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Introduction

Le systeme du complément est I’un des premiers mécanismes de défense apres 1’entrée
de I’agent pathogéne (Wilmet, 1970). Le complément a longtemps été considéré comme un
élément mineur du systéme immunitaire. Mais a partir des années 1974, de nombreuses
expériences, dont certaines réalisées a 1’aide d’animaux dépourvus les protéines du
complément, ont démontré une interrelation étroite entre tous les systemes de défense
(Pepis,1974). Le systéme du complément est composé de plus d’une trentaine de protéines
sériques et membranaires, activatrices et régulatrices, interagissant entre elles de facon
régulée (Walport, 2001). Il joue un réle essentiel dans les mécanismes de défense
immunitaire (Halbwachs-Mecarelli et al., 1986). On distingue trois voies d’activation la voie
classique, la voie des lectines et la voie alterne (Dragon-Durey, 2006).

La famille des Liliaceae est I’'une des plus grandes familles de plantes a fleurs
(Twentyman, et Ffhom, 1984). C’est une grande famille répartie partout dans le monde, mais
surtout abondante et diversifiée dans les régions séches, tempeérées a subtropicales. La plupart
des especes de cette famille sont toxique pour le bétail, mais il existe de nombreuses espéces
de cette famille qui ont des propriétés médicinale (Afroz et Hassan, 2008). Urginea noctiflora
est une espéce de la famille de liliaceae, elle est endémique du Sahara septentrional ou sa
distribution est commune. L'on retrouve aussi dans le Tademait et sur les Hamadas I'Oranais
et le sud Marocain (Ozenda, 1977). Il a été rapporté que les glycosides de cette plante
peuvent étre impliqués dans des propriétés médicinales diverses (Azizi et al., 2016).

Les polysaccharides sont des macromolécules complexes que 1’on retrouve dans tous
les régnes végétal, animal et bactérien (Delbarre et al., 2014). Ils Sont composés
d’enchainements d’unités osidiques reliées par des liaisons glycosidiques (Dimopoulou,
2013). Les propriétés physico-chimiques des polysaccharides dépendent a la fois de leur
masse molaire, de leur composition chimique, et enfin de la structure, avec la présence ou non
de substituants, de leur position et des branchements. Gréce a leur diversité de structures quasi
infinie, chaque polysaccharide caractérise par son unité répétitive est unique et offre ainsi des
propriétés fonctionnelles qui lui sont spécifiques (Delbarre et al., 2014).lls sont les
macromolécules les plus abondantes sur la terre et dans les océans (Théo et al., 2008). Les
polysaccharides ne sont pas seulement utilisés comme réserves énergétiques par les étre
vivants, mais aussi pour assurer de nombreuses fonctions biologiques (Yang et al., 2009).1ls
sont connus et exploités depuis de nombreuses annees du fait de leur abondance, de leur
caractere renouvelable, de leur non-toxicité, et de leur biodégradabilité (Chouana, 2017) et ils
peuvent étre exploitées pour des applications médicales précises ; prévention de la thrombose
par traitement a 1’héparine, traitement local de I’arthrose par injection d’acide hyaluronique
ou hyaluronane (Sinquin et Colliec-jouault, 2014).
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Ces macromolécules biologiques importantes constituent de bonnes sources des fibres
alimentaires et pré biotiques avec des activités immuno-modulatrices, antioxydants et anti
tumorales ainsi que autres avantages pour la santé (Nie et al., 2018). Les activités biologiques
d’un polysaccharide dépendent de sa structure moléculaire, y compris I'unité de sucre, la
liaison glycosidique de la chaine principale, le degré de polymérisation de la branche et la
Configuration de la chaine (Li et al., 2018).

L’objectif de notre travail est d’étudier I’effet inhibiteur des oligosaccharides issus de
I’hydrolyse partielle des polysaccharides issus des bulbes d’Urginea noctiflora Batt & Trab
(Liliaceae)vis-a-vis I’activation de la voie alterne de systéme du complément en utilisant la
technique hémolytique d’AP100.

Ce manuscrit est structuré en trois parties. La premiere partie est une étude
bibliographique, comporte une description détaillée de systeme du complément et un apergu
général sur la famille de Liliaceae, la plante étudiée Urginea noctiflora, ainsi que les
polysaccharides et leurs activités immuno-mdulatrice. La deuxiéme partic est 1’étude
expérimentale ou nous avons réalisé 1’investigation de I’effet des oligosaccharides sur
I’activation du complément via la technique hémolytique fonctionnelle de la voie alterne
(AP100) a fin de déterminer le taux d’inhibition de la voie alterne du complément des
oligosaccharides étudiée. Le dernier chapitre présente les principaux résultats obtenus, avec
leur discussion. Enfin, une conclusion générale suivie des perspectives achevent ce travail.
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I.- Systéeme du complément
I.1.- Généralités

Le complément est constitué d’un ensemble de protéines plasmatiques et
membranaires présent a 1’état inactif chez les sujets sains. Il constitue ’'un des principaux
mécanismes de destruction des substances étrangeres de 1’organisme. Bien que le complément
soit un mécanisme de défense non spécifique il complete le systeme de défense adaptative
c'est-a-dire il accroit leur efficacité (Dragon-DureyetFremeaux-Bacchi, 2006). Ce systéme de
plus de 30 protéines plasmatiques et membranaires d’origine hépatique a 1’exception du C1q
et des facteurs D et P (Gasque et al., 1996; Walport, 2001) est impliqué dans I’immunité
innée intervenant dans la réponse inflammatoire, la destruction des agents infectieux, dans
I’élimination des complexes immuns et le contrdle de la réponse immune spécifique (Dragon-
Durey, 2006), Son activation s’effectue par des réactions de protéolyse en cascade (Weill et
Batteux, 2003), les trois voies d’activation sont la voie classique ( activé par la réaction
antigéne-anticorps ), la voie alterne (activité par divers composés provenant en particulier de
microorganismes comme les bactéries ) et la voie des lectine (Walport, 2001 ; Weill et
Batteux, 2003).

1.2.- Fonctionnement
1.2.1.- Voie classique

La voie classique est composée de molécules désignées par la lettre " C " suivie d’un
nombre. Ces nombres ne respectent pas forcément 1’ordre de la cascade d’activation
puisqu’ils ont été attribués dans I’ordre de leur découverte (Jeandel, 2019). La voie classique
est activée suite a la reconnaissance d’un complexe antigéne-anticorps (Markiewski et
Lambris, 2007), I’activation est initiée par la fixation du composant Clq, le Clq fixé sur les
domaines CH2 du fragment Fc des 1gG1, 1gG2, et 1gG3 et sur le domaine CH4 des IgM, Cette
fixation libére le complexe C1 ( Clq associé a 2 sérine estérases Clr et Cls ) de son
interaction physiologique avec la protéine régulatrice, le Cl-Inhibiteur et entraine 1’auto-
activation de C1r, qui clive et active ainsi C1s (Dragon-Durey, 2006), Apres activation du
C1, les composants C4 et C2 sont a leur tour activés et vont assembler sur la surface cible un
complexe enzymatique, appelé C3 convertase classique "C4b2a" (Ripoche et al., 1989), la
C3-convertase qui est liée a la surface du pathogene va cliver une grande quantite de C3 afin
de produire C3b et C3a. Le C3b va osponiser le pathogene tandis que C3a va initier une
réponse locale pro-inflammatoire (Jeandel, 2019), Ce clivage de C3 conduit également a la
formation une «C5-convertase» C4b2a3b (\Volanakis et Arlaud, 1998), Ce complexe coupe la
protéine C5 et initie les étapes ultimes de 1’activation du complément par formation du
Complexe d’Attaque Membranaire (Garlatti, 2008).
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Figure 1 : Activation de la voie classique (Jeandel, 2019).

1.2.2.- Voie alterne

La voie alterne est déclenchée par les interactions directe des protéines du complément
activées avec la surface cible (bactérie, virus, parasite, cellule tumorale... ), ce qui en fait une
composante de I’immunité innée (Markiewski et Lambris, 2007), L’activation de la voie
alterne du complément est un mécanisme capable d’auto-amplification important pour la
reconnaissance et 1’élimination des pathogenes en 1’absence d’anticorps spécifiques, la voie
alterne amplifie également I’activation du complément initiée par les deux autres voies,
classique et lectines (Dragon-Durey, 2006). La voie alterne du complément n’est pas initiée
par une liaison spécifique-protéine mais est activée en permanence par 1’hydrolyse spontanée
du C3, formant du C3(H20), processus appelé le «tick-over » (Pangburn et al., 1981). Ce
processus provoquant ainsi un changement conformationnel de cette derniére. Ce changement
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de conformation permet la fixation du facteur B qui est ensuite clivé par le facteur D en B et
Bb. Ce dernier fragment se fixe a C3(H20) pour former le complexe C3(H20)Bb(Forneris et
al., 2010). Ce complexe est une C3 convertase soluble formée en tres faible quantité (Spitzer
et al., 2007), ce premier C3 convertase permet le clivage des autres molécules C3 a C3a et
C3b. C3a agit comme anaphylatoxins(Nordahl et al., 2004), et C3b s’attache de fagon
covalente a la membrane de pathogenes ou de cellules de I’hote via son groupe
thioester(Spitzer et al., 2007), le facteur B, fixé au C3b, pourra ensuite étre clivé par le facteur
D pour former la C3 convertase alterne (C3bBb) (Benmansour, 2021), 1l peut également
former un complexe C3b2Bb appelé « C5 convertase» (Garlatti, 2008 ).

o

lr"’ . , 8
©

Facteur B e

<

Facteur D

a

Bb

©

PO

. O
2

Auto-amplification

Phagocytose 9 6/. 9

AN, ol e 2oF e —d Facteur P
C3b ~——] C3 convertase
L (C3b,Bb)
Pathogene

Figure 2 : Activation de la voie alterne du complément (Jeandel, 2019).

1.2.3.- Voie de lectine
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La voie lectine ne requicre pas la présence d’un anticorps et releve de I’'immunité
innée, elle s’apparente grandement a la voie classique (Martel, 2004). La voie des lectines est
initiée a la suite de la reconnaissance de résidus glycaniques par le complexe constitué de
I’association de lectines, comme la MBL ou les ficolines, avec des sérine estérases, les
MASP (Dobo et al., 2016), la protéine MBL qui se fixe sur les hydrates de carbone des
micro-organismes (Dragon-Durey, 2006), cette protéine est proche de C1q et circule en faible
concentration dans le sang mais sa production par le foie peut étre augmentée lors de la phase
aiglie de I’'inflammation, les ficolines qui sont associées aux MASP et circulent jusqu’a
reconnaissance des groupes N-acetyl-glucosamine a la surface de bactéries (Jeandel, 2019) les
MASP, une fois activées, ont la capacité de cliver les protéines C2 et C4 et participent a la
formation de la C3 convertase classique (Dragon-Durey, 2006). La C3-convertase liée a la
surface du pathogene va cliver une grande quantité de C3 afin de produire C3b et C3a. C3b va
osponiser le pathogéne tandis que C3a, C4a et C2b vont participer a I’inflammation (Dragon-
Durey, 2006).

Ligands Ficolines

Polysaccharides

Pathogene

C2a
__e_l_—

rC3 convertase 1 o B
I (C4b,2a)
- L

Phagocytose

(c3p

Figure 3 : Activation de la voie associée aux lectines du complément (Jeandel, 2019).
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1.2.4.- Voie finale

Les trois voies d’activation, la voie classique, la voie alterne et la voie des lectines ,
aboutissent a la formation de complexes enzymatiques macromoléculaires (C3 convertases),
capables de cliver le composant C3 en C3a et C3b (Dragon-Durey, 2006), la fixation des
molécules de C3b supplémentaires aux C3 convertase classique ou alternes leur confére une
activité C5 convertase (Lutz et al., 2006), le C5 convertase qui clive la protéine C5 en deux
fragments, le Cba et le Cbb, Ces deux convertases (C3 et C5 convertases) sont des
composants essentiels pour la lutte contre les pathogénes. Le C3b permet en effet
I’opsonisation du cible, il est a 1’origine d’une réponse inflammatoire induite par les
anaphylatoxines C3a et Cha (Morgan et al., 2016). Tandis que le C5b peut s’associer aux
protéines de la voie finale commune présentes dans le plasma ; les composants C6, C7. Ce
complexe fixera le C8 qui commencera un ancrage dans la membrane plasmique (Morgan et
al., 2016). Le complexe C5b8 s’associe alors a 6 a 12 molécules de C9 qui en se polymérisant
vont créer un véritable pore transmembranaire. Ainsi le complexe d’attaque membranaire
(appelé mC5b9) permet une lyse osmotique de la cible (microorganisme, cellule transformée)
(Donnette-Le Quintrec, 2013). Ce dernier va permettre aussi la sortie de solutés et d’ions
présents dans le cytoplasme ainsi que I’entrée d’enzymes comme des lysozymes dans la
cellule. L’ensemble de ces perturbations va provoquer la destruction compléte du pathogene
par lyse cellulaire. La molécule C5a relarguée au cours de la voie finale commune participera
quant a elle a I'inflammation (Jeandel, 2019).
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Figure 4 : Voie finale commune (Jeandel, 2019).

1.3.- Rdles
1.3.1.- Opsonisation

Les deux fragments les plus volumineux provenant du clivage du C3 et du C4 sont des
opsonines et leurs produits de dégradation, le iC3b, C3dg et C3d. Les MBL, Ficolines et C1q
sont capables de jouer ce rdle, opsonines ¢’est-a-dire qu’elles favorisent la phagocytose des
antigénes en se liant a ces derniers, ces opsonines liées a la substance a éliminer sont
reconnues par des récepteurs spécifiques (CR1 (CD35), CR3 (CD11b/CD18) et le CR4
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(CD11C/CD18) et (CRIg ) portés par les cellules phagocytaires (Donnette-Le Quintre, 2013;
Walport et al., 2001).

1.3.2.- Réle pro-inflammatoire

Les anaphylatoxines C3a, C4a et C5a, peptides libérés lors de I’activation du
complément, sont des médiateurs prépondérants de 1’inflammation, Les anaphylatoxines C3a
et Cha sont les deux plus importantes compte tenu de leurs activités biologiques. Outre leur
capacit¢ d’induire un choc anaphylactique, ces peptides interviennent dans la réponse
inflammatoire en provoquant la contraction des muscles lisses, la vasodilatation et
I’augmentation de perméabilité vasculaire (Sayah et al., 1998).

1.3.3.- Lyse des pathogenes

Le complexe d’attaque membranaire forme des pores transmembranaires a la surface
des cellules cibles. Ces pores, en laissant passer des molécules d’eau et des petits ions a
travers la membrane plasmique, sont responsables de la lyse cellulaire. L’augmentation de
Ca’" intracellulaire induite par les CAM peut également & des concentrations lytiques induire
une dysfonction des mitochondries et est susceptible d’induire la mort cellulaire (Fishelson,
1991).

I.4.- Régulation et activation inappropriée
1.4.1.- Regulation du complément

Le complément est un composant important du systeme immunitaire qui intervient
dans la réponse inflammatoire, la destruction des agents infectieux, dans 1’élimination des
complexes immuns et le contréle de la répons immune spécifique (Rosain, 2014),Dans les
conditions normales, le complément est étroitement contrdlé par un certain nombre de
protéines solubles et membranaires pour éviter de blesser les tissus autologues et intervient
pour inhiber I’activation et réduire la demi-vie des composants actifs (C4b, C3b, C5b, C3 et
C5 convertases). Lorsque le complément est hyperactivé, comme cela se produit dans les
maladies auto-immunes ou chez les sujets présentant des protéines régulatrices
dysfonctionnelles, il entraine une réponse inflammatoire severe dans de nombreux organes
(Donnette-Le Quintrec, 2013 ; Noris e &Remuzzi, 2013 ).
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Figure 5 : Régulation d’activation de systeme du complément (Kulkarni et Afshar-Kharghan,
2008, Noris e &Remuzzi, 2013 ).

AN

Tableau 1: Protéines régulatrices du complément (Ripoche et al., 1989 ; Noris e &Remuzzi,
2013).

C1lINH Sérique Dissocie complexe C1 activé

C4BP (Binding Protein) Sérique Dissocie la C3 convertase de
la voie classique

Co-facteur du facteur |

Properdine (facteur P) Sérique Stabilisé les convertase de la
voie alterne
Facteur H Sérique Dissocie la C3 convertase de

la voie alterne

Co-facteur du facteur |

Facteur | Sérique Dégrade les opsonines C4b et
C3b
Protéases sériques Sérique Inactivent les

anaphylatoxines
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Vitronectine (protéine S) Sérique Empéche le  complexe
terminal de se lier aux
membranes

CR1 Membranaire Dissocie la C3 convertase

Co-facteur du facteur |

DAF(Decay Membranaire Dissocie la C3 convertase

AcceieratingFacteur, CD55) Co-facteur du facteur |

HRF (homologus Membranaire Inhibe la formation du
Restrictions Factor, C8BP) complexe terminal
CD59 (protectine) Membranaire Inhibe la formation du

complexe terminal

1.4.2.- Activation inappropriée du complément

L’activation incontrdlée du complément est désastreuse pour I’organisme, entrainant
des dommages tissulaires importants et des réactions anaphylactiques. Un systéme
relativement complexe controle donc en permanence 1’activation de ce systéme, lui
permettant notamment, avant la phase immune et en collaboration avec elle, de distinguer le
soi du non-soi(Ripoche et al., 1989). Ce systéeme doit étre régulé efficacement car il est tres
performant et donc potentiellement dangereux. Un dysfonctionnement de la régulation du
complément entraine des situations pathologiques (lupus, glomérulonéphrite..)(Régis et al.,
2006).

Tableau 2 : Pathologies associées de déficiences en protéines du complément (Martel, 2004).

Clg, s LES, infections bactériennes

C2 Les infections respiratoires, Infections récurrentes(Neisseria)
C3 Infections bactériennes, glomeérulonéphrites

C4,C4a, Cdb Maladies auto-immunes

C5 Infections récurrentes (Neisseria)

C6 Infections récurrentes (Neisseria)

C7 Infections récurrentes (Neisseria)
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Cs Infections récurrentes (Neisseria)

C9 Infections séveéres et fulminantes (Neisseria), Septicémie.

Properdine Infections (Neisseria), glomérulonéphrites,
syndrome hémolytique et urémique (H US).

Facteur H Meéningite, infections pyogéniques.

Facteur | OEdeme angioneurotique heréditaire (HANE)

C1-INH Hémoglobinurie paroxystique nocturne (PNH).

C8BP PNH

DAF PNH

CD59 Infections bactériennes récurrentes de la peau

CR3

1.5.- Traitements anti-complément
1.5.1.- Eculizumab

L’éculizumab est un bloqueur du composant 5 du complément, qui bloque le clivage
du CS5, a permis d’améliorer le pronostic rénal des patients traités. Il a prouvé son efficacité
avec 85 % de réponse, que les patients soient plasmarésistants ou plasmadépendants. Il permet
un meilleur controle de la maladie rénale que la plasmathérapie(Servais et al., 2014 ; Bauvois
et al., 2019). L’éculizumab est un anticorps thérapeutique qui neutralise le composant C5 du

complément et ainsi inhibe la voie finale commune du complément (Passotet al, 2017).
1.5.2.- Ravulizumab

C’est un médicament utilisé pour traiter certains troubles qui affectent les globules
rouges (Ranodeu, 2020 ) il est un inhibiteur de C5 a longue durée d'action, obtenue par
modifications sélectives de 1’eculizumab, a une demi-vie est plus longue que celle de
I’éculizumab (Géckler et al., 2020; Kulasekararaj et al., 2020 ; Rondeau et al., 2021), 1l est
classé comme un anticorps monoclonal , qui se lie a la protéine du complément C5 avec une
sélectivité élevée et inhibe son clivage en (C5a et C5b), empéchant ainsi la formation de ce

que I'on appelle le complexe final C5b-9 (Tanaka et al., 2021 ).

I1.- Urginea noctiflora
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I1.1.-Présentation, classification taxonomique et utilisation

Appartient a la famille des Liliaceaes qui comprend environ 280 genres et plus de 4000
especes qui poussent dans le monde entier. Elle constitue 1’une des grandes familles de
plantes a fleurs medicinales. Elles constituent le taxon principal des monocotylédones. Chez
les Liliacées, les feuilles sont parallélinerves, certaines sont ligneuses comme le yucca du
Mexique et d’autres sont des herbacées (Goetz et Ghédira, 2012). Cette famille tient une place
importante dans la flore méditerranéenne et dans celle les régions steppiques des divers
continents (Ozenda, 1977). La famille des Liliaceaeest représentée au Sahara par plusieurs
genres dont le genre urginea (Ozenda , 1977: Quézel et Santa, 1963).

Ce genre est répandu dans toute la région méditerranéenne, il comprend enverion 40
éspéces actuellement identifiées. Les études éthno-pharmacologiques ont indiqué
qu’indépendamment de la zone de croissance, les especes d’Urginea sont utilisées pour traiter
les troubles cardiovasculaires, respiratoires, articulaires et les problémes cutanés. Ces especes
contiennent des composés glycosylés qualifiés de glycosides cardiaques comme principes
actifs majeurs. En outre, des composés phénoliques, des phytostérols, des protéines et de
I’acide oxalique ont également été isolés de ces especes (Bozorgi et al. 2017 ; Pretorius et al.
2005). Urginea noctiflora Batt & Trab est une plante bulbeuse a bulbe volumineux
profondément enfoncé dans le sol(Ozenda, 1991 ; Quezel-santa, 1962). Commun au Sahara
septentrional .Elle est utilisée, sous forme de poudre et de compresses, pour traiter des plaies et

des maux d’oreille.
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Figure 6:Urginea noctiflora (Benaoun, 2017).
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11.2.- Polysaccharides du genre Urginea

Tableau 3 : Effets pharmacologiques et composition de plusieurs extraits issus de quelques especes du genre Urginea (Benaoun, 2017).

Anti-bactérienne

Expectorante Sinitrines Praznik et Spies, 1993
U. maritima (L.) Anti[-)cancéreuse Bulbes Fructo-oligosaccharides Spies et al., 1992
T Glycosides cardiaques El-Seedi et al., 2013
Diurétique
Anti-oxydante Polyphénols
U. undulata(Desf.) Anti-bactérienne Bulbes Flavonoides Sharaf et al., 2017
Anti-inflammatoire Glycosides cardiaques
U. fugax (Moris) Cardiotonique Bulbes Glyc03|de,s car diaques Krenn et al., 2004
Cardenolides
U Bulbes Glycosides cardiaques Krenn et Kopp, 1998

Cardiotonique Polysaccharides

Feuilles Bufadiénolides

pancration(Steinh.) Bouzidi et al., 2010
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I11.- Effets immunomodulatrices des polysaccharides

L’immunomodulation est un processus de modification de la réponse immunitaire,
d’une maniére positive ou négative, par I’administration d’un médicament ou d’une substance
active (Ganju et al., 2003). Les polysaccharides sont capables de stimuler simultanément les
différentes composantes du systéeme immunitaire, ce qui leur confére différentes propriétés
thérapeutiques, notamment des propriétés antitumorales et anti-inflammatoires. Pour cette
raison, ils sont appelés immunomodulateurs, immunostimulateurs ou modificateurs de la
réponse immunitaire (Sanchez, 2006).

I11.1.- Effet anti-inflammtoire

L’inflammation est ’ensemble des réactions déclenchées dans un organisme, par une
agression qui peut étre d’origine immunitaire ou non (traumatique, infectieuse, chimique.. ),
Cet ensemble de phénomenes réactionnels siégeant dans les tissus vascularisés a pour
finalit¢ de limiter et de réparer les effets de l’agression (Zhou et Jian, 2006), Les
medicaments utilisés pour la gestion des affections inflammatoires, C’est le cas de
I’utilisation des substances anti inflammatoires. Ces derni¢res agissent de fagon
symptomatique sur I’agent agresseur, elles sont devisées en trois grandes classes : les anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS), les anti-inflammatoires stéroidiens(AlS) et les antis
inflammatoires d’origine végétale (Chebira et Boudjaadar, 2014). La réaction inflammatoire
est une réponse de I’organisme a une agression, Cette derniére est souvent bénéfique mais il
arrive parfois qu'elle endommage les cellules et les tissus (Rioux, 2010). Les fucanes sont des
polysaccharides sulfatés présents dans la matrice intercellulaire. In vitro, ces polysaccharides
des algues brunes Phaeophyceae induisent I’agrégation plaquettaire. Certains fucanes sont
anti-inflammatoire et plusieurs fucanes présentent aussi des potentialités anti-
tumorales(Bruneton, 2009).

I111.2.- Effet anti-tumorale

Des études ont suggéré que les polysaccharides peuvent inhiber la croissance tumorale
par des mécanismes communs tels que la prévention de 1’oncogenese par la consommation
orale de préparations actives, une activité anticancéreuse directe (comme I’induction de
I’apoptose des cellules tumorales) (Zong et al., 2012). Les effets anti-tumorales des
polysaccharides ont été évaluer sur le carcinome hépatocellulaire. Les polysaccharides de la
ont montré un effet inhibiteur significatif sur les cellules H22 les lignées cellulaires hépatique
et ont inhibeé significativement la croissance des tumeurs H22 transplantées chez la souris. Le
traitement avec les polysaccharides a régulé de maniere significative les expressions de Bax,
caspase 3 et caspase 9 dans les cellules H22, alors que I’apoptose était significativement
régulée (Dou et al., 2016).
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111.3.- Effet anti-complément

Dans le sang, le systtme du complément est responsable de la lyse des globules
rouges, Le terme activité anti-complément se rapporte a 1’inhibition observée de 1’hémolyse
due a I’interaction entre les protéines du complément et un principe actif (Morgan et Harris,
2003). L’héparine c’est un polysaccharide sulfaté connue pour ses propriétés inhibitrices du
complément, L’héparine agit comme inhibiteur de 1’activation du complément par son
interaction avec les C3 convertase (Colliec et al., 1990).
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Tableau 4 : Activité anti-complément des polysaccharides.

Hedyotis diffusa HD-PS-1 Possedent une chaine principale de—[4)- *Homopolysaccharides (Huo et al., 2020)
B-Glcp-3-OAc-(1]6—[6)-p-Manp- acide
(112—6)-a-Galp-(1 —[4)-0-Galp-
(112—, avec trois branches de B-Manp- Présence d’acides
(1—3)-B-GlcpA, a-Rhap-(1—3)-0- uroniques est importante

Rhap et o-Galp attaché a la chaine du Pour l'activité anti-
squelette en position O-4 du -Manp li¢ Ccomplément de HD-PS-1
en 1,4,6, en position O-3 du o-Gal lié en
1,3,6 et en position O-3 du lié en 1,3,4
a-Galp.
Thymus vulgaris L. 3TV-3-111A-lla Galacturonique (44,8 mol%), d'acide *Poids moléculaire: 180 (Chunetal., 2001)
glucuronique (16,7 mol%), d'arabinose kDa.
(11,1 mol%), de rhamnose (9,2 mol%),
de galactose (8,9 mol%) et de petites
quantités de glucose, xylose, mannose et
fucose.
Bupleurumchinense BC-PS2 Gal, GalA, Glc, Ara et Man dans le *Homopolysaccharides (Di et al., 2013)
rapport de 1,6:1,1:1,8:1,7: 1.0, ainsi
que des traces de Rha, Fuc et Xyl. Les ~Poids moléculaire 2000
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principales liaisons des résidus de BC- KDa
PS1 comprennent Galp (GalA) terminal,
lie en 1,4 et lie en 1,3, Glcp terminal et
lié en 1,4, Araf terminal et liéen 1,5, 1,4
,6-linked Manp.
Juniperustibetica Kom. YB-PS Composé d'Ara, Gal et Glc avec un *Homopolysccharide (Lietal., 2019).
rapport molaire de 5,8:3,0:1,2. Son
squelette était composé d'a-Araf lig en ~YB-PS estun inhibiteur
1,3, d'a-Araf lié en 1,3,5, d'a-Galp li¢ en Potentiel du complement

1,24 et d'a-Glep lié en 1,3 avec I'a-Ar,  Pour traiter les maladies
liées a une activation

excessive du systeme du

complément.
Bupleurumsmithii D3-S1 Ara, Gal et GalA,Rha, Glc, Xyl et Man ~ *Poids moléculaire 2000 (Xu et al., 2007).
KDa
Rehmanniaglutinosa Rehmannane SA Rehmannan SA est principalement *Polysccharides Acides (Tomoda et al,
constitué d'unités structurales de type 1994)

arabino-3,6-galactane.
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I1.1.- Matériel d’étude

11.1.1.- Produits chimiques

La nature, I’origine, la masse molaire, la densité et la pureté des solvants et des
réactifs utilisés au cours de ce travail sont indiquées dans le tableau N° 6. Aussi I’origine et
type des appareils utilisées au cours de I’expérimentation sont indiquées dans le tableau N° 5.

11.1.1.1.- Tampons

Les solutions utilisées dansce test, (ACP); tampon de la voie alterne qui contient le
PBS/EGTA/Mg** dont les portions (10/1/1 V/V) d’un pH neutre, (PBS) ; solution saline
tamponnée au phosphate. La nature, la concentration, le réle, la composition et la méthode de
préparation des solutions, de MgCl,, d’HCI, NaOH et EGTA utilisées dans la préparation
des solutions tampons aussi le gel d’agarose sont indiquées dans le tableau N° 7.

11.1.1.1.1.- Tampon ACP (pH : 7,4)

Est du PBS contenant 100mM d’acide éthyléne glycol-bis (B-aminoéthyl
éther)N,N',N'-tétraacétique (EGTA) et 7 mM MgCl, ; La voie alterne ne nécessite pas des
ions Ca?* pour I’activation, mais elle nécessite des ions Mg”*  (Frimat, 2013). Ainsi,
I’activation de la voie alternative se fait en présence de Mg**/ EGTA, qui chélate les ions de
Ca %, donc la voie classique est bloquée par ce réactif (Jeong et al., 2004).Dans un bécher
contenant 100ml du PBS ajouter 5ml d’EGTA a concentration 100 mM et S5ml de MgCl; a
concentration 7mM pou obtenir I’ACP : PBS/EGTA/ MgCl; dont les portions 10/1/1 V/V ;

11.1.1.1.2.- Tampon PBS (pH :7,4)

La solution saline tamponnée de phosphate (PBS) est une solution isotonique qui est
utilisée dans de nombreuses applications de recherches biologiques. Elle est composée de 89
Chlorure de sodium NaCl (137Mm), 0,2g de Chlorure de potassium KCI (2,7mM), 0,29 de
Di-hydrogéno phosphate de potassium anhydre KH,PO, (1,5mM), et 0,92¢ d’Hydrogéno
phosphate disodique anhydre Na;HPO, (8,1mM) (YOUNG et al, 2012).
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W/

Agitateurmagnétique
Autoclave

Bain marie

Balance
Centrifugeuse
Becbunsen

Etuve

Hotte

Micropipette

pH metre

Tableau 5 : Origine et type des appareils utilisées au cours de I’expérimentation

VELP CSIENTIFICA
WEBECO
MEMMERT

OHAUS

SIGMA

BOCHEM

MELAG

TEL STAR
SOCOREX

WTW

F20520162

WEBECKE. P : 2.5BAR, T :1380C
MEMMERTGMBH. NENNTEMP;95 0C
DISOVERY DV 215CD OHAUS
SIGMA. 15PK, 14000 RPM

BOCHEM. T :1300°C
MELAGS815.220V, 50HZ, 12.3A, 2700w.

TELSTAR AV-100. MODELE50/60 HZ, 0.6KW.

ACURA 821. 200-1000ML
WTW.D-82362. PH 1970.

EUROPE
/
GERMANY
USA.
GERMANY
GERMANY
GERMANY
SPAIN
SWIS
GERMANY
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Tableau 6 : Caractéristiques physicochimiques et origine des produits chimiques utilisés au cours de 1’expérimentation

Chlorure de magnésiumhydraté BIOCHEM CHEMOPHARMA Poudre  MgCl, 6H,0 203,30

Chlorure de potassium EDEN LABO Poudre KCI 74.55 1.98 99
Chlorure de sodium SIGMA ALDRICH Poudre  NaCl 58.44 2.16 99.5
Hydroxyde de sodium EDEN LABO Poudre  NaOH 39.997 2.13 99
Méthanol SCHARLAU Liquide CH3OH 32.04 0.79 99.9
Acide tri-fluoro-acétique(TFA) SIGMA ALDRICH Liquide CF;COOH 114,02 1,49 99.8
Phosphate de potassium dibasique BIOCHEM CHEMOPHARMA  Poudre  KH,Po04 136.09 2.338 99
Hydrogénophosphatedisodiqueanhydre BIOCHEM CHEMOPHARMA Poudre  NayHPo4 141,96 1.63 99.5
Chlorured'hydrogene SIGMA-ALDRICH Liquide HCI 36,458 1.19 37
Ethyléne Glycol Bis (B- SIGMA-ALDRICH Poudre  C14H24N>01p 380,35 1.4 97
aminoethylether)-N,N,N’,N’-

Gel d’agarose Poudre
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Tableau 7 : Caractéristiques physicochimiques et origine des produits chimiques utilisés au cours de 1’expérimentation

EGTA 100Mm  Acide  Stérile

Ethylene Glycol Bis (B
aminoethylether)-N,N,N’,N’-  bécher sur I’agitateur magnétique puis compléter jusqu’a le volume

tetraaceticacid) avec des ions final de 100ml. Ajuster le pH avec 'HCl a pH 7,4. Stériliser a

Ajouter 3,8g a environ 20ml d’eau distillée dans un bécher, placer le

Mg?* ne chélate que le Ca?* et I’autoclave, et marquer les bouteilles clairement, en écrivant 1’état de
blogue spécifiquement la voie stérilité et la date de préparation sur I’étiquette. Stocker a température

classique. de 4°C pendant ~1 mois(Morgan, 2000).

HCI IN Acide  Non  Ajustement de PH Cette solution est préparée en mélangeant 4,165 ml de I’HCI1 (12N)

stérile avec 45,835ml de I’eau distillée.

NaoH 0,1M Base Nom  Ajustement de PH Pour la prépration de 100ml de solution d’hydroxyde de soduim

stérile 0,1M il est nécessaire de dissoudre 0,49 de NaoH dans un 100ml
d’eau distillée.

MgCl,6H,0 7Mm Saline  Stérile Source des ions Mg** Dissoudre 0,1423g de MgCl, 6H,0O de masse molaire dans 80ml
d’eau distillée et ajuster le volume a 100ml. Répartir en aliquotes et
autoclaver.

Gel d’agarose Chauffer le stock d’agarose a 2% et, a ’aide d’une pipette stérile

prélever un volume de 15ml dans des flacons et conserver a 56°C.
Ajouter les 9.8ml du tampon ACP réchauffé (56°C) a chaque
bouteille d’agarose fondu et laisser refroidir 1’agarose dilué a 45°C.
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11.1.2.- Matériel biologique

Le matériel biologique utilisé est constitué des bulbes d’Urginea noctiflora Batt &
Trab (Liliaceae), les érythrocytes et le serum humain normal.

11.1.2.1.- Extraction des polysaccharides hydrosolubles

15 grammes des bulbes d’Urginea noctiflora sont mises en suspension dans 200ml
d’eau ultra pure. Le mélange est homogénéisé sous agitation a 160rpm pendant 2h a 60°C a
I’aide d’un agitateur a pales puis filtré a travers un tissu a mailles fines pour retirer les graines
(Culot ). La macération est répétée 3 foi sous ce contexte. Les polysaccharides présents dans
le filtrat sont précipités par 3 volumes d’éthanol 1200ml pour toutes une nuit a 4°C et
récupérés le lendemain apres 15min de centrifugation ou ils ont été lavés a trois reprise avec
100 ml de I’acétone. Les polysaccharides obtenus sont ensuite séchés a 1’étuve a 40°C et
broyés a main en poudre fine. Les polysaccharides issus d e cette opération sont préserves
dans un Eppendorf (Benaoun et al, 2017).

11.1.2.2.- Hydrolyse des liaisons Osidiques

Les fractions des oligosaccharides sont obtenues a partir des polysaccharides
hydrosolubles isolés des bulbes d’Urginea noctiflora Batt & Trab. La dépolymérisation des
polysaccharides est réalisée par une hydrolyse acide partielle des liaisons glycosidiques. Une
quantité de 10mg de polysaccharide de d’Urginea noctiflora, est hydrolysée dans un tube en
verre a bouchon vissant a ’aide de 1ml de I’acide trifluoroacétique (TFA) 0.05M pendent
30minutes a 80°C (Genestie, 2006; Boual et al., 2011). Une fois I’hydrolyse est effectuée,
I’acide est évaporé dans une boite de pétri de petit volume sous la hotte aprés I’ajout de
quelques gouttes de méthanol aux hydrolysats ( Xia et al, 2020).

11.1.2.3.- Le sang

Le sang (2 ml) est prélevé a partir de volontaire sain, de sexe masculin, age de 20 a
50ans  (Du et al., 2016) le jour méme de son utilisation au niveau de laboratoire IBN
ROCHD Ghardaia. L absence d’antigéne HBs, d’anticorps anti-VIH et d’anticorps anti-VHC
est vérifiée. Ainsi, le groupage des patients est confirmé (Koko et al, 2008).

11.2.- Méthodologie d’étude du test AP100

La technique AP100 est une technique hémolytique sur gel permet d’explorer la voie
alterne du complément utilisant des globules rouges pour tester la mesure de la lyse des

érythrocytes en présence de sérum humain normal (SHN) (Xia et al., 2020). Les analyses
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fonctionnelles sont basées sur la capacité du complément a induire la lyse des érythrocytes,

les dosages hémolytiques d’AP100 permettent aussi de mesurer 1’activité¢ fonctionnelle des

protéines du complément (Frémeaux-Bacchi et al., 2012).

11.2.1.- Hématies et sérum

Les hématies et le sérum sont obtenues selon la méthode décrite par (Samuelsen et al.,
1999 ; Thuong et al., 2006). Tout d’abord, on préleve 2ml du sang des volontaires sains ages
de 20-50 ans et on verse le sang dans un tube a centrifugation contenant 1’anticoagulant
(héparine). Aprés séparation du serum au culot cellulaire, ce dernier est est avec le tampon
de la voie alterne (ACP) trois fois. Pour obtenir une suspension de globules rouges de 10% ,
on ajoute 5,4 ml d’ACP au 0,6 ml de globules rouges. Le sérum est préparé a partir du sang
prélevé dans un tube sec et dilué aussi dans le tampon de la voie alterne (ACP) a une
concentration de 1:6. Le sérum dilué va servir par la suite comme source du complément.

11.2.2.- Solution mere et dilution des oligosaccharides

Une solution mere de concentration 1mg/ml de 1’extrait des oligosaccharides issus de
la plante étudiée est préparée par 1’ajout de 1ml de I’hydrolysat de concentration 10mg/ml a
9ml de I’eau distillée. Les dilutions des oligosaccharides 200pg/ml, 400pug/ml, 600ug/ml,
800ug/ml, et 1000pg/mlsont par la suite préparées dans le tampon ACP, voir tableau N° 8.

11.2.3.- Boites d’AP100 (Gel d’agarose et érythrocytes)

Pour préparer les boites, mélanger le gel, avec 2ml de la suspension de globules rouge
10% préparée précédemment a 45°C ensuite verser le mélange dans les boites Pétri et
éliminez les bulles. Laisser refroidir les boites a 4°C pendant 10minutes et percer des trous a
I’aide d’une pipette pasteur a au moins 1cm de distance a fin d’obtenir 7puitts et conserver
les boites a 4°C au réfrigérateur. L’étude de I’inhibition de la voie alterne du systéme de
complément par les oligosaccharides en utilisant la technique hémolytique AP100 basée sur
I’incubation dans des boites de Pétri, est effectuées par trois étapes ;
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Tableau 8 :Méthode de dilution des oligosaccharides d’Urginea noctiflora Batt & Trab(Liliaceae)

Solution meére (pul) 0 200 400 600 800 1000
Tampon ACP (ul) 1000 800 600 400 200 0

Tableau 9 : Position systématique et usages thérapeutiques de la plante Urginea noctiflora Batt & Trab (Liliaceae)

Commun au Sahara

N ) _ , Ephémére septentrional traitement des
Liliaceae Urginea noctiflora W&l java: Bulbes Poudre plaies et des maux

d’oreille
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11.2.4.- Test anti-complément AP100

11.2.4.1.- Pré-incubation

Apres la dilution des oligosaccharides d’Urginea noctiflora et 1’héparine dans le
tampon d’activation de la voie alterne du complément ; ACP , et la préparation des différentes
dilutions dans ce tampon ; 200pg/ ml, 400ug/ ml ,600ug/ml ,800pg/ml, 1000ug/ml, on fait
une pré-incubation de 25ul de dilutions de chaque échantillon avec du 25ul de SHN dilué a
1:6 qui a 37° C pendant 10minutes (Hourcade, 2016 ; Wang al., 2016 ; Weihua et al., 2020).

11.2.4.2.- Incubation

L’incubation des mélanges réactionnels du test anti complément ; oligosaccharides,
héparine et SHN est effectuée dans des boites du Pétri d’AP100 déja préparées (Zhang et
Chen, 2008 ; Zhang et al., 2015). Les boites du test hémolytique AP100 contenants les
mélanges réactionnels ; oligosaccharides avec SHN, héparine avec SHN et tampon avec SHN
ont été ensuite incubés dans une chambre humide a la température ambiante pendant 24heurs
pour permettre une meilleur diffusion radiale des composants du sérum sur le gel (Zhang et
Chen 2008 ; Zhang et al., 2015). Les puits dans chaque boite d’AP100 ont été préparés, (i) :
Echantillon: 25ul de chaque dilution de solution des oligosaccharides d’Urginea noctiflora ;
200ug/ml, 400pg/ml, 600ug/ml ,800ug/ml,  1000pg/ml . (ii) : Contrdle positif: 25ul de
I’héparine ; 1000pg/ml. (iii) : Contréle négatif : 25ul du SHN diluée a 1:6.
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1. Solutions tampons

ACP, EGTA, Mg Cl,

2. Gel d’agarose+GR

Hématies (GR) + Gel d’agarose + Tampon ACP

Gel fondu + Tampon ACP avec Suspension
des érythrocytes humain a 45°

3. Boites AP 100

A\ 4 v
Versement du gel et hématies et

refroidissement a 4°C, 10min

Formation de 7 puits dans chaque boite

Figure 7 : Schéma de différentes étapes de préparation des boite AP100
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25ul des oligosaccharides ou héparine + 25ul Tampon +25ul SHN

\ 4

Pré-incubation (sérum+ oligosaccharides,
héparine ou tampon) 10min & 37°C

Ajouter des mélanges réactionnels au gel
d’agarose déja préparé avec les hématies

|

v

Incubation 24h a température ambiante

Mesurer des :
Diamétre d’hémolyse
Surfaces d’hémolyse

% d’inhibition

Figure 8 : Schéma de différentes étapes de test AP100 (Zhang et al., 2015) modifiéé
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Tableau 10 : Test anti-complément AP100 (7 puits pour chaque boite Pétri)

Sérum ; 1:6 (ul) / / / 25
Controlepositif

Héparine (pl) / / / 25

Sérum ; 1:6 (ul) 25 25 25 25 25 25
Urginea noctiflora

Oligosaccharides (ul) 25 25 25 25 25 25

Sérum ; 1:6 (ul) 25 / / /
Contrdélenégatif

Tampon (ul) 25 / / /

Héparine : Controle positif ;
Sérum (1:6) : Contr6le négatif ;

Oligosaccharides : Echantillon d’étude.
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11.2.5.- Expression des résultats

Les zones de lyse obtenues apres 1’incubation sont mesurées pour calculer les surface
d’hémolyse, les pourcentage de lyse et les taux d’inhibitions du complément.

11.2.5.1.- Surface de la lyse

La surface de la lyse est calculée selon I’équation S= r2 X ;rou ; D : diamétre des
zones de lyse, r : le rayon des zones de lyse (r= D/ 2), n: 3,14.

S=r2xn

11.2.5.2.- Pourcentage de la lyse

Le Pourcentage de la lyse est calculé en multipliant x 100 le résultat de division de la
surface lyse de chaque mélange sur la surface de lyse du SHN

% de Iyse: (S oligosaccharides ou héparine/ S SHN) x 100

11.2.5.3.- Taux d’inhibitions

Les % de I’inhibition sont calculés comme suivant : 100% - %de lyse de la voie
alterne de complément pour chaque fraction des oligosaccharides testée.

% d’inhibition = 100% - % de lyse oligosaccharides ou héparine
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I11.- Inhibition de la voie alterne par les oligosaccharides (AP100)

Les pourcentages de I’inhibition de 1’activation de la voie alterne du complément en
présence des oligosaccharides issus de I’hydrolyse partiel des polysaccharides extraits d’
Urginea noctiflora Batt & Trab (Liliaceae) et I’héparine sont représentés dans la figures 9 et
la figure 10.

69.13

70 ~
59.18
60 -
51.77

50 - 47.84

40 A

30 A

20.21

20 A

10 1 7.06

0 _c:III

400 600 800

200 1000 L'héparine
Concentration (pg/ml)

Pourcentage d'inhibition %

Figure 9 : Histogramme représente les pourcentages de 1’inhibition de I’hémolyse en
présence des oligosaccharides d’Urginea noctiflora et I’héparine.



Chapitre 111 3@“ Résultats et discussion
e\

Figure 10 : Test AP100 ; Inhibition de la lyse des hématies par I’activation de la voie alterne
du complément par les oligosaccharides d’Urginea noctiflora Batt &Trab et et I’héparine.

Les Iégendes

Oligosaccharides a concentration 200 ug/ml
Oligosaccharides a concentration 400 ug/ml
Oligosaccharides a concentration 600 ug/ml
Oligosaccharides a concentration 800 ug/ml
Oligosaccharides a concentration 1000 ug/ml
Le contréle positive (1’ héparine)

Le controle négative (sérum)

La surface de la lyse

O NG~ wWNE
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La détermination du pouvoir de I’inhibition la voie alterne du complément par
’utilisation de la technique hémolytique fonctionnelle AP100 nous a permis d’obtenir les
résultats suivants. Les oligosaccharides issus de I’hydrolyse partielle des polysaccharides
hydrosolubles d’Urginea noctiflora Batt & Trab (Liliaceae) ont inhibé la cascade hémolytique
du complément et ont bloqué 1’hémolyse des hématies de maniére dose-dépendante ou les
pourcentages d’inhibition obtenus sont de 1’ordre de 7.06%, 20.71%, 47.84% et 51.77%,
59.18% correspondant respectivement aux concentrations 200 pg/ml, 400 pug/ml, 600 pg/ml,
800 pg/ml, 1000pg/ml. Tandis que le contrdle positif, I’héparine qui a inhibé 1’hémolyse avec
une taux d’inhibition de 69.13% a la concentration de 1000pug/ml. Le taux d’inhibition de
I’activation de la voie du complément par I’héparine semble relativement ¢élevéqueles
oligosaccharides d’Urginea noctiflora avec la concentration 1000ug/ml.

Les érythrocytes humain sont riches en acide sialique a charge négative sont des
activateur de la voie alternative de complément (Cartron et Rahuel, 1995) et I’utilisation du
gel d’agarose et les érythrocytes humain dans 1’expérimentation ; des activateurs aussi de la
voie alterne du complément ; nous permet donc de confirmer que 1’activité anti complément
est due aux oligosaccharides.

Certaines caractéristiques chimiques comme une forte teneur en acide sialique ou en
héparine renforcent ’affinité de H pour le C3b et conferent un caractere non activateur a la
surface considérée (Fischer et Kazatchkine, 1993). Le facteur H est une protéine plasmatique
empéche ’activation du complément par la voie alterne (Farries, 2010). Il sert de cofacteur
dans le clivage de C3b par le facteur I et il dissocie les convertases de la voie alterne.
Plusieurs sites de liaison polyanioniques du facteur H dirigent ses activités régulatrices vers
des surfaces qui portent des glycosaminoglycanes (GAG) et/ou de I’acide sialique (Farries et
al., 1988). Le facteur H sera en compétition avec le facteur B pour le site de liaison au C3b.
L’activité du facteur H dépend du contenu cellulaire en acide sialique. Ainsi, plus la
concentration en acide sialique est élevée, plus I’activité du facteur H est élevée et moins le
facteur B a d’affinité pour le C3b (Martel, 2009).

L’héparine a longtemps été reconnu comme un inhibiteur in vitro de 1’activation du
complément. Ses groupes sulfates jouent un réle crucial dans cette inhibition. De nombreuses
études ont valorisé I’importance de 1’existence des groupements sulfates dans la structure
chimique de I’héparine sur son activité anti-complément. En 1993, Sahu et Pangburn, ont
examiné 1’activité de liaison de la SHN sur héparine-agarose par chromatographie d’affinité.
Ils ont trouvé quel3 protéines du complément (C1q, C2, C4, C4bp, C1INH, B, D, H, P, C6,

C8, C9 et Vitronectine) se lient a ’héparine, tandis que neuf protéines du complément (Clr,
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Cls, C3, Factorl, C5, C7, C3b, Ba et Bb) ne se lient pas a I’héparine. Et ont conclu que
I’héparine inhibe I’activité du complément(Yu et al., 2005).

Des études antérieures ont montré que le poids moléculaire est un facteur important
sur I’activité anti-complément (Xu et al, 2007), les teneurs relativement élevées en acide
galacturonique sont aussi importantes pour 1’inhibition du complément, et aussi la teneur en
sulfate est importante pour I’activité anti-complément et son effet est influencé par les
concentrations des échantillons (Cofrancsco et al., 1979). En outre les teneurs élevées en
arabinose et en galactose ainsi que I’existence de structure ramifiées sont des exigences pour
I’activité anti-complément (Samuelsen et al., 1996; Du et al., 2016). Les groupes carboxyles
de GalA dans les polysaccharides acides affectent leurs pouvoirs d’inhibition et la réduction
des carboxyles des polysaccharides peut considérablement diminuer leurs activités anti-
complément (Kiyohara et al., 1988).

Le fragment a haut poids moléculaire de I’extrait brut des polysaccharides, obtenu de
parenchyme des feuilles d’Aloevera(liliaceae), a montré une concentration inhibitrice CI50 de
110ug/ml (Hart et al., 1988) . Ces polysaccharides sont majoritairement constitués de
mannose (Hart et al. 1988). L’analyse de la composition monosaccharidique des
polysaccharides hydrosolubles issus des bulbes d’Urginea noctiflora Batt & Trab (Liliaceae)
par HPAEC-PAD et par CG-MS/EI, révele la présence de mannose 30,9%, glucose 54.3%, de
galactose 14,9% et de traces de L-arabinose et d’acide D-glucuronique(Boual, 2014).

Les monocotylédones présentent des réserves de B-(1—4) glucomannanes dans les
tissus végétatifs, en particulier dans les bulbes des Liliaceae. Les glucomannanes sont
constitués d’une chaine linéaire de mannoses et de glucoses, liées en B-(1—4) partiellement
acetylées, avec une substitution de galactose en position C-6 des mannoses. Le rapport des
unités mannose et glucose dans le polysaccharide, est d’environ 3:1, et la distribution des
deux monomeéres est généralement aléatoire (Kurt et Kahyaoglu 2014).

A cet effet, I’activité anti-complément des oligosacchrides extrait a partir des bulbes
d’Urginea noctiflora est due a la présence de mannose et le faible taux de 1’acide
glucuronique qui présente un effet néfaste sur I’activité anti-complément en réduisant le taux
d’inhibition (Samuelsen et al., 1996).



Conclusion
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Conclusion

Conclusion

La cascade hémolytique du complément est primordial dans la défense immunitaire
innée et la régulation du processus inflammatoire. Elle demeure bénéfique pour 1’hote mais
dans le cas de son activation d’une manicre inappropri€e ou excessive, elle peut contribuer au
développement de diverses maladies auto immunes ou inflammatoires.

Pour cette raison, on a viser 1’investigation de la capacité immuno-modulatrice que
peuvent avoir les polysaccharides issus des plantes médicinales; qui ont des activités anti
inflammatoire et anti complément puissantes ; vis-a-vis la premiere ligne de la réponse
immunitaire innée, le systéme de complément en exprimant 1’inhibition de leur activation via
la voie alterne par I'utilisation de la technique hémolytiqueAP100. A cet effet notre travail
s’intéresse a 1’étude de I’activité anti-complément in vitro des oligosaccharides issus de
I’hydrolyse partielle des polysaccharides hydrosolubles extraits a partir des bulbes d’Urginea
noctiflora Batt &trab ; une plante spontanées a caractére médicinal de la famille de liliaceae .

Les résultats de cette étude de I’activité anti complément; par la technique
hémolytique AP100 ; des oligosaccharides issus de 1’hydrolyse partielle des polysaccharides
hydrosolubles issus de la plante Urginea noctiflora ont montré une efficacité notable vis-a-
vis I’inhibition de la voie alterne du. Les oligosaccharides d’Urginea noctiflora ont donné un
taux d’inhibition important de I’ordre de 59.18% a une concentration de 1000pg/ml en
comparaison avec le controle positif 1’héparine. Des études précédentes ont montré que les
polysaccharides hydrosolubles d’Urginea noctiflora présentent des puissantes capacitées de
I’inhibition de la voie classique du complément, donc on peut conclure que les
oligosaccharides d’urginea noctiflora peuvent étre utilisés comme des inhibiteurs de

I’activation du complément via voie alterne.

Par ces résultats intéressants obtenus, cette étude aapporté de nouvelles informations
préliminaires concernant les propriétés immuno-modulatrice des oligosaccharides issus de
I’hydrolyse des polysaccharides d’Urginea noctiflora Batt & Trab (Liliaceae). Cependant des
études complémentaires approfondies sont nécessaires pour comprendre les mécanismes de
I’inhibition du cascade hémolytique du complément et de rapporté la relation structure-
fonction des polysaccharides.

Nous espérons, avec nos résultats, avoir participé¢ a la justification de 1’utilisation
traditionnelle des plantes médicinales pour les traitements anti-inflammatoires.
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Tableau 1 : Calcul des pourcentage d’ inhibition pour les échantillons de chaque
dilution

Contréle négatif 1.4 0.7 1.5386 100 0
Controdle positif 0.8 0.4 0.5024 32.65 67.35
Oligosaccharides 200 1.35 0.675 1.43 92.94 7.06
pg/ml 400 1.25 0.625 1.22 79.29 20.71
600 1.15 0.557 1.03 67.47 32.53
800 1.05 0.525 0.865 56.25 43.53
1000 0.95 0.475 0.7084 46.04 53.96

Tableau 2 : Calcul des pourcentage d’ inhibition pour les échantillons de chaque
dilution

Controéle négatif 1.8 0.9 2.5434 100 0

Controéle positif 1 0.5 0.785 30.86 69.13
Oligosaccharides 200 / / / / /
pg/mi 400 / / / / /

600 1.3 0.69 1.32 52.16 47.84

800 1.25 0.625 1.22 48.23 51.77

1000 1.15 0.575 1.0381 40.81 59.18
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Figure 1 : Ajustement de pH des solutions tampon.

Figure 2 : Tampons : MgCI2, PBS, ACP, EGTA.
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Figure 3 : Hydrolyse acide partielle des polysaccharides d’Urginea noctiflora par I’acide tri-
fluoro-acétique (TFA).

Figure 4 : Evaporation de TFA des hydrolysats sous la hotte par le méthanol.
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Figure 5 : Récupération des hydrolysats aprés 1’évaporation de TFA par I’eau ultra-pure.

Figure 6 : Versement du mélange agarose-hématies dans les boites.
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Figure 7 : Refroidissement des boites AP100 (Gel fondu + ACP+ hématies).

Figure 8 : Formation des puits dans les boites.
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Figure 9 : Ajout des mélanges réactionnels dans les puits des boites du test hémolytique
AP100.




Résumé

Ce travail vise I’activité anti-complément des Oligosaccharides issus des polysaccharides hydrosolubles des bulbes
d’une plante spontanée a caractére médicinal ; Urginea noctiflora Batt & Trab (Liliaceae). Le test anti-hémolytiq
technique AP100 ; avec des boites de Pétri contenant du gel d’agarose et des hématies ; a pour objectif d
concentration des oligosaccharides inhibitrice de 100% de I’hémolyse causée par I’activation de la voie
présent dans le sérum humain normal. Les résultats ont montré que, les oligosaccharides
complément d’une maniére dose-dépendante. Ou ils inhibent 59,18% de I’activation
1000pg/ml tandis que 1’héparine ; un oligosaccharide sulfaté utilisé comme ¢
provoqué une inhibition de 69,13%. La comparaison de ces résulta
oligosaccharides présentent des forts pouvoirs inhibitrices du co
notre plante et de conclure que les polysaccharides issus
les traitements anti-inflammatoires comme des i

Mots clés : Urginea noctiflora ,
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« Urginea noctiflora Wl awas 455 4550 e Aaliiuadl (polysaccharides hydrosolubles) sball & glisll dbisl) <y
el b lpall AL il Sl e sl al ddaul s atiall jlise Jandil Jaas (uld e AP100 LA iy ¢(Liliaceae) 4k
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« héparine i LS xa oligosacchrides JV aciall Jalis Jauis 45 jlie s ¢
ol aedal il o2 ¢ 38 ) (i 8 769,13 Jasii Jana e cu b sas
aniall e LI el Aaladiad ¢

Abstract

Urginea noctiflora Batt & Trab (Liliaceae) is a spontaneous plant used in folk medicine for treatment of medical
disorders. The aim of this present work was devoted to the anti-complement activity of Oligosaccharides obtained b
hydrolysis of water-soluble polysaccharides obtained from the seeds of Urginea noctiflora Batt & Trab (Liliace
of the anti-complement test using the AP100 hemolytic technique; using Petri dishes containing agaro
consists in determining the concentration of oligosaccharides able to inhibiting 100% lysis o
activation of the alternative pathway of complement contained in normal human ser!
noctiflora  polysaccharides possesses dose-dependent anti-complement activi
activation of the alternative complement pathway presented by lysis of
heparin; a sulfated oligosaccharide used as a positive control; s
These results are compared with previous studies whi
activities therefore it can be concluded that the
therapeutic inhibitor of the alternative ¢

Keywords: Urginea nocti




