riche en
galactose. Malgré que plusieurs rapports antérieurs ont signalé que des polysaccharides
contenant dans leur structure chimique du galactose (galactanes, rhamnogalatane,
galactomannane, arabinogalactane...etc) ont une activité anticomplémentaire, mais la haute
teneur en celui-ci peut affecter négativement [l'activité.Dakia et al. (2010) ont
signaléquel’augmentation (ou la force) des interactions évolue avec la diminution du nombre
d’unités galactose et la distribution en bloc des galactoses dans les galactomannanes, relation
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inversement proportionnelle est considérée également comme une explication possible de la

faibe activité inhibitrice de la fraction PSG.
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Figure 34: La courbe de la corrélation bivariée obtenue par SPSS entre la teneur en Gal et
le taux d'inhibition de la fraction testée.

3.4. La bi fonctionnalité de I'héparine

L'héparine est un glycosaminoglycane poly anionique hautement sulfaté d'acide uronique
et de glucosamine largement utilisé en tant que anticoagulant (Wang etal., 2016; Du et al.,
2016).Ce glycosaminoglycane poly anionique a la caractéristique d'avoir deux activités
contradictoires distinctes sur le systeme de complément, une activité inhibitrice qui a été la plus
étudiée et prouvée dans plusieurs études antérieures, et une autre activatrice qui est mal étudiée
et décrite. on a essayé de prouver expérimentalement la caractéristique bi phasique (inhibiteur/
activateur) selon les doses de ce polysaccharide utilisées. Les résultats de cette étude sont
récapitulés dans le tableau et les figures suivantes .
Tableaul8: les résultats de calcul des taux de la lyse et de I'inhibition pour les deux

différentes doses de I'héparine.

La dose %d'inhibition
0,045mg/ml 88,72
1mg/ml -48,06
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Figure 35: la courbe de taux de I'inhibition de I'héparine en fonction des deux doses
utilisées.

3.4.1. L'activité inhibitrice de I'héparine

L'héparine a longtemps été reconnu comme un inhibiteur in vitro de I’activation du
complément. Il interfere avec l'activation du complément a plusieurs stades, ou il a été rapporté
que ses groupes sulfates jouent un réle crucial dans cette activation anticomplémentaire et
méme dans les activités d'anti coagulation Cependant, peu d’études ont porté sur 'utilisation
potentielle de 1’héparine comme agent anticomplément in vivo en raison de ses propriétés
anticoagulantes, qui provogue un effet secondaire grave entrainant une dégradation des
plaquettes provoquant une thrombocytopénie(Wang etal., 2016; Du et al., 2016; Bick et Frenkel,
1999).Des présents résultats indiquent que 1’activité anticomplément de GAGS est associée a la
nature poly anionique de ces polysaccharides (Cofrancsco et al., 1979).De nombreuses études
ont valorisé I'importance de I'existence des groupements sulfates dans la structure chimique de
I'néparine sur son activité anti complémentaire.

A titre dexemple, une fraction polysaccharidigue nommee CSPS-2Bconstituee
essentiellement des résidus de l'acide a-D galactopyranosyluronique liés entre eux par une
liaison (1-4)et testée pour son activité anti complémentaire par Wang et al. (2012).La fraction
polysaccharidiqueSul-2B-2 est le dérivé sulfaté de la fraction CSPS-2B-2, qui est sulfaté
principalement en position C-2et/ou C-3 de GalpA constitutif. 1ls ont demontré que ce dérivé
sulfaté possede une inhibition d'un effet plus fort que celui de I'néparine sur l'activation du
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systtmede complément. En revanche, le CSPS-2B-2 natif n'avait aucune inhibition. Cette
observation que le I'acide uronique sulfaté de Sul-2B-2 a joué un réle crucial dans I’activité anti-
complément, correspondait a 1’idée que les groupes sulfate semblait nécessaires, bien que pas
suffisants pour étre requis pour l'effet anti-complémentaire de polysaccharides (Wang et al.,
2012).Un autre exemple qui met en valeur I'importance des groupements sulfate c'est I'étude de
reference deux polysaccharides homogénes hydrosolubles (TPSR4-2B et TPSR4-2C) qu'ils
s'agaient des acides poly (1-4) -a-D-galactopyranosyluronique obtenus a partir de thé vert pré-
infusé.Deux dérivés sulfatésd’homogalacturonanes (Sul-R4-2B et Sul-R4-2C) de TPSR4-2B et
TPSR4-2C ont été préparés apres sulfatation. Le test anti-complémentaire a montré que Sul-R4-
2B et Sul-R4-2C manifestaient un effet inhibiteur plus fort sur 1’activation du complément, par
rapport a celle des polysaccharides non sulfatés et également celle de I’héparine.

En 1929, Ecker et Gross démontraient la capacité de I'héparine d'interférer avec
I'activation du complément. L'utilisation de I'héparine en tant qu'inhibiteur du complément in
vivo a été suggérée lorsque son premier effet anti complémentaire in vitro a été noté. Ils ont
décrit 1’effet inhibiteur de 1’héparine sur la lyse des cellules de mouton sensibilisées dans le
sérum de cobaye(Ludwig, 2009;Logue, 1977).De nombreuses études ultérieures ont indiqué que
I'néparine et des GAG et oligosaccharides de structure similaire régulent de multiples étapes de
la cascade du complément. Les effets les plus importants de I'héparine sur le systeme du
complément sont les suivants:

1. Inhibition de la premiere étape de l'activation de la voie classique en se liant a C1q et
en empéchant la formation du complexe C1 enzymatiquement actif.

2. Inhibition de la formation de la C3 convertase de la voie classique, c'est-a-dire
C4bC2a, en inhibant le clivage de C2 et C4 par ClI.

3. Augmentation de l'activité inhibitrice de I'inhibiteur de la C1 estérase (C1INH) sur le
complexe C1 en pontant le complexe actif C1 avec C1INH.

4. Inhibition de la formation de la C3 convertase de la voie alternative, a savoir C3bBb,
en altérant l'interaction entre le facteur B et C3b.

5. Inhibition de la lyse des cellules terminales en empéchant I'incorporation de
composants terminaux dans le complexe d'attaque par la membrane (MAC), c'est-a-
dire C5bC6C7C8).

6. Inhibition de l'angiogenese En plus de la propagation hématogéne de la tumeur
(Ludwig, 2009).

Cependant, des rapports ultérieurs de tentatives visant a réduire les effets de I'activation

du complément par injection d'héparine ont généralement été contradictoires. En 1949, Owren a
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traité avec de I’héparine un patient souffrant d’anémie hémolytique séveére. D'autres ont décrit les
effets bénéfiques dramatiques occasionnels de I'néparine chez des patients atteints d'anémie
hémolytique auto-immune. Pirofsky a également décrit plusieurs essais infructueux de traitement
par I'néparine de I'anémie hémolytique auto-immune. Cependant, d'autres avaient tendance a
penser que, dans le choix des patients, cette forme de traitement méritait un complément de
processus d'étude clinique (Logue, 1977).En paralléle avec notre étude de I'activité anti
complémentaire des (4) fractions polysaccharidiques, et dans le cadre de I'utilisation de
I'néparine comme contr6le positif comme plusieurs travaux ont fait, on a validé que ce
glycoaminoglycane posséde une activité anti complémentaire dans la plage des faibles doses ou
la dose correspondant I'inhibition maximale de I'activation de complément est celle de
0.045mg/ml selon Wang et al. (2016), et c'est la dose qu'on a travaillé avec.

3.4.2. L'activité activatrice de I'héparine

La littérature scientifique est pauvre en décrivant et élucidant cette activité, mais on a
arrivé a trouver expérimentalement que dans la concentration de 0.045mg/ml de I'héparine
correspond a une activité inhibitrice sur I'activation de complément par la voie alterne, tandis
que la concentration de 2mg/ml correspond a une activation ou il devient un activateur
considérable de la voie alterne de complément. Par conséquent méme I'héparine possede le
caractere bi phasique. Cette caractéristique bi phasique est décrite dans les travaux de Logue.
(1977), qui a étudié I'effet de I'néparine sur la liaison de C3 sur la surface des érythrocytes
atteinte d'une hémoglobinurie paroxystique nocturne (HPN); une pathologie associant une
hémolyse et une prédisposition aux thromboses a cause d'un deficit des cellules
hématopoietiques en un groupement glycosylphosphatidylinositol (GPI), ou s'ancrentles 2
protéines régulatrices du complément DAF (CD55) et la protectine (CD59) (Dragon-Durey et
Fremeaux-Bacchi, 2006).
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CONCLUSION

Notre travail a été réalisé au sein de laboratoire d'immunologie de la Faculté de Médecine
a l'université Kasdi Merbah Ouargla.

La capacité des quatre fractions polysaccharidiques PS1,PS2,PSG et PSR issues de
différents tissus de la plante d'Astragalus gombo a inhiber la voie alterne du complément,
autrement dit leur activité anti complémentaire a été étudiée dans la présente étude. Apres la
préparation des boites d'agarose-érythrocytaire d'AP100, on les exploite pour étudier le pouvoir
inhibiteur des quatre fractions in vitro.

Par cette exploitation, on a réussi a prouver que les fractions polysaccharidiques étudiées
possedent ce pouvoir inhibiteur de la voie alterne du complément d'une maniére dose-
dépendante, cependant avec des taux d'inhibition différents entre elles. Un fort pouvoir inhibiteur
sur la voie alterne de complément a été obtenu et correspond a la dose de 0,625mg/ml pour
toutes les fractions polysaccharidiques (PS1, PS2, PSG, PSR). Aprés la comparaison entre ces
taux d'inhibition on a trouvé la fraction PSR issue a partir des racines d'Astragalus gombo
possede le pouvoir inhibiteur le plus fort. On a également prouvé la relation entre I'activité

inhibitrice la composition chimique des fractions étudiées.

Perspectives

Pour avoir une idée précise sur les cibles complémentaires des quatre fractions
polysaccharidiques testées, on préconise a l'utilisation des techniques plus spécifiques (PHN
acomplémenté) dans le contexte d'enrichir notre étude.

Dans le cadre d'élargir les horizons de recherche scientifique, on souhaite étudier I'effet
des (4) fractions étudiées sur la voie classique de complément.

L'activité anti complémentaire des quatre fractions polysaccharidiques est prouvée in
vitro on veut connaitre également leur effet in vivo.

On suggére des études basées sur I'effet de poids moléculaire et la composition

monosaccharidique de défférents extraits polysaccharidiques étudiés sur l'effet anticomplément.
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ANNEXE 1: Photo de modéle de boite d'agarose poulet-érythrocytaire (AP100).

ANNEXE?2: Tableau des différents composants (fragments/complexes) de systéme de
complément avec leurs concentrations sériques.

Composant Nomenclature

C2 (C2a/C2b) 25 pg/ml Composant de complément 2
C3(C3a/C3b) 1200 pg/ml Composant de complément 3

C4 (C4a/C4b) 350 pg/ml Composant de complément 4

C5 (C5a/C5b)  75ug/ml Composant de complément 5

C6 70 pg/mi Composant de complément 6

C7 60 pg/mi Composant de complément 7

C8 80 pg/ml Composant de complément 8

C9 60 pg/mi Composant de complément 9

Cl1q (C1lr,C1s) 2 Complexe C1

C3bBb C3 convertase Alterne

C4bC2a C3 convertase Classique/De Lectines
C3bBbC3b C5 convertase Alterne

C4bC2aC3b C5 convertase Classique/ De Lectines
C5bC6C7C8C9n CAM (Complexe d'attaque membranaire)

Source:(Zewde et Morikis, 2018; FINE, 2017)
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ANNEXE 3: La plante source des 4 fractions polysaccharidiques étudiées appartenant a
I'espéce d’Astragalus gombo.

Le genre Astragalus contient environ 3000 especes et représente I'un des plus grands genres de la
famille de Fabaceae. Il est largement distribué tout au long les régions tempérées, les zones
arides et continentales du monde I'Algérie renferme 40 espéces de ce genre. (Chouanaet al.,
2017; Maamiraet al., 2015; Teyeb et al.,2012;Romo, 1992). Les espéces d’Astragalus sont des
plantes médicinales et toxiques. Dans I'Algérie, Astragalus gombo est parmi les espéces
connues. Cette espece pousse dans le Sahara qui est le plus grand des déserts et le plus expressif
et typique par son extréme aridité (7 millions de km2) caractérisé par des conditions édapho-
climatiques treés contraignantes pour la survie spontanée des étres vivants notamment les plantes.
(Chouana et al., 2017; Chehma et al., 2005).

Les espéces d’Astragalus sont des plantes médicinales et toxiques, et beaucoup d’entre
elles ont deja été étudiées. Certaines especes d’Astragalus sont utilisées comme fourrage pour le
bétail et les animaux sauvages, mais beaucoup sont responsables d’intoxications aigués et
chroniques (Teyeb et al., 2009).

Dans I'Algérie, Astragalus gombo est parmi les especes les plus connues et étudiées.
Cette espéce pousse dans le Sahara qui est le plus grand des déserts et le plus expressif et typique
par son extréme aridité (7 millions de km2) caractérisé par des conditions édapho-climatiques
tres contraignantes pour la survie spontanée des étres vivants notamment les plantes. Elle
appartient a la famille de Fabacées, cette derniére représente avec les Astéracées, les
Chénopodiacées et les Brassicacees les 4 familles renfermant plus de la moitié des especes riches
et les plus diversifiés selon une étude floristique spatio-temporelle des parcours sahariens du
Sud-Est algérien notamment a Ouargla en 2005, néanmoins, cet écosysteme reste un milieu
vivant caractérisé par un couvert végétal trés diversifié. (Chouana et al., 2017; Chehma et al.,

2005).

ANNEXE 4: les différents récepteurs de fagment C3b.
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ANNEXE 5: exemples sur lespathologies associées au systéme de complément.
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2 Alzeimer
DMLA —, b Matladie de Parkinson

Ischemie-reperfusion

SHU atypique

GNMP Rejet de greffe

Arthrites
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ANNEXE 7: Tableau des valeurs de constante de variabilité (CV) des mésures calculées
par Excel.

Fraction Concentration en Concentration CV AP

tube réactionnelle

0,3125 0,15625 10,39

0,625 0,3125 2,99

1,25 0,625 2,95

PSt 25 125 0,31

5 2,5 2,26

10 5 3,96

0,3125 0,15625 7,79

0,625 0,3125 2,01

1,25 0,625 9,16

PSR 2,5 1,25 3,84

5 2,5 5,18

10 5 2,83

0,3125 0,15625 9,21

0,625 0,3125 5,53

1,25 0,625 8,43

ps2 25 125 2,38

5 2,5 3,77

10 5 3,25

0,3125 0,15625 9,78

0,625 0,3125 7,44

1,25 0,625 9,94

PSG 25 1,25 2,66

5 2,5 0,60

10 5 0.13




RESUME

De nombreuses activités biologiques des polysaccharides végétaux ont été mises en évidence, telles que le
antioxydantes, les antivirales, antimicrobiennes, antiparasitaires ou anti-inflammatoires,anticancéreuses et également
I’activité anti-complémentaire.L'objectif de notre travail est d’étudier I’activité anti-complémentaire des quatre
fractions polysaccharidiques extraites a partir de différentes tissus (tiges, graines, racines) d’Astragalus gombo par la
technique hémolytique fonctionnelle AP100).Elle nous a permis de mesurer les taux d’inhibition de la voie alterne
de complément (VAC)des polysaccharides PS1, PS2, PSG et PSR.Cette étude est effectuée dans des boites
d’agarose-érythrocytaires ol on a préparé des séries des dilutions pour chaque fraction polysaccharidique. On a
réussi a prouvé I’existence d’une capacité inhibitrice d’'une maniére dose-dépendante dans les fractions étudiées
quiest liée a la composition monosaccharidique. La dose correspondant a 1’inhibition maximale est 0,625mg/ml pour
toutes les fractions.La fraction issue des racines d’Astragalus gomboPSRa montré un fort pouvoir inhibiteur de la
VAC (50.56%). Ce résultat s’accorde avec plusieurs études antérieures qui ont signalé 1’existence d’une activité
anticomplémentaire chez les polysaccharides végétaux.En peut dire que ces polysaccharides peuvent étre utilisés
comme des inhibiteurs thérapeutiques pertinents de VAC.

Mots clés : activité anti-complémentaire, factions polysaccharidiques, Astragalus gombo, voie alterne de
complément, technique AP100.

ABSTRACT

Many biological activities of plant polysaccharides have been highlighted, such as antioxidants, antivirals,
antimicrobial, antiparasitic or anti-inflammatory, anti-cancer and also anti-complementary activity. The objective of
our work is to study the activity anti-complementary of the four polysaccharides extracted from different tissues
(stems, seeds, roots) of the Astragalus gombo by the the AP100 functional haemolytic technique. It allowed us to
measure thecomplement alternative pathway (CAP) inhibition rate of PS1, PS2, PSG and PSR .This study was
carried out in agarose erythrocyte plates which were prepared for each polysaccharide fraction a series of dilutions.
The existence of an inhibitory capacity in a dose-dependent manner has been proved in the fractions studied and this
activity is related to the monosaccharide composition. The dose corresponding to the maximum inhibition is 0.625
mg / ml for all fractions. The study of anti-complementary activity of the polysaccharide fraction .the fraction of
roots PSR showed a strong inhibiting power of the CAP (50.56%). This result agrees with several previous studies
that have reported the existence of anticomplementary activity in polysaccharides from plants. It could be said that
these polysaccharides can be used as relevant therapeutic inhibitors of CAP.

Key words: anti-complementary activity, polysaccharide moieties, Astragalus gombo, alternative
complement pathway, AP100 technique.
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