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Avant-propos

Le mémoire de master ainsi présenté a consisté etage pratique bloqué réalisé au
laboratoire de Biochimie de la faculté des Sciendislogiques et des Sciences
Agronomiques de 'UMMTO, pour lesquels les respblesades formations suivantes :

- Master de Biochimie Appliquée ;

- Master de Biochimie de la Nutrition.

En concertation avec les responsables du départataeBiochimie-Microbiologie de
la faculté, ont arrété des dispositions communesiga la présentation finale du mémoire,
tenant compte des objectifs attendus pour sa afialis tant les volets liés a la recherche
bibliographique et la rédaction de synthéses ap@ep ainsi qu'aux diverses manipulations
pratiques qui ont été centrés sur le contrble @taluation de la qualité de produits

alimentaires variés.
De ce fait, ce mémoire comporte deux parties & Eayales :
- une synthése des données bibliographiques sueneetisuivant :
La désamidation enzymatique et non enzymatiquedsines alimentaires.

- une partie pratiqgue liée aux contrble et a l'éwanade la qualité de produits

alimentaires variés ».
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Résumé

Les protéines sont des macromolécules complearstituées d'unités d'acides aminés de
formule chimique NHRCH-COOH. Elles représentent 15% de la masse oelfpdotale et
50% du poids sec des étres vivants. Ce sont dedcaoiet renouvelables, synthétisées par
l'organisme grace a un apport quotidien en acidesés. Ces protéines quelles soit d'origine
animal ou végétale assurent un réle fondamental porganisme et pour les industries
agroalimentaires, pharmaceutiqgues ou méme cosnaétiqu

Néanmoins, ces protéines subissent diverdfivatibns qui peuvent étre bénéfiques ou
pas. Parmi elles la désamidation enzymatique etenagmatique des protéines qui a lieu sur
les résidus asparaginyle et glutaminyle respectvgmlLa désamidation enzymatique des
résidus GIn est assuré par la glutaminase, laghatasninase et les peptidoglutaminases, ces
enzymes permettent @nversion du glutamyle en acide glutamique. Cetteversion est a
l'origine de plusieurs améliorations des protéigiedes deérivés de protéines (les hydrolysats,
le concentré de protéine... etc.), en effet ellesmettent d'améliorées les propriétés
technologiques surtout pour les protéines alimesgaielles que la a-z€ine, le soja et méme
les protéines du lactosérum.

La désamidation des protéines joue un rble omapt dans la régulation
biologique, probablement comme une horloge biolegidans la détermination de la fonction
et du catabolisme des protéines ou un signal paudégradation des enzymes et des
hormones.

Les réactions de désamidation d'Asn, qui aadyit non enzymatiquement dans les
peptides et les protéines, ont été largement &sdiéns de nombreux domaines des sciences
chimiques et pharmaceutiques.

Au cours du processus de vieillissement, la désatinitl non enzymatique peut nuire a de
nombreuses protéines, et donc, il est possibldajdésamidation spontanée puisse avoir une
fonction biologique importante dans la pathogermsaombreux troubles humains impliqués
dans des tissus vielllis.

Mots clés: Protéines alimentaires, Désamidation enzymatiquésamidation non
enzymatique, résidu asparaginyle, résidu glutaraingsidu iso-aspartique.



Abstract

The proteins are complex macromolecule made umit$ of amino acids of chemical
formula NH-RCH-COOH. They account for 15% of the total bodgssiand 50% of the dry
weight of the alive beings. They are renewable mdés, synthesized by the organization
thanks to a daily contribution in amino acids. Thgsoteins which is of origin animal or
vegetable ensure a fundamental role for the orgéiniz and agroalimentary, pharmaceutical
industries or even cosmetics.

Nevertheless, these proteins undergo various neatibns which can be beneficial or
not. Among them the enzymatic and non enzymaiiriéation of the proteins which takes
place on the residue asparaginyle and glutamimgpactively. The enzymatic deamidation of
the residue GIn east ensured by the glutaminasansdlutaminase and the
peptidoglutaminase, these enzymes allow the coiwers glutamyle into glutamic acid.
This conversion is at the origin of several impmoeats of proteins and of derived from
proteins (the protein hydrolysat, the protein conicdes...etc), indeed they especially allow
improved technological properties for food protetiel that then-Zein, the soya and even the
proteins of the whey which were used better afteirttreatments.

The nonenzymatic deamidation of proteins playsgaifsicant role in the biological
regulation, probably like a biological clock in tlietermination of the function and the
catabolism of proteins or a signal for the degradadf the enzymes and the hormones.

The reactions of non enzymatic deamidation of Amrgur in peptides and proteins,
they largely studied in many fields of chemical gérmaceutical sciences.

During the process of ageing, the non enzymatiitégtion can harm many proteins,
and thus, it is possible that the spontaneous dkdion can have a significant biological
function in the pathogenesis of many human disasraeplied in out-of-date fabrics.

Key words: Food proteins, enzymatic deamidation, non enzynusamidation, asparaginyl
residue, glutaminyl residue, residue iso-aspartic.
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Introduction
Connu pour leurs importance nutritionnelles, tedbgigues et biologiques, les

protéines constituent une source en acides amigéspensables, avec un apport énergétique
qui n'est pas de moindre, elles comportent desdeepé activité divers d'une part, et d'autre
part, elles jouent un réle fondamental dans l'itriigaitiere, dans la mesure ou elles sont a la
base de fabrication des fromages, yaourts et cglatges tout comme elles sont utilisées
dans différentes industries pour leur propriétésuseantes, émulsifiantes, gélifiantes,
hydratantes,...etc. Elles jouent également unfodldamental dans la structure et les fonctions
cellulaires et c'est a travers ces molécules querination génétique est exprimée. Elles sont

intimement liées a tous les phénomeénes physiolegiqu

Les protéines alimentaires sont sujettes a diversedifications soit aprés leur
biosynthése et la on parle des modifications pastuctionnelles (glycosylation, oxydation,

phosphorylation...etc.) ou au cours des procédésadsformations et de traitements.

Ces moaodifications chimigues des chaines latéraks mtotéines peuvent étre a
l'origine du changement de la nature chimique d=sdus d'acides aminés ainsi que le

comportement et I'activité des protéines.

Parmi les modifications chimiques, il y a la désdatipn enzymatique du résidu
glutamyle (GIn) qui est a l'origine de I'améliocettide diverses propriétés technologiques des
protéines, telle que la solubilité, le pouvoir mearg et I'émulsification et méme
I'amélioration de la texture et de la digestibili@ette désamidation peut étre également a

l'origine de certaines maladies telles que la meleckliaque.

Un autre type de désamidation ; il s'agit de laadédation non enzymatique (DNE)
du résidu asparaginyle (Asn) qui génére de nombediets indésirables, par exemple une
diminution de l'activité biologique, une réductida la stabilité ou encore une augmentation
de l'immunogénicité des protéines. Cette DNE passieétre a l'origine des maladies comme
les protéinopathies dégénératives ; la cataragtmadladie d'Alzheimer (AD), la maladie de

Parkinson (PD), la démence vasculaire et le \ssiiment.
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I. Synthese bibliographique

1.1. Rappel sur les protéines
1.1.1. Définition
Les protéines, nommeées aussi biopolyméres, sontnmdesomolécules complexes
constituées d'unités d'acides aminés de formulenigne NH-RCH-COOH. Elles
représentent 15% de la masse corporelle total@%tdii poids sec des étres vivants. Ce sont
des molécules renouvelables, synthétisées pamafimge grace a un apport quotidien en
acides aminés (CUQ, 2006).

Elles jouent un réle fondamental dans la strucatres fonctions cellulaires et c'est a
travers ces molécules que l'information généticgieerprimée. Elles sont intimement liées a

tous les phénomenes physiologiques.
Les protéines sont considérées comme des biomekdel premiére importance vue :
- Leur présence universelle dans le monde vivant ;

- leur abondance cellulaire : c'est les premierstdoasts aprés I'eau (10 fois plus que

les glucides) ;

- leur extréme diversité : elles assurent des fonstivitales tant structurales que
dynamiques et de plus elles sont le support de pécificité des especes
(CHEVALLIER, 2009).

La structure des protéines se présente sous foromee cdbu plusieurs chaines
polypeptidiques ; qui sont des polymeres d’envitme centaine ou plus d’acides aminés
appartenant a la série L. Ces acides aminés sanefitre eux par des liaisons peptidiques ou

des liaisons amides.

Les acides aminés sont au hombre de vingt : hideacaminés sont dits essentiels,
c'est-a-dire qu'ils ne peuvent pas étre produitsgaorps et doivent donc étre directement
apportés par l'alimentation, douze sont non esdentils peuvent étre soit apportés par

l'alimentation, soit produits par le corps a pattautres acides aminés.

Les protéines sont sujettes a plusieurs types asssifitation qui reposent soit sur leur
composition soit sur leurs propriétés (fonctioregelbu physicochimiques) soit sur leur forme
tridimensionnelle (VOET D et VOET J.G, 2005).
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1.1.2. Classification des protéines

Selon CUQ (2006) les protéines peuvent étre class@érois principales catégories:
- les protéines de structure ;
- les protéines a activités biologiques ;
- les protéines alimentaires.

1.1.2.1. Les protéines de structure :
Parmi les protéines citer : la kératine, le coltegd'elastine, qui sont présentes dans
tous les tissus comme le muscle, l'os, la peawriganes internes, les membranes cellulaires

et les organites intracellulaires.

La fonction de ces protéines dépend de leur streice sont des protéines fibreuses
qui sont souvent oligomériques, composées de chadalypeptidiqgues assemblées le long
d'un axe commun, ce qui conduisent a la format®filites, de ce fait, elles sont insolubles

dans l'eau.

Ces protéines sont localisées dans les tissusulers® et de protection. Certains de
ces protéines sont tres résistants aux enzyme&aobytitjues, elles sont utilisées comme des

fibres textiles (soie, laine).

1.1.2.2. Les protéines a activités biologiques

Parmi ces protéines les plus citées sont :

» Les enzymes:plus de 2000 enzymes sont décrites. Ce sont deginee dotées de
propriétés catalytiques. Les enzymes agissent aissamt I'énergie d'activation d'une
réaction chimique, ce qui accroit la vitesse deékction. Presque tous les processus
meétaboliques de la cellule ont besoin d'enzymes peudérouler a une vitesse

suffisante pour le maintien de la vie.

» Les hormones: Une hormone est une substance chimique biologiquemetive,
sécrétée par une glande endocrine, agissant anchstt par voie sanguine sur des
récepteurs spécifiques d'une cellule cible. Eltaggmettent un message sous forme

chimique et joue donc un réle de messager dangmhame.

L'exemple de l'insuline, une hormone protéiqueé&éerpar les cellulgs des flots de

Langerhans dans le pancréas, est la premiére herpugpeptidique dont la structure a été
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connue. La molécule d'insuline est constituée dex ddaines polypeptidiques : une d'une

vingtaine acides aminés (chaine A) et l'autre dttergaine d'acides aminés (chaine B).

Elle joue un rdle important dans le métabolismeglesides, des lipides et des protéines
en favorises I'absorption du glucose depuis le saarg les cellules adipeuses, les cellules du
foie et celles des muscles squelettiques (CLAVE®RHE, 2008 ; CHEVALLIER, 2009).

> Les protéines contractiles et du mouvement Les protéines contractiles sont des
protéines dont la déformation spatiale est resgbastun mouvement de la cellule, parmi
ces protéines les plus citer : la myosine, larteytet la tubuline, etc. La structure de la
myosine se présente sous forme de deux longueseshdiydrophobes en hélice,
enroulées l'une autour de l'autre. Ces chainesuslas se prolongent par deux tétes
globulaires, donnant un aspect de cannes de h¢Ck&WERIE et al, 2008).

> Les protéines de transport: Elles assurent le transfert des différentes nutgécdans et
en dehors des cellules, c'est I'exemple de laféaime, de I'hémoglobine, de la
myoglobine et du glutathion (LODIS& al, 2005).

» L’hémoglobine permet le transport de l'oxygene doxytle de carbone et du
monoxyde de carbone tandis que le glutathion adsuit@nsport des hydrogenes. Il
passe facilement et de facon réversible de sa foxyeée a sa forme réduite. Comme
il assure également un autre réle plus importans da métabolisme du paracétamol
par le foie. Sa carence méne a un métabolite héoxiqae (CLAVERIEet al, 2008).

» Les protéines protectrices: c'est I'exemple des anticorps ou immunoglobulirehs,

fibrinogene et de la thrombine.

Les anticorps sont des protéines complexes utifiggéde systeme immunitaire pour
détecter et neutraliser les agents pathogenes deemaapécifique. lls sont sécrétés par des
cellules dérivees des lymphocytes B ; appelées pesmocytes. lls constituent
I'immunoglobuline principale du sang (CLAVERé&Eal, 2008).

1.1.2.3. Les protéines alimentaires
Il ne s'agit pas d'un groupe unique mais d'un gragmpose de protéines de structure,
et de protéines biologiquement actives. Il s'agitpdotéines savoureuses, digestibles, non
toxiques, économiquement utilisables. Elles pemnétte satisfaire les besoins en acides

aminés essentiels qui varient en fonction de IE&gke I'état physiologique.
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> Les protéines végétales Les gluténines et les prolamines, sont des pregéiithes
en proline et en glutamine, elles représentent pri®0% des protéines du blé. La
présence d'une longue séquence de la glutamina Bstigine de lintolérance au
gluten (CLAVERBEset al, 2008 ; CHEVALLIE, 2009).

Au cours de ces derniéres années, plusieurs adueses végétales ont été proposées
comme matiére premiére possible pour la produafiorgrédients protéiques, telles que le
soja, le mais, le pois, le lupin, le riz et le tesol. Particulierement, les protéines de pois
constituent une bonne alternative aux protéinesogie(CHEVALLIER, 2009).

Parmi d'autres types de protéine, il existe :

Les protéines de réserve telle que I'ovalbuminglikdine ou autre ;

Les protéines toxiques pour 'nomme (toxines boiglies, staphylococcigues) ou

pour les microorganismes (bactériocines et antipies) ;

Les protéines anti-nutritionnelles comme l'inhibitérypsique du soja ;

Les protéines allergenes : l'allergene qui estaustance, une particule, ou un corps
organique (protéine) capable de provoquer une iokadllergique chez un sujet

préalablement sensibilisé lorsqu'il est a son arf@UQ, 2006).

1.1.3. Les modification chimiques des protéines
Les modifications chimiques sont des modificatians interviennent soit sur les
groupes fonctionnels de la chaine latérale desépres, soit aux extrémités amino- et
carboxy-terminales (VOET D et VOET J.G, 2016).

Toutes les protéines, subissent des modificatibimaiques, soit apres leur biosyntheése
et la c’est la modification post traductionnellef@PTqui touche généralement les protéines
cellulairesou au cours des procédés de transfansatiet de traitements, pour les

protéinesalimentaireset non alimentaires.

Ces modifications peuvent changer l'activité, leéduwe vie et la position cellulaire de
ces protéines et améliorer certaines propriétéstitomelles ou leur conférer d'autres
(VIDAL et al, 2003 ; LODISHet al, 2005).
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Plus de 150 types de modifications des chaineslagsont connues, touchant toutes
les chaines latérales exceptées celles des réaldussly, lle, Leu, Met et Val. Parmi elles,
citant ; l'acétylation, la méthylation, la phospjlation, la glycosylation, I'oxydation, la

désamidation et la transamidation ainsi que d'aufoé sont résumées dans le tableau |.

Tableau | : Résumé de I'ensemble des modificationgost-traductionnelles (VOET D
etVOET J.G, 2016).

MOd'f'Ca.t'OnS post- Sites totaux | Protéines totaleg Sites humaine Protel_nes
traductionnelles humaines
Phosphorylation 62,269 17,116 30,838 8,428
N-glycosylation 4,971 2,257 2,181 906
O-glycosylation 2,853 367 295 93
Acétylation 2,600 1,896 1,024 677
Amidation 2,163 1,339 44 30
Hydroxylation 1,301 251 211 29
Méthylation 911 407 430 143
Ubiquitination 516 353 266 196
Carboxylation 447 122 88 15

Toutes les modifications ont été extraites de SRisd et HPRD. Les sites de glycosylation ont épalat été
extraits d'O-GlycBase et PDB. Les sites de phosgpdibion ont en outre été extraits de PDB, phosphME
Phospho Site et phospho POINT.

1.1.3.1. La phosphorylation
L'exemple le plus couramment observé est la phoglation des protéines, qui peut
avoir lieu sur les résidus seérine, thréeonine aidiyre. Ces derniers portent tous une fonction
hydroxyle susceptible d'étre estérifiee par unegtosphorique, apporté par une molécule

d'ATP dont le phosphate est transféré sur un agitdaé porteur d'une fonction hydroxyle.

La phosphorylation des protéines représente un msfna de régulation qui contrdle
pratiquement tous les aspects de la vie cellul@iette réaction covalente (Figure 1), assurée
par des protéines kinases, induit des changememtf®rmationnels qui peuvent affecter
lafonction d'une protéine de diverses manierestiemulant ou en supprimant son activité, en
contrélant sa localisation intracellulaire ou sastdection, ou encore en lui permettant

d'interagir avec d'autres protéines.

La simplicité de cette modification post-traductietie, et sa réversibilité grace a
I'action de la protéine phosphatase, expliquerthgdstement pourquoi elle a été adoptée avec
succes pour régler la plupart des fonctions cetkdg SCHONICHENEt al, 2013).
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Kinase ‘(i low pH ﬁ

Serine o AP ADP ol Ht .
7{‘ TAY ‘Tﬁ—‘ TAY
P KO 0 OH

Phosphatase high pH

Figure 1 : Exemple de la phosphorylation de la same ; addition d'une charge négative a
des conditions faiblement basiques (SCHONICHENt al, 2013).

Par exemple, cheRBacillus subtilis, I'arginine de certaines protéines est phosphorylée
(formation d'une N{)-phospho-L-Arg) par la McsB-kinase. Cette modifica de résidu Arg
indique que la protéine est destinée a la dégaugtar le complexe CIpCP (constitué de la
protéase ClpP et de la protéitanfoldase” ClpC - complexe caractéristique des bactéries
Gram +) (TRENTINIet al, 2016).

Selon HUTTERERet al (2017) la phosphorylation des résidus serine @thine par
la protéine kinase 1A (DYRK1A) semble étre un régeuir clé dans la réplication du génome
viral de cytomegalovirus (HCMV). lIs ont concluseggla réplication de HCMV est bloquée
par l'inhibition de DYRK1A.

1.1.3.2. L'acétylation ou la méthylation
L'acétylation ou la méthylation des protéines a keir les résidus lysine et arginine
qui consiste a l'addition d'un groupement acétyle neethyle. Ces modifications post-
traductionnelles touchent les propriétés physidmizfues de la chaine latérale d'une maniéere
tres significative ; par modification de la chadgela chainelatérale de la lysine.

Cette derniére posséde, en effet, un groupementjiNHst constitutivement chargé
positivement a pH physiologique. Si cette fonctamine est acétylée avec formation d'un
groupement NH-CO-C{ la chaine latérale de la lysine ne peut plusgpaté charge.

Ce mécanisme cité pour la modification de la lyssefondamental dans la régulation

de l'interaction des histones avec I'ADN ; l'acdtiph des histones au niveau de la chaine
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latérale de la lysine constitue un mécanisme cedéraégulation de la compaction de I'ADN
sur les histones : quand la chaine latérale nastgeétylée, sa charge positive renforce
I'interaction de la protéine avec les groupememigsphodiesters négativement chargés de
I'ADN. S'il faut réduire l'interaction intime entigistone et ADN, les histones sont alors
neutraliser par acétylation (RUSCONI, 2011).

D'aprés BLANC et RICHARD (2017) la méthylation dardinine par la protéine
arginine méthyltransférase (PRMT) est essenti@lg pne regénération correcte des muscles
squelettiquesn vitro. Cependant, les mécanismes déclenchant I'événereeméthylation,
ainsi que la facon dont les substrats méthylésleagda fonction des cellules souches

musculaires et la décision sur le devenir restelétarminer.

1.1.3.3. La glycosylation
La glycosylation est une modification chimique $alqui consiste a Il'ajout d'un
glucide sur les groupements hydroxyles de la seeinele la thréonine ou a l'amide de

l'asparagine.

De nombreuses protéines sécréterainsi que desin@®tmembranaires contiennent
des résidus glycosylés. La glycosylation a lieu égélement au niveau de réticulum
endoplasmique (RE), puis la modification de la shadligosaccharidique, a lieu soit dans le
RE ou dans le Golgi. Les chaines d'oses sont kées protéines par des liaisons O-
glycosidiques ou N-glycosidiques selon leur sitectage. Les chaines liees par des liaisons
O-glycosidiques (sérine/thréonine) sont plus caufiea 3 résidus d'osés) et plus variables
gue celles liées par des liaisons N-glycosidiquaspdragine) qui peuvent former des
arborescences (LODIS# al, 2005).

Selon les travaux d'ISSAD et PAGESY (2014) un atype de glycosylation, I'0O-
Acétyl-glucosaminylation (O-GIcNAcylation), qui gespond a l'addition de N-acétyl-
glucosamine sur le groupement hydroxyle des acidesnés; sérine et thréonine.
Contrairement aux glycosylations complexes, guosé dans le réticulum endoplasmique ou
l'appareil de Golgi, la O-GIcNAcylation concernesestiellement les protéines cytosoliques
et nucléaires et elle est considérée comme étanmadlification dynamique et réversible qui
contrble l'activité des protéines, leur localisaiointracellulaires et les interactions entre

protéines. Cette modification est assurée par deemzymes ; O-linked N
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acetylglucosaminyltransferase (I'OGT) et la N-aeftd glucosaminidase (O-GlcNAcase ou

OGA) et elle dépend étroitement de la disponibéiéglucose.

L'O-GlcNAcylation pourrait jouer un réle dans cares maladies neurodégénératives.
Alors que le gene codant pour 'OGT est un cangidat la dystonie-parkinsonisme liée a I'X,
le géne codant pour 'OGA est proche d'une régionlidate pour la maladie d'Alzheimer. Des
altérations de I'0O-GlcNAcylation semblent en eféeintribuer a la toxicité des protéines
impliquées dans la maladie d'Alzheimer. Une dimomut'O-GlcNAcylation de la protéine Tau
a été observée dans le cerveau de patient ateelatrdaladie d'Alzheimer. Il a été suggeéré que
cette diminution d’O-GIcNAcylation, probablementedé@ une réduction de ['utilisation de
glucose par le cerveau vieillissant, favorise ldrgiosphorylation et I'agrégation de la protéine
Tau, la déstabilisation des microtubules et les@ions neuronales (LEFEBVREal, 2005).

1.1.3.4. L'oxydation

L'oxydation correspond a une attaque de la protgiae les especes réactives
d'oxygene (ERO) et les espéces réactives d'az&N)(Ejui peut avoir lieu sur plusieurs sites
d'attaques comme par exemple, son squelette aghdténchainement de liaisons peptidiques
ou les chaines latérales de ses acides aminése @witlification peut entrainer une
hydrophilie accrue et une fragmentation de la ahd&térale, I'agrégation via une liaison
croisée covalente ou des interactions hydrophobesdéploiement des protéines et une
conformation modifiée, des interactions altéréescades partenaires biologiques et un
renouvellement modifié (DAVIES, 2016).

Parmi les acides aminés les plus touchéspar I'tioydala cystéine et la méthionine,
tous les deux portent un atome de soufre ce qudfilx un site majeur de l'oxydation qui
génere la formation de pont disulfure qui rend pestéines plus sensibles aux attaques
radicalaires. C'est le cas de nombreuses enzyriigkaices et les protéines de transport qui,
aprés oxydation, deviennent inactives et beaucdup gensibles a l'action des protéases
(GUEYE, 2007 ; SJOBERG, 2013).

L'oxydation peut étre un mécanisme important deuledipn pour de nombreuses
protéines, par exemple les résidus réactifs deeimesigui sont des composants critiques dans
la signalisation redox. Une forme particulieremenrydée de cystéine, l'acide sulfénique
(Cys-SOH), qui a un réle important en tant que @aiptle stress oxydatif et nitrosant dans les
enzymes et les régulateurs transcriptionnels (DEFPEEt al, 2015).

10
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1.1.3.5. La désamidation
La désamidation est I'une des modifications p@stuictionnelles les plus importante,
cette modification touche les résidus asparagiaylglutaminyle. Typiquement, l'asparagine
est convertie en acide aspartique ou en acidesigardque. La glutamine est convertie en
acide glutamique ou en acide pyroglutamique (5-oxioe).

La désamidation a été utilisée pour améliorer lalsiité et les propriétés fonctionnelles
des protéines, en convertissant les groupes andieiesleux acides aminés cités en résidus
acides (groupes carboxyles et hydroxyles) paradif@r d'ammoniac. La conversion de groupe
amide en groupe carboxyle conduit & une diminutiorpoint isoélectrique (pl) de la protéine
due a l'augmentation du nombre des groupes cadmghargés négativement. Ainsi, les
protéines désamidées seront plus solubles darddgions faiblement acides (SERR#al,
2016).

Il existe deux types de désamidation ; la désamoidl@nzymatique et la désamidation

non enzymatique.

1.2. Désamidation enzymatique des protéines

De nombreuses recherches ont été menées sur laidasan de différentes protéines
par des acides, des bases et des enzymes. Lesdegtizymatiques, en particulier, ont été
souhaitées car elles utilisent des conditions i@aatlles douces (des températures entre 30
40°C) et un pH neutre, elles possedent une spiégifidevée, malgré quelques réactions
secondaires inévitables (MIW& al, 2013).

La désamidation enzymatique pourrait étre uneratere viable a la désamidation
chimique, car les enzymes sont spécifiques au tpstest-a-dire qu'aucune de ces enzymes
n'hydrolysent les liaisons peptidiques.

Cette modification enzymatique a lieu sur les nésidlutaminyle (GIn) et elle a été

caractérisée dans certaines protéines alimentaires.

Alors que la désamidation enzymatique de GIn egetaent observée et été impliquée
dans plusieurs processus ordinaires et pathologjgilien'existe aucun exemple connu
d'uneenzyme naturelle qui désamide le résidu Agpayi@ dans un peptide ou une protéine
(ROBINSON N.E et ROBINSON A.B, 2007).

11
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1.2.1. Désamidation enzymatique du résidu glutamyle
La désamidation enzymatique du résidu GIn a ététdén 1959 par WAELSCldt
al,(ROBINSON N.E et ROBINSON A.B, 2004). Cette réastimonsiste a la transformation
des résidus GIn en acide glutamique (Glu) (Figyrex&c libération d'ammoniac. Elle est
significativement impliquer dans I'amélioration geepriétés fonctionnelles et nutritionnelles
de certaines protéines alimentaires (les protéioesoja, les protéines du mais, les protéines
du blé...etc.) (SERRAt al, 2016).

La transglutaminase (TG), la protéine glutamind¥®)(et la peptidoglutaminase sont
des enzymes qui catalysent cette réaction de ddation. Bien que le mécanisme d’action de
ces enzymes soit identique, ils présentent uneifgjiéc différente vis-a-vis des substrats
(JOYCE, 2015).

O
NH,
7 NH NH3
NH N glutamic acid (a-Glu)
O
O //
B OH .
O@
Z NH
TNH ~

P

Figure 2: La désamidation enzymatique de résidu glamine en acide glutamique avec
libération d'ammonium (SERRA et al,2016).

1.2.1.1. Mécanismes d'action des désamidases
1.2.1.1.1. Les Transglutaminases
En 1950, Borsookt al, ont découvert une transamidase du foie de coclisedavec
une activité enzymatique régulée par des niveatradellulaires de Ca et de GTPn vivo
(NARKYUN, 2013).

12
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La transglutaminase tissulaire, nommée TG2 (EC22.3), catalyse l'incorporation
d'amine primaire dans des substrats protéiquesupar réaction de remplacement pour
produire une protéine modifiée et de 'ammoniacTHRRACHCHY et al, 2012).

Protéine-CONH+r RNH, «—> Protéine RNH-CONHR + Ngi

Cette enzyme est spécifique a GIn lié au polypepetie est largement répandue chez
les mammiferes, mais elle a été également ideatiigns des formes de vie inférieures y

compris les archées, les bactéries, les plantesgls et les insectes (HLTOMial, 2015).

La TG2 catalyse la réaction de transfert d'acylesdaquelle le groupgcarboxamide
du résidu GIn agit comme donneur d'acyle qui foenamne liaison avec des groupes amino
primaires (libre ou lie au polypeptide) de petitidgsomoléculaire, par exemple le groupe
g-amine des réesidus lysine, qui agit comme un aecepd'acyle. La réaction forme des

y-amides monosubstitués d'acide glutamique.

Si aucune fonction aminé primaire n'est présentesi @lle est présent mais bloquée et
dans des conditions Iégerement acides, I'eau ggutteamme un accepteur d'acyle et une
désamidation se produit avec la libération d'amampiour donner de l'acide glutamique lié
aux peptides (BHATNAGAR et CLEVELAND, 1992 ; NARKY\J 2013).

Lorsque la réaction de désamidation est méditéd Gaet que des résidus lysine sont
disponibles, la désamidation enzymatique des régiln est suivie d'une transamidation qui
nécessite la présence de Cpour lier de maniére covalente les amines prirsairen résidu
de glutamine de la protéine. Cette réaction corallet formation d'une liaison isopeptidé N
(y-glutamyl) lysine (Figure 3) (ECKER@t al, 2014 ; SERRAet al, 2016).

TG2 joue un réle principale dans la maladie coekaq en effet cette enzyme est
capable de désamider les peptides de gliadineédedy gluten, ce qui augmente leur affinités
de liaison avec les molécules de DQ2 et DQS8 smEé de I'antigéne du leucocyte humain
(HLA) et de la maladie coeliaque et qui sont exgs sur différents types de cellules
présentatrices d'antigeéne (APC), ce qui permeanieck une forte réponse immunitaire.

Le blocage de l'activité enzymatique du TG2 a d&tBcsuggéré comme une approche
pharmacologique nouvelle et appropriée pour trdgenaladie ceeliaque (RAUHAVIRTAt
al, 2016).

13
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Une découverte inattendue a permis de progresser égard, il s'agit de la présence
d'un pont disulfure allostérique qui maintient &G extracellulaire dans un état
catalytiguement inactif dans l'intestin (KHOSLA,120).

0

||
P1+CH,-CH,C-N-R + NH, (1)
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‘ TGJ fransandation | /
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Figure 3 : Réactions enzymatiques catalysées pas eansglutaminases (ECKERT& al, 2014).
Réactions 1 et 2 c'est la transamidation et 3 c'elst réaction désamidation la ou I'eau estutilisé game

accepteur d'acyle.

1.2.1.1.2. Les peptidoglutaminases
KIKUCHI et al,(1971) ont découvert la peptidoglutaminase Baeillus circulons,
enzyme qui fait partie des L-glutamine amidohydsela(EC 3.5.1.2). Cette enzyme n'est pas
active sur des peptides de poids moléculaire éleest-a-dire les protéines telles que les
caseines et les protéines du lactosérum méme lapresenaturation mais elle est uniquement
active contre les résidus de glutaminyle dans dastiges ayant un poids moléculaire
inférieur a 5000.

Deux peptidoglutaminases qui catalysent cette icracnt été trouvées; la peptido-
glutaminase | (EC 3.5.1.43), qui désamide le grouparboxamide du résidu GIn C-terminal
et la peptidoglutaminase Il (EC 3.5.1.44), qui dési@ le groupg-carboxamide des résidus
de GIn N-terminaux et internes (NARKYUN, 2013).

14
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HAMADA et al(1988) ont signalé de légeres améliorations deékamhidation des
protéines catalysées par cette enzyme a l'aidepd#sines traitées a la chaleur et /ou
alcalines, mais les degrés de désamidation étaesnfaibles (0,8 a 3,0% pour les caséines)
par rapport a ceux des préparations traitées pamlabinaisons avec une protéolyse (environ
38%).

HAMADA et MARCHALL (1992) ont constaté qu'en pluseda protéolyse, le
chauffage des solutions de protéine du soja, lamdigation par la peptidoglutaminase a

amelioré les propriétés fonctionnelles des protdesoja.

La solubilité de ces protéines a augmenté a pHah3i que dans des conditions
alcalines. La désamidation a également augmentévitd émulsifiante, la stabilité de

I'émulsion et le pouvoir moussant, mais n'a eu meciet apparent sur la stabilité de la mousse.

Les propriétés fonctionnelles améliorées des pretede soja désamidées a amenés a
envisager d'utiliser les peptidoglutaminases comume réacteur enzymatique pour la
désamidation continue des protéines alimentairédADA et MARCHALL, 1992).

1.2.1.1.3. Les protéines- glutaminases
La protéine-glutaminase (PG), (EC 3.5.1.44), ispiéer la premiere fois en 2001, dans
le surnageant de culture @aryseobacterium proteolyticum (YAMAGUCHI et al, 2001).

La PG désamide uniquement le groupe amide de meHhatérale de résidu Gin lié
aux protéines pour libérer de I'ammoniac sansys#ala glutamine libre et sans produire des
changements indésirables dans la structure desipest

L'action de PG a été étudiée pour plusieurs preséatimentaires telles que la protéine
de soja, le gluten de blé, la zéine du mais gpdettines du lait (les caséines et les protéines
de lactosérum) (YONGt al, 2004 ; MIWAet al, 2013 ; NARKYUN, 2013).

MIWA et al(2013) ont montré que l'isolat de protéine de k&tom (WPI) traité par
PG n'était pas susceptible de se polymériser mémes ahauffage, ce qui est di a une
augmentation des répulsions électrostatiques éggrgroupes acidescarboxyliques et a une
diminution de la formation de liaison disulfure, qu& entraine une diminution de l'agrégation

provoquée par la chaleur (Figure 4).
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Les propriétés des gels WPI induits par la chatetirété modifiees par désamidation,
ces gels traités par PG ont une texture méle etapacité de retention d'eau élevée méme en

présence de sel en quantité élevé.

Heat treatment & P B
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Figure 4 : Effet de la protéine glutaminase sur I$olat de protéines de lactosérum
(MIWA et al, 2013).

Selon SUPPAVORASATITet al (2013) la désamidation partielle du lait de soja pa
PG, améliore la solubilité de la protéine dans cawditions acides (pH 5,0) et diminue le
potentiel de liaison de la protéine a la vanilleteau maltol (des composés aromatiques) c'est-
a-dire I'élimination des saveurs indésirables dulla soja ; ces améliorations sont réalisables
grace a la conversion des résidus GIn en Glu cergubgue une augmentation du nombre de

groupes carboxyles chargés négativement, qui pt@/age diminution du pl de la protéine.

1.2.2. Impact de la désamidation enzymatique surdeprotéines alimentaires.
Du point de vue chimique, la perte d'un groupe anatdle remplacer par un groupe
hydroxyle augmentent les charges électrostatiqueedadprotéine, ce qui entrainera un
déploiement partiel de protéine et une moindre gajrén, améliorant ainsi les propriétés

fonctionnelles des protéines (JOYCE, 2015).

Comme les protéines de pouls et de graines, ldgipes oléagineuses, protéines de
canola et les protéines d'avoine sont principalénagsamidées pour améliorer leurs

fonctionnalités ; les propriétés de solubilité, meage et émulsification.

Selon HETTIARACHCHY et al (2012) la protéine de soja désamidée améliore
l'absorption du calcium de l'intestin gréle et fase la formation des os lorsque le phytate, un

inhibiteur d'absorption du calcium est éliminé.
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La solubilité et les propriétés d'émulsificationlde-zéine de mais qui est une protéine
peut soluble mais avec des valeurs nutritionndlesé, ont été remarquablement améliorées
apres la désamidation en particulier a pH 7, pgrdduction d'une charge négative issu de la
conversion du GIn en Glu. Cependant des étudesnontré que lai-zéine désamidée sous
forme de poudre présentait une propriété antioxygdamiérieure par rapport a celle non
désamidée. (YONGt al, 2004).

D'aprés YAO et ZHAO (2015) la désamidation desaitsode protéine de soja (SPI)
diminue la glycation et la réticulation, et donn& goroduits une digestibilité plus élevée, une
hydratation moins élevée, une stabilité thermiqlues faible et une structure secondaire plus

ouverte.

Selon LIU et al (2016) le traitement des hydrolysats de gluten lkée(WGH) qui
présente un goQt amer, par la glutaminase pend@hirin a permet I'amélioration du godt
par la diminution de 'amertume et 'augmentatiergdidtumami. En effet I'oligopeptide riche
en acide glutamique et l'acide glutamique libre itaggtnéralement non seulement les

caractéristiques de lI'umami, mais aussi l'acténasqué le golt amer.

1.3. Désamination non enzymatique des protéines
1.3.1. Définition et conditions de réalisation
Les réactions de désamidation des chaines latataléasparagine et de la glutamine
sont parmi les modifications covalentes non-enziguas les plus étudiées pour les protéines
et les peptides. Des efforts considérables de relch@nt été étendus pour élucider les détails
de la réaction de désamidation dans les systémeisro et in vivo, et un certain nombre
d'examens bien écrits sont disponibles (MCNALLWH&STEDT, 2007).

La désamidation des protéines est décrite comnper de la fonction amide d'un
résidu GIn ou Asn accompagné d'une libération d'aniac et la transformation de ces deux

acides aminés en acides glutamique et aspartidgtieqdB1O, 1996).

Les résidus asparaginyle et glutaminyle, dans legtiges et les protéines sont
intrinséquement instables dans des conditions ploggques, avec des demi-vies allant de
quelques heures a plus de 100 ans, elles se désamioh enzymatiquement en résidus L et
D aspartyle et glutamyle ou en L et D iso-Asp et@&u. L'Asn réagit généralement beaucoup
plus rapidement que GIn, bien que les mécanismetes@midation sont essentiellement les
mémes (ROBINSON N.E et ROBINSON A.B, 2007).
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La réaction de désamidation d’Asn, se produit nazymatiquement ou spontanément
dans les peptides et les protéines, elle été largeatudiée dans de nombreux domaines des
sciences chimiques et pharmaceutiques (NORIYG$HIL 2015).

1.3.2. Mécanisme de la désamidation non enzymatique
Le mécanisme de la désamidation non enzymatiqussteren la formation d'un cycle

imide (L-succinimide), qui résulte de 'attaque léophile du doublet électronique d'un atome
d'azote de la chaine carbonée principale sur latdencarbone du groupement amide de la
chaine latérale du résidu Asn. La formation du sutide, molécule intermédiaire cyclique a
cing atomes, implique la chaine latérale et le geouent carboxyle du résidu Asp ou Asn et
I'azote du groupement amide du résidu suivant (ER®t CLARKE, 1987 ; STEPHENSON
et CLARKE, 1989). Le succinimide, ainsi formé, est intermédiaire stable qui peut étre
observé dans une zone du pH variant de 4,0 a 45, ani se décompose aussi vite qu'il s'est
formé pour des valeurs de pH plus élevés.

Ensuite le cycle imide formé est soumis a une Hydep ce qui génere au sein de la
chaine peptidique la formation d'un résidu L-isqgpAsm L-Asp (XIE et SCHOWEN, 1999).
L'apparition d'un résidu iso-Asp introduit une $ian B-amide attaché sur le groupemegnt
carboxyliqgue du résidu iso-Asp. Ce qui provoque almngement dans la structure des

peptides et des protéines qui subissent une déstomdFigure 5).

L'isoaspartate est un résidu d'acide aminé apgargislans certaines protéines suite a
une réaction intramoléculaire entre un résidu AsrAsp et le résidu d'acide aminé suivant
dans la séquence protéique (GEIGER et CLARKE, 1987)
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Figure 5: Mécanisme de la désamidation non enzymatile du résidu asparagine a pH>5
(NORIYOSHI et al, 2015).

1.3.3. Importance de la réaction de désamidation moenzymatique
Dans la nature, la désamidation des protéinesyaudle important dans la régulation

biologique, probablement comme une horloge biolagjidans la détermination de la fonction et
du catabolisme des protéines ou un signal pouédmadation des enzymes et des hormones.
L'hypothese selon laquelle les désamidations deA&in peuvent servir d’horloge biomoléculaire
ont initié une série d'études visant a détermemphrameétres disponibles pour ces horloges dans
des conditions solvables physiologiguement pertaseer(SHLOMO, 1996). Pour certaines
protéines, il peut s'agir d'une horloge moléculaoer faciliter le renouvellement rapide des
composants fonctionnels biologiguement importaat&dellule (NARKHYUN, 2013).
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Au cours du processus de vieillissement, la désatioid non enzymatique peut nuire
a de nombreuses protéines. Et donc, il est posgildda désamidation spontanée puisse avoir
une fonction biologique importante dans la pathégende nombreux troubles humains
impliqués dans des tissus vieillis (NARKHYUN, 2013)

La désamination des asparagines et lI'isomérisdesracides aspartiques sont de bons
exemples de modifications non enzymatiques quictdfe les fonctions des protéines, en
formant des résidus L-isoaspartates anormaux. taféeaent, lors du vieillissement, la
formation des résidus aspartates anormaux, telsLejgeaspartates, est considérée comme
une des principales sources de dommages aux @Est@$WARDet al, 2000).

Dans la modification des protéines alimentaires, deientifiques de I'alimentation
commencent tout juste a reconnaitre son poterdgi@hte alternative viable a I'hydrolyse des
protéines (SHLOMO, 1996).

La désamidation non enzymatique des résidus aspgl@gpeut se produire
spontanément dans des conditions physiologiquese @mdification peut modifier I'activité
biologique des protéines ou des peptides et dduderainsi une réponse auto-immune.

D'autre part, la désamidation non enzymatique Alenl'peut également affecter la
reconnaissance immunitaire des protéines et detdpspPar exemple, les lymphocytes T
reconnaissent spécifiquement les peptides contedast résidus Asn qui ont été soit
transformés en succinimide (CHE# al, 1996), soit sont désamidés pour former un résidu
Asp ou iso-Asp (CIRRITt al, 2001).

La désamidation non enzymatique est supposée @éwevaie importante pour la
dégradation chimique des anticorps monoclonauisésilprincipalement comme traitements

en oncologie et immunologie (PAGEal, 2013).

Plus récemment, selon NORIYOSHt al (2015) il a rendu possible une telle
compréhension quantitative approfondie de la dégeecel structurelle de la désamidation que
les vitesses de désamidation des résidus aspaeagdiays les protéines peuvent étre prédites
a partir de structures protéiques tridimensionsetleec un degré élevé de fiabilité. Ceci, a
son tour, a conduit & la découverte que les résaguislies servent d'horloges moléculaires

dans de nombreux systémes biologiques et la dérmatinstd'exemples supplémentaires.
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En 1966, il a été prouvé que la désamidation séyiron vivo dans le cytochrome C.
En 1970, il est émis I'hypothese que la désamidatist une horloge moléculaire. Une
condition nécessaire de cette hypothése est quaugsde désamidation sont soumis a une
modulation génétique au moyen de la structure e@psiges et des protéines (ROBINSON
N.E et ROBINSON A.B, 2007).

1.3.4. Influence de divers facteurs sur la cinétiqeide désamidation
L'événement de la désamidation est trés fréguensuetienne spontanément a
l'intérieur des cellules. Toutefois, des factewmme la température, le pH environnant, la
structure et le temps de demi-vie de la protéinevget influencer ce processus (ROBINSON
N.E et ROBINSON A.B, 2004).

1.3.4.1. Effet du pH
Les résultats obtenus par I'étude du pH sur laadiggion des résidus Asn et Asp dans
un intervalle du pH variant de 1 a 12, montrent ueésamidation spontanée dépend des
valeurs du pH allant de 5 a 8. Au-dela de cet vz, la protéine est totalement dénaturée et
ne peut résister a des valeurs de pH extrémesésantdation des protéines et des peptides
se produit a pH neutre ou proche de la neutralidéssmelle est plus rapide a pH basique
(ROBINSON N.E et ROBINSON A.B, 2007).

En particulier, le pH semble exercer un contrélgemmasur la désamidation non
enzymatique des résidus asparaginyle dans les guiiges. A pH alcalin et neutre, il est
signalé que la désamidation des résidus d'asparagplique la formation d'un cycle imide
intramoléculaire intermédiaire. Dans des conditiangles, on a signalé que la réaction se
faisait par hydrolyse directe des résidus d'Asnsddes résidus Asp sans formation
d'intermédiaire cyclique imide (SHLOMO, 1996). A pbhysiologique, la désamidation
entraine lintroduction d'une charge négative aside désamidant et une certaine
isomérisation (ROBINSON N.E et ROBINSON A.B, 2007).

1.3.4.2. Effet de la température
Le taux de désamidation des protéines montre égalerta dépendance a la
température sous un pH neutre. Pour les réactierm@samidation seules, lI'accélération de la
fréquence associée a la température dans lesmastgeut étre due a une flexibilité accrue de
la molécule, permettant une formation plus rapieé¢ichide cyclique, ou peut se produire par

catalyse des chaines latérales amenées au voisinagite de désamidation. La disponibilité
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de l'eau semble étre un déterminant important désiseassociés a la température
(MCNALLY et HASTEDT, 2007).

1.3.4.4. Effet de la structure de la protéine
Les taux de désamidation dépendent de la séqueintaine et de la conformation des
protéines. Il a été démontré que la séquence dacrthinés primaire, ainsi que la structure
tridimensionnelle de la protéine, peuvent affetgeiaux de désamidation. Cette modification
introduit une charge négative dans la protéinegpgut changer la structure et la fonction de la
protéine.

Des études antérieures ont également montré gsiueture des acides aminés qui
flottent Asn a un effet significatif sur le taux désamidation. Un résidu Asn suivi d'un résidu
Glycine (Gly) dans les protéines est particulierstrgensible a la désamidation, méme si
d'autres séquences telles que Asn-Ser, Asn-Asrse{Ma ont été observées pour subir une
désamidation dans les protéines (NARKHYUN, 2013).

Dans les études utilisant des modéles peptidigeesésidu d'acide aminé sur le
groupe carboxyle de I'Asn a montré une grande enffe sur la vitesse de réaction, en
particulier lorsque le résidu carboxyle adjacent Aen est Gly (ROBINSON N.E et
ROBINSON A.B, 2004).

1.3.5. Systeme de réparation de la désamidation nemzymatique
Dans la plupart des organismes vivants, les preséet les peptides peuvent étre
assujettis a diverses modifications post-traducities spontanées dommageables lors du
vieillissement normal. D'ailleurs, ces différent@®difications entrainent normalement un
changement conformationnel qui peut provoquer Uigeagion néfaste pour la fonction de la
protéine (ROBINSON N.E et ROBINSON A.B, 2004).

La désamination des asparagines est un bon exe@pi®difications non enzymatiques

qui affectent les fonctions des protéines, en fatrdas résidus L-isoaspartates anormaux.

Effectivement, lors du vieillissement, la formatial® ces résidus, est considérée

comme une des principales sources de dommages@gings.

La L-isoaspartyl-méthyltransférase (PIMT) a été sid@érée comme une enzyme de
réparation des protéines en raison de sa capaaiéditer la méthylation du groupe a-

carbonyle des résidus iso-Asp (Figure 6). Cette ifitation permet la formation d'un
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intermédiaire succinimide qui peut étre hydrolypérdganément, Asp et iso-Asp. Certaines
études ont associé la présence d'un rappaeit/o iso-Asp / Asp inversé avec le mécanisme
d'action de I'enzyme de réparation de la proteIMTRSERRA et al, 2016).

L'identification de nouveaux substrats PIMT danscdmtexte de la pathologie est
importante et particulierement impérative dansitlétdu cerveau des mammiféres; tissu ou
cette enzyme est plus clairement exprimée et impéadans la pathophysiologie de plusieurs
maladies neurodégénératives associées au viatieageg(SERRAet al, 2016).

La PIMT est une enzyme ubiquitaire d'environ 248@00ns qui a été identifiée chez
plusieurs organismes comme les bactéries, lesgdatds champignons et les mammiféres.
Plusieurs études depuis sa découverte ont perncardetériser cette protéine. En plus de se
retrouver dans quatre des cing régnes du mondetyilaPIMT est également exprimée dans
tous les tissus. Par contre, c'est dans le ceiygason expression est la plus élevée, suivi des

testicules et du coeur.

Le géne qui code pour la PIMT chez I'hnumain, compde 8 exons séparées de 7
introns, est situé sur le chromosome 6, il exisggontairement deux isoformes de la PIMT
résultant de I'épissage alternatif d'un géne situde chromosome 6. L'isoforme | a pHi de
6,5 et une séquence Ct Arg-Trp-Lys tandis quefdisoe Il se distingue par un pHi de 5,5
avec une séquence Ct Arg-Asp-Glu-Leu (COURNOYERS20

Hélicea

Feuilletp

Site actif de la PIMT

Figure 6: Vue d'ensemble de la structure cristallie de la L-isoaspartyl-
méthyltransférase humaine (RYTTERSGAARDet al, 2002).
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Il. Matériel et méthodes

Le lait qui est un produit alimentaire important esnsidéré comme la principale
source des nutriments pour les personnes de teytagnu pour ses valeurs nutritionnelles et
sa teneur en protéine élevée surtout dans le chstdle vache. Afin de mieux caractérisé ce
lait nous avons effectués certains analyses tedslegi analyses physico-chimiques (dosage
des protéines, des glucides et de la vitamine @gstcontrbles électrophorétiques (PAGE-
SDS et PAGE-Native) et chromatographiques (de patior® dans le but de séparer et de

purifier les protéines du lait bovin.

Ce travail a été réalisé au niveau du Laborat@r&idchimie de l'université Mouloud

Mammeri de Tizi-Ouzou, Algérie.

2.1. Matériel
2.1.1. Appareillages
— Spectrophotometre UV-Visible
— Unité de chromatographie liquide basse pression ;
— Unité d’électrophorése ;
— Lyophilisateur a plateaux (Telstar LoyQuest) ;
— Autres matériels d’analyses usuelles (bain-mar@tex, centrifugeuse, agitateur,

balance de précision, pH métre...etc).

2.1.2. Le petit matériel
Un certain nombre de petit matériel a été utilisécaurs de cette étude comme les

micropipettes, différents types de verrerie (biclpgrettes gradué, fiole, éprouvette...etc).

2.1.3. Matériel biologique
2.1.3.1. Echantillons du lait
Nous avons utilisés trois échantillons du laivvdehe ;

— Le lait de vache cru ;
— Le lait de vache reconstitué ;

— Le lait de vache a Ultra Haute Température (UHT).

2.1.3.2. Enzymes et protéines étalon
Nous avons utilisés pour I'hydrolyse des protéithesait :
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- latrypsine (EC.3.4.21.4), extraite de pancréasrbpv

Pour les protéines étalon d’électrophorese PAGE-8DBAGE-Native, nous avons
utilisés un kit préparé au niveau de laboratoir&abehimie qui comprend 5 protéines de PM
connu: lo-lactalbumine, la pB-lactoglobuline, le chymotrypsinigéne A, ['ovalbumei

I'albumine sérique bovine (BSA).

2.1.4. Produits et réactifs

— Colorants et réactifs : acrylamide, bleu de bronémath dodécyl sulfate de sodium,
2-mercaptoéthanol, bisacrylamide, persulfate d’amiom, réactif de Folin-Ciocalteu,
TEMED....

— Support chromatographique : Sephacryl S100.

2.2. Méthodes
2.2.1. Méthodes chimiques
L’analyse physico-chimique des échantillons a paté la mesure de certains
parameétres (la teneur en protéine, en lactose &itdmine C). Toutes les mesures sont

réalisées sur les trois laits en deux essais. Lyenme et les écarts type sont calculés.

2.2.1.1. Dosage des protéines

La détermination de la concentration en protéiresséthantillons se fait par un dosage
colorimétrique selon la méthode de Lowatyal, (1951) (Annexe 1). Il s’agit d'une méthode
de dosage colorimétrique des protéines basée swéthde du biuret. En effet, la protéine réagit
tout d’abord avec un réactif cuivrique alcalin ifiethode du biuret) puis un second réactif, dit
réactif de Folin-Ciocalteu (tungsto-phospho-molgodi), est ajouté. Il est composé d’un mélange
de tungstate de sodium et de molybdate de sodiwnletion dans de I'acide phosphorique et de
lacide chlorhydrique. Ce réactif permet la rédomtides acides aminés aromatiques;

tyrosine et tryptophane conduisant a la formatian domplexe coloré bleu foncé.

Les intensités de la coloration sont proportioregelf la concentration dont on
mesurera I'absorbance par spectrophotométrie anfbQa détermination de la concentration
des échantillons (deux essais ont été réaliségitggar une courbe d’étalonnage on utilisant

'albumine sérique bovine (BSA) comme standard ({Fegr).
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Figure 7: Courbe étalon du dosage des protéines par la méthede LOWRY et al, (1951).

L'albumine sérique bovine (BSA) est utilisée commprotéine étalon ; R= coefficient de corrélation.

2.2.1.2. Dosage des glucides
La détermination de la concentration en glucidesatdhantillons se fait par un dosage
colorimétrique par l'acide 3,5-dinitrosalyciliquBNS), aussi appelé acide 2-hydroxy-3,5-
dinitrobenzoique (Annexe 2).

En milieu alcalin et a chaud, I'acide 3,5 dinitrysdique (DNS) est réduit en acide 3-
amino-5-nitrosalicique en présence des sucres t@&ahsc Le composé obtenu est rouge
orangé a reflets pourpres. Il peut étre dosé pactggphotométrie A 530nm). La
détermination de la concentration des échantilf@nfait par une courbe d’étalonnage qu'on a

tracé DO = f (concentration en lactose) (Figure 8).

L'intensité de la coloration rouge est proportidiena la concentration de lactose si on
opere dans des conditions physico-chimiques cotestan
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Figure 8 : Courbe étalon du dosage du lactose par la méthodgilisant I'acide 3,5

dinitrosalycilique (DNS).

2.2.1.3. Dosage de la vitamine C dans le lait
Le dosage de la vitamine C est basé sur la rédusticechiométrique par l'acide
ascorbique d’'un colorant : le 2.6 dichlorophénaephénol (2.6 DCPIP), qui est coloré en
bleu sous sa forme oxydé et incolore sous sa foédeite. Le DCPIP peut étre réduit par
d’autres substances mais la spécificité de laigraesst améliorée en opérant en milieu acide,

les substances qui peuvent interférer réagissers lEntement.

Les conditions utilisées sont celles recommandéas AUDIGIE et al, (1978),

(annexe3).

La solution du 2.6 DCPIP est étalonnée par 'emglone solution d’acide ascorbique

de concentration connue.

2-2-2. Préparation des échantillons
Les grands groupes des protéines bovines sontéaparpartir du lait en suivant les

étapes illustrées dans la figure (9).
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[ Lait cru bovin ]

Ecrémage par centrifugation a

(3500 g/ 20 min & 4°C) l\__/

[ Lait écrémé ]

Acidification a pH= 4,6 Centrifugation (4000 g/ 20min)
par (HCL, 4N)

,, !

Précipités : caséines Surnageants : protéines
sériques

\/

-Dialyse 72h a 10°C
-Congélation

Créme écartée

-Lyophilisation

Protéines sériques
lyophilisées

ydrolyse enzymatique

par la trypsine

Chromatographie sur Controle
gel de permeation électrophorétique
(PAGE-SDS)
Contréle

électrophorétique
(PAGE-Native)

Figure 9 : Etapes de séparation des protéines duitdovin.
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2.2.2.1. Ecrémage
L’écrémage du lait entier est réalisé par centdfiggm a 3500 g pendant 20 min. la
creme qui apparait en surface est écartée, al@daylait écrémé est filtré afin d’éliminer

totalement la matiere grasse.

2.2.2.2. Séparation par précipitation acide des ptéines bovines
Le principe de cette séparation repose sur l'acatibn du lait écrémé jusqu’au pH
4,6, qui permet la précipitation des caséines.eCapération est réalisable par addition de
HCL 4N, en suite le lait est centrifuger 4000 ggent 20 min.

Le culot récupéré contient les caséines et le gemtacontient les protéines sériques.

Ensuite nous avons remplis des boudins de dialyse las protéines sériques, et nous
avons effectués une dialyse pendant 72 h & 10°C eereuvellement constant d’eau de
dialyse. Les protéines récupérer apres dialyse smmeler pendant une nuit et lyophiliser
pendant 24 h.

2.2.3. Hydrolyse enzymatique des protéines sériqupar la trypsine
La trypsine (EC.3.4.21.4), qui est une enzyme égrtde pancréas bovin, elle posséde
une structure (environ 230 acides aminés) et udspaioléculaire environ 24 kDa. Son pH
optimal se situe entre 7 et 8. A pH plus élevée elevient sensible a sa propre action
autolytique, et a pH plus bas que 6, elle perd aciivité. Cette enzyme pancréatique est
activée a température proche du corps humain,estie 37 et 40°C. La trypsine catalyse
I'hydrolyse de substrat peptidyl amide ou du c@onyle des résidus arginine ou lysine qui

sont des acides aminés basiques.

Dans ce travail nous avons utilisé la trypsine gdwdrolyse des protéines sériques
du lait de vache (Annexe 4). Les différentes étajgesette hydrolyse sont schématisées dans

la figure 10.
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Protéines lyophilisées

(PS)

Enzymes : Trypsine

l

Incubation

(E/S: 2/100; T: 40°C; pH: 6, 5; T-HCL 0.5 M)

l

Prélevement d’aliquotes (400 pl d’hydrolysat additionné
du méme volume d’échantillon) a des temps variablgs
(0’ ;15 30’; 60’ ; 120"

!

Arrét de la réaction par chauffage a 100°C/5min

l

PAGE-SDS

Figure 10 : Etapes de I'hydrolyse enzymatique par la trypsine des protéas du

lait.

2.2.4. Chromatographie de permeation sur gel de Skeacryl S100
La chromatographie d’exclusion ou de permeationgairpermet de séparer et de
purifier les divers constituants d'un mélange selimportance relative de leurs masses
moléculaires a travers une phase stationnaire pppeo qui permet d’éluer les entités

protéigues dans un ordre décroissant de leur poadéculaire.

Cette technique a été utilisée efficacement posgéfmration des protéines sériques du
lait bovin (YOSHIDA, 1990), humain (KUNZ et LONNERA), 1999) et camelin
(LEVIEUX et al, 2006).

Dans le présent travail, la phase stationnaire@sstituée du gel sephacry S100 qui
est préparé par réticulation covalente d’'un alkgée dextrane avec du N, N’ méthylene
bisacrylamide. Ce gel ayant une grande stabiltés@de un domaine de fractionnement situé
entre 5.18et 2.5.18 Da.
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Le gel de sephacry (environ 5g) prét a 'emplot, & en contacte du tampon de
départ ; chlorure de tris hydroxyméthyl aminoméghérris-HCL), 0.02 M, pH 8.4) pendant 30
min. Il est ensuite dégazé sous vide, puis couié tlacolonne (20 x 1cm) en une seule fois.

Apres équilibrage de la colonne par I'éluant ebifitation du débit a 0.46 ml/min, le
volume mort de la colonne a été déeterming) (@ar injection de bleu dextrane a la

concentration de 1mg/ml.

Les protéines sériques lyophilisées (50 mg) sohtbdsées dans 5 ml de tampon
Tris-HCL (0.02 M, pH 8.4), déposées en haut deolarme et €luées dans ces conditions a
débit constant. Des fractions de 2 ml sont redasikt caractérisées (électrophorese PAGE-
Native).

2.2.5. Méthode électrophorétique
2.2.5.1. Principe général
Les protéines qui sont des macromolécules amplsptpeaivent se déplacer dans un
champ électrique en fonction de leur charge ndedeur poids moléculaire et des conditions
du milieu. Ce déplacement différentiel est mis afipren électrophorése pour pouvoir les
séparer et les identifier, car les niveaux de ntigmaatteints constituent une caractéristique

intrinseque de chaque entité protéique.

Les séparations électrophorétiques ont été réalmdredes gels de polyacrylamide qui
est le produit de polymérisation des monomeéresrganide (CH=CH-CO-NH,) et d'un
agent de pontage habituellement le N, N'méthyléseabrylamide (CH=CH-CO-NH-CH-
NH-CO-CH=CH), en présence de persulfate d’ammonium (NH5,0s) et N,N,N’,
N’'tétraméthyl-éthyléne diamine (TEMED) comme casalyrs de la réaction (Figure 11).
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Figure 11 : Réaction de polymérisation entre I'acriamide et le bis acrylamide.

Cette polymérisation conduit a la formation de nognbes chaines enroulées qui
déterminent un ensemble de micro-canaux de pores ldaquels les molécules protéiniques
se déplacent sous l'effet de tamisage moléculdimsi, le degré de porosité du gel (ou de
réticulation) est variable selon les indices T eth@isis selon la relation :

T= (a+b/v).100 (%) ;
C= (b/a+b).100 (%) ;

a: acrylamide (g) ; b: N, N'méthyléne bis-acrylamif) ; v: volume de tampon (ml); T:
pourcentage de la concentration total en (acrylamithis-acrylamide) ; C: pourcentage de la
concentration en (bis-acrylamide) par rapport dal {@acrylamide et bis-acrylamide).

2.2.5.2. Réalisation de I'électrophorése
Aprés avoir coulé le gel délicatement entre dewaques de verre, les échantillons

prépares et solubilisés dans le tampon appropmiédeposes dans les puits a raison de 10 a 20 pl.

Le tampon d’échantillon contient le bleu de brom@amii pour suivre la progression

de migration électrophorétique qui a lieu sousagdtet ampérage constant (20 mA, 250V).
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2.2.5.3. Révélation des bandes de migration
A la fin de la migration, les protéines sont figéans I'acide trichloroacétique (TCA)
12 % (p/v) pendant 45 minutes puis colorées pentldmture avec une solution de bleu de
coomassie R250, 0.5 % (p/v). La décoloration dusggdfectue, sous agitation douce pendant
1 a 2 jours dans des solutions de décolorationuseiées plusieurs fois contenant le
mélange : acide acétique, eau, méthanol.

Figure 12 : Photographie d’une unité d’électrophorge.

A : Générateur du courant ; B : Cuve de migration

2.2.5.4. Electrophorése sur gel de polyacrylaneddans des conditions non dissociantes
et non dénaturantes (PAGE-Native)
L’électrophorese sur gel de polyacrylamitdas les conditions non dissociantes et non
dénaturantes (PAGE-Native) est une méthode paéienhent résolutive pour les protéines

sériques du lait. Celles-ci migrent dans ce camdelrr charge nette et leur poids moléculaire.

En nous basant sur la méthode de HILLER§19Annexe 5), nous avons utilisés un gel
de polyacrylamide & T=12% et C=2.7%. Le tampon eleegt composé de (TRIS, 0.75 M,
pH 8.9). Le tampon d’électrode est constitué del§TBmM ; glycine, 77 mM ; pH 8.3).
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Les échantillons protéiques ; les fractides piques chromatographiques des protéines
sériques sont préparés a raison de 2 mg/ml dansalum@n contenant le tampon de gel (1/10
V/IV), de I'eau distillée (7/10 V/V) et du glycérabD% (V/V).

2.2.5.5. Electrophorese sur gel de polyacrylamideads des conditions dissociantes
et dénaturantes (PAGE-SDS)

Les électrophoreses sont réalisées selon la méttmd&EMMLI et FAVRE (1973)

en conditions dissociantes et dénaturantes (Angxe

Le dodécyle sulfate de sodium « SDS » (CH3-(CHZOL; Na), est un détergent
anionique et un puissant agent dénaturant. Enqprés#un agent réducteur chargé de rompre
les ponts disulfures, tel le 2-mercaptoéthano§ etmpérature élevée (3 a 4 mn a 100°C), il
permet de solubiliser les protéines et de se fixeres derniéres (dont les chaines sont

ouvertes) en leur conférant une charge négative.

La fixation du SDS sur les protéines permet d’étienile facteur de séparation selon la
charge. De ce fait, les différents composés ne nsewdifférenciés par migration

électrophorétique que selon leur poids moléculaire.

La PAGE SDS est basé sur un systéme biphasiqugrenant deux types de gels : un
gel de concentration faiblement réticulé qui n’eeeaucun effet de tamisage sur les protéines,

et un gel de séparation ou les composés seroresegedon leurs poids moléculaire.

Pour cela, nous avons utilisés un gel de concémréf= 4% et C= 2,7%) en tampon
(TRIS-HCI ; pH 6,8) et un gel de séparation (T=% 7%t C= 2,7 %) en tampon (TRIS-HCI ;
pH 8,8). Le tampon d’électrode est composeé de (THi®ine, SDS, eau distillée).
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3.1. La caractérisation des protéines du lait de whe

Tableau Il : Résultats de la caractérisation physioc-chimique des 3 échantillons du lait

de vache.

Echantillons Lait de vache Lait reconstitué Lait UHT
Teneur en protéines (g/1) 37,98 +0.11 22,98 £0.01 20,91 +£0.01
Teneur en glucose (g/1) 39,84 ¢g/1 33,81 9g/1 16/89 g
Teneur en vitamine C (mg/1) 32,2 mg/1 16,12 mg/1 ,126ng/1

3.1.1. Teneur en protéines
Nous avons calculés cette teneur par la méthodewey et al, (1951) en recourant &
une courbe étalon de la fonction D.O= f (Conceitratle la BSA) (Figure 10). La teneur en
protéines des 3 laits étudie est mentionnée datableau Il. La teneur en protéine du lait de
vache cru est de 37,98 g/1 £ 0.11, cette tenewwncEpien a la norme requise (32 g/1) et varie

légerement dans le lait reconstitué (LR) (22,98 gtle lait UHT (20,91 g/1).

Ces résultats sont comparables a ceux rapportéed'q#tres études méme si les
valeurs mentionnées étaient plus faible ; 34 g/LIAS et LINDEN, 2004), 36 g/1
(MALACARNE et al, 2002) et 32 g/1 (HAUGt al, 2007 ; COURTET, 2007).

La teneur en protéines obtenue dans d’autres espetgue le lait caprin MAHIEgt
al (1977) avec 27,8 g/1, DECANDI# al (2007) avec 35,4 g/1, ZAHRADDENSBt al (2007)
avec 38,4 g/1 et le lait camelin ATTI& al (2001) 30,72 g/1 ; SHAMSIA (2009) 34,6 g/1 ;
ELAMINE et WILCOX (1992) 28,0 g/1.

La variation de la teneur en protéine entre leciagtillons peut étre expliqué par
l'effet du traitement thermique sur le lait, on egque que plus la température du traitement
thermique est éleveé, la teneur en protéine dimirdans le LR qui a subit la pasteurisation (63
°C pendant 30 minutes) la teneur été de 22,98 gHames le lait UHT (130 °C a 150 °C
pendant 2,3 secondes) la teneur est encore phis 20,91 g/1.

L'effet du traitement thermique sur le lait a éwddé@ par plusieurs auteurs (HILLIER
et LYSTER, 1979 ; DAMICZt al, 1965 ; MCMAHON et YOUSIF, 1993) aboutissant a une
seule conclusion, que le traitement thermique ciugénaturation des protéines surtout pour

les protéines solubles.
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3.1.2. Teneur en lactose
Nous avons fait le dosage des sucres réducteurta pagéthode utilisant 'acide 3,5
dinitrosalycilique (DNS) dans les 3 échantillonsldit, puis on a comparé les concentrations
en lactose trouvés dans ces échantillons. Lesta¢sdle la teneur en lactose different dans les

3 échantillons analysés, ces résultats sont dararesle tableau Il.

La quantité en lactose présente dans nos solufidhsLR, UHT), a été déterminée a
travers la courbe étalon qu'on a tracé DO = f (eatration en lactose) (Figure 11). La teneur
en lactose trouvé pour le LV est de 39,84 g/1,eptiune valeur comparable aux travaux de
SIBOUKEUR (2007) 44,13 g/1, ALIAS et LINDEN (20040 g/l et MALACARNE ¢t al
(2002) 48,8 g/1. Par contre pour le LR et le laHTJces valeurs sont un peu plus faible et
sont respectivement : 33,81 g/1, 16,39 g/1.

La diminution de la teneur en lactose dans les dathantillons qui ont subit un
traitement thermique peut étre expliqué par le ffhgea du lait. Ce chauffage la caramélisation
du lactose, ce qui est un traceur de mise en édder lintensité du traitement thermique
appliqué et confére au lait un goQt cuit qui estagg@éable dans certains cas (POUGHEON,
2001).

Cette diminution peut étre également expliqué pasthde de lactation, car comme
pour le lait camelin, la teneur en lactose estléaglurant les premiers jours de lactation puis

elle augmente jusqu'a se stabiliser & partir'@&jsur (KAMAL et al, 2007).

3.1.3. Teneur en vitamine C
La Vitamine C est une substance chimique a cametg@ide connue aussi sous le nom
d'acide ascorbique, nom dérivant de [l'activité saotibutigue qu'elle présente dans
'organisme, est la vitamine quantitativement laspimportante dans la plupart des laits et

particulierement dans le lait de chamelle.

La teneur en vitamine C, dont il est rapporté aers la littérature que nous avons
consultée est de 19 mg/l pour un lait de vache mpovient des races étranger
(POLONOVSKYetal, 1971 ; MEHAIA, 1994).

38



[1l. Résultats et discussion

Les teneurs en vitamine C pour les 2 échantilllfs €t UHT) sont trés proches ou
méme identiques (16,12 mg/1) et sont comparablasn@arme, alors que celle de LV (32,2
mg/1) est la plus élevé, cela peut étre expligudaaon fiabilité de la technique de titration,
car elle est considéré comme une méthode peu $nsib

Dans d'autres especes comme le lait camelin panm&e le taux moyen de cette

vitamine est de 44,28 mg/1, cette valeur s'élé¥éoss la valeur mesurée pour le lait de vache.

Les résultats de cette étude sont concordantscaveccités dans la littérature : 41,4 mg/1
(SIBOUKEUR, 2005), 46 mg/1 (SHAMSIA, 2009). Toutisfocertains auteurs ont enregistré des
taux plus faible : 24,9 mg/1 (MEHAIA, 1664) ; 3@ mg/l (ZHANGet al, 2005).

Les valeurs rapportées par KON (1959) et JAUBERIOT) donnent la moyenne en
vitamine C pour le lait de chévre a 20 mg/1.

3.2. Fractionnement des protéines sériques et demséines du lait de vache

Afin de séparer entre les protéines sériques atdegines nous avons procéder par une
précipitation acide a pH=4,6 comme le montre lauFég8, a cette valeur de pH on aura une
précipitation totale des caséines du lait de vdéthdAS et LINDEN, 1997), tandis que les
protéines sériques restent solubles a cette vekepH.

3.2.1. Chromatographie de permeation sur gel
Vu le grand intérét que présente les protéinesadio$érum sur le plan biologique et
fonctionnel, la mise en ceuvre de méthode facil@ert couteuse pour leur séparation et
purification est toujours un objectif analytiquei quscite de I'intérét. Pour cela plusieurs

protocoles de purification ont été développés ssiprotéines sériques bovines.

A c6té des méthodes de fractionnement classiquiisant le plus souvent la
précipitation des protéines par les sels, aboutisganéralement a des degrés de pureté
faibles, les méthodes chromatographiques sonirtdégués pour la purification des protéines

gue ce soit en haute ou en basse pression.

Dans notre travail afin d’identifié et de sépar® peotéines sériques bovines, nous avons
réalisés une séparation par chromatographie sutalmene Séphacryl S100. Le chromatogramme

obtenu montre I'existence de trois fractions nomsiée F2 et F3, (Figure 13A).
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Ces fractions ont été controlées par électrophaardeAGE-Native (Figure 13B). On
s’appuyant sur les données bibliographiques (SHIMKE et SUKEGAWA, 1982) on a
constaté que dans ces conditions non dissociahtesnedénaturantes les protéines sériques
bovines migrent en cing bandes, selon I'ordre sawis de leurs mobilités électrophorétique :
lgs< BSA< a-La < B-Lg.

Les Igs ont une mobilité faible, vu leur PM élaué ne leur permet pas de migré plus
loin. Une bande bien focalisée constituant la BS#iyi de la-La, enfin 2 autres bandes

intenses correspondent aux deux variantes géenstagisp-Lg.

L’électrophorégramme obtenu de nos échantillonglmontre la présence d'une
seule bande (A) visible au niveau de la fraction dti peut correspond a falactoglobuline
de PM 18 kDa selon les travaux de : S| AHMED ZENtAl (2013) ; NAQVlet al (2010) ;
LIN et al (2010), tandis que dans la fraction F1 on a unéo#l de plusieurs protéines au
méme temps ce qui peut étre expliqué par la lardeupique F1. La fraction F3 ne nous

révele aucune présence de protéines sériques.

FELIPE et LAW (1997) ont realisés une séparation g®téines sériques bovines sur
gel de Superdex 75. Les profils obtenus montreptdaence de trois pics majeurs, la premiere
fraction y a eu élution des Igs et la BSA, la seeonontient Ig3-Lg et la derniere contient

I'o-La avec un haut degré de pureté.

Ces résultats sont comparables a ceux d'autresuttaéalisés sur d'autres supports
tels que ARMSTRONGet al (1970) sur Sephadex G75, YOSHIDA (1990) sur Septhacr
S100 et NEYSTANEt al (2003) sur le Sephadex G50.

Le protocole utilisé dans cette étude est intéressgependant, la séparation des
protéines sériques avec une pureté plus élevé mmpmsrecoure a d'autres méthodes
chromatographiques plus fines (chromatographidimit, HPLC...).
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Figure 13 : Chromatographie Sur gel de permeation €s protéines sériques bovines sur
Sephacryl S100 ; colonne (20 x 1Cm) ; Tampon Tris-El 0.02 M, pH 8.4 ; Dép6t 50 mg
de protéines ; Débit d'élution 0.46/m in. A : Chronatogramme obtenu B : Profils
électrophorétique (PAGE-NATTVE) des fractions €luegT = 12%, C = 2,7%).

PS : Les protéines sérique totales ; F1, F2 etlle3 Fractions des piques de Chromatographie.
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Apres précipitation nous avant récupéres les pregesériques est effectués une

hydrolyse enzymatique par la trypsine.

3.3. Controdle électrophorétique des hydrolysats egmatiques des protéines sériques
Dans le but de déterminer l'effet de la trypsinelss protéines sériques, nous avons
effectués une électrophorése en PAGE-SDS. Le mlefdtrophorétique est visualisé dans la

figure 13, ce profil est comparable au travail d€A et al (2015).

En PAGE-SDS, le profil électrophorétique obtenwgtént la présence de bandes bien
focalisées, d'intensités variables. Ces bandes sotiées de | a lll selon l'ordre de leur
migration croissante. La distribution de ces barességérement hétérogene. On remarque
gue les bandes Il et lll sont communes dans tosipugts, alors que la bande | se trouve

uniquement au niveau du premier puit.

La bande (I) est tres fine avec une MM de 67 k@&ecbande peut correspondre a la
BSA, on remarque qu'au niveau des puis PS, To Enhtinsité de cette bande est presque la
méme, par contre au niveau des puis Tso, Teo, €t Ti2o, qui correspond aux différents temps
d'incubation des protéines sériques avec la trgpaid0°C cette intensité diminue. Le puit 3
indique clairement la disparition presque totaléadeande caractéristique de la BSA apres 15
min d'hydrolyse trypsique, cela peut étre expligaé la sensibilité de la BSA a la trypsine.

On conclue alors que la BSA est une protéine tegglé a I'action enzymatique.

La bande Il qui est trés intense, elle correspolad3ad_g avec une MM de 18 KDa, elle
est considéré comme la protéine majeure du lactwsbovin, elle constitue approximativement
la moitié du totale de ses protéines (WAL, 2001Y:TRONEN, 2006). Des quatre variants
génétiques connus deflalg, les principaux sont le variant A et le vari8atEn revanche, dans
tous les puits, on note la persistance de la bemdespondant a alg et 'absence des peptides,

traduisant la forte résistance de cette protélimydrolyse enzymatique.

Par contre on remarque une légére diminution deetisité de la bande Il qui
correspond ad-Lac de PM 14 kDa dans les puits 8t T;s, mais cette diminution n'est pas
vraiment importante. b*Lac est une métalloprotéine globulaire compaeestsicture primaire
est connue et stabilisée par 4 ponts disulfuremdesr par 8 résidus Cys. Deux variants
génétiques A et B ont été décrits pourllac, avec prédominance du variant B (PRIOULT,

2003). Pour cela la protéimelac reste toujours résistante a l'effet de I'ereytilisé.
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Les produits d'hydrolyse de la BSA ne sont pasaliser puisque nous avons utilisés
un gel de 12% ; qui est un gel tres large, il présees mailles tres grandes, et peut étre c'est

a travers ces mailles que nos fragments ont étis.sor

On comparant les résultats obtenu dans le puieoant les protéines sériques totales
(PS) et celui qui contient les protéines sériq@as £nzyme incubé pendant 120 min (SI), on
remarque que l'intensité des bandes est pratiqguelaeméme, alors on peu dire que le

traitement thermique n'a pas d'effet sur nos pregi

Il faut noter que I'effet de la trypsine sur lestpines sériques est similaire a celui qui
se déroule dans le tube digestif des étres humbims.étude a été menée a ce propos par
INGLINGSTAD et al (2010) ils ont conclu que d-lactaloumine de toutes les especes y
compris celle du lait bovin, apparaissait étre tésistante a la fois a la digestion gastrique et
duodénale. Une tendance similaire était observaelp@-lactoglobuline bovine.

PS ol s T30 Teo T20 Sl

...-“.

S R R e R

Figure 14 : Profil électrophorétique sur gel de Pglacrylamide en conditions dissociantes
et dénaturantes (SDS-PAGE) des fractions de I'hydigse enzymatique des protéines
sériques bovines. (T = 12 % et C = 2,7%).

PS : Protéines sériques totales,; Tis, Tso, Teor T120 : Prélévement des hydrolysats enzymatiques deéipes
sériques a des temps different ; 0 min, 15 minm&®, 60 min, 120 min ; Sl : Protéines sériques sATE/Me

incubé pendant 120 min.
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Conclusion

La désamidation peut agir comme une horloge madéreupour le fonctionnement et
le renouvellement des protéines et peut avoir feadant la purification des protéines
recombinantes et pendant le stockage des protéiéespeutiques. Elle joue également un
réle de signal dans la programmation de l'apoptedialaire et elle serait impliquée dans le

processus de sénescence.

Les résidus iso-Asp généré au cours de la désaomndae sont pas néfaste pour la
cellule, c'est plutét I'accumulation au cours deilissement de ces protéines endommagees
qui peut avoir des conséquences importantes augamk de leur structures et de leur
fonctions biologiques. C'est notamment le cas dasrsaines maladies dont la maladie

d'Alzheimer.

L'accumulation d'iso-Asp pourrait aussi induire dode réponse auto-immunitaire
des lymphocytes B et T chez des souris immuniséss la peptide 90-104 du cytochrome C

contenant en position 93 un résidu iso-Asp.

La PIMT, qui permet de limiter I'accumulation dessidus iso-Asp pourrait aussi
induire une forte stimulation du systeme immuné&ai€Ceci peut mener a l'apparition de
maladies auto immunes (des Maladies Inflammatd@keoniques de l'Intestin comme la
maladie de Crohn et la recto-colite hémorragiqgoedu'il s'agit d'une molécule du soi qui est
désamidée ou l'apparition d'allergies lorsqu'iis'd’'une molécule étrangere (désamination
excessive de la gliadine du blé). Cette accumudalizo-Asp peut aussi mener a I'apparition

d'autres maladies auto-immunes comme la scléropiagues.

L'efficacité de la réaction de désamidation spadgamepose sur les conditions
présentes dans le tractus gastro-intestinal (pterédgent alcalin, température de 37°C,
peptides facilement accessibles). La modificatiam ¢peptide par désamidation spontanée
induit nécessairement un changement de sa struetwe sa conformation, ce qui provoque

des conséquences importantes sur ses propriétigibes et fonctionnelles.

Cette modification n'induit pas que des effets stgfa Elle peut générer également des
effets favorables tell que I'amélioration des pi@igs techno-fonctionnelles des protéines, et

son utilisation comme traitement dans certain damé&en oncologie, en immunologie... etc.).
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Annexe 1: Détermination de la teneur en protéine &&n la méthode de Lowry
etal.,(1951).
1- Solutions
Solution A
- Carbonate de sodium anhydride {N8;) ;
- Soude 0,1 M.
Solution B
e G111 015] o o O SRR 2ml
- Tartrate de Na et K (1g/100ml) ....ccoooiiiiiieeeeeccceee e 2mi
Solution C
= SOIULION A 50ml
= SOIULION B . 1ml

Solution mére de BSA

m  BAUISHIEE .. e 0.5 ml
Gamme étalon

A partir de la solution BSA, des dilutions ont ptéparé suivant ce tableau :

Concentration en BSAg/ml 0 30 50 80 100
Solution mére de BSAI 0 150 250 400 500
Eau distilléeul 500 350 250 100 0
2-Méthode

- 0,5 ml de I'échantillon contenant entre 25 et 108eigrotéines

Ajouter 2,5 ml de la solution C et mélanger ;

- Laisser 5 a 10 min a température ambiante ;
- Ajouter 250ul de réactif de Folin-Ciocalteu ;

- Homogénéiser et laisser 30 min a l'obscurité ;
- LirelaDO a 750 nm.

3- Expression des résultats
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- Tracer la courbe d'étalon : DO=f (concentratiorpa#éine standard : BSA) ;

- Déterminer a partir de cette courbe les teneupgr@iéines des échantillons inconnus.

Annexe 2 : Dosage des sucres réducteurs par la métle utilisant l'acide
3,5dinitrosalycilique (DNS)

1-Principe de la méthode

En milieu alcalin et a chaud, I'acide 3,5 dinitigsgique (DNS) est réduit en acide 3-
amino-5-nitrosalicique en présence de sucres rédigtLe composeé obtenu est rouge orange

a reflets pourpres. Il peut étre dosé par spectrtphétrie (X= 530nm).
2-Protocole expérimental
- Mettre 1ml de la solution a doser (ou des diffé&gerilutions) dans un tube a essai ;
- Ajouter 2ml du réactif (3.5 DNS) ;
- Chauffer au bain-marie bouillant pendant 5min ;
- Refroidir par écoulement d'eau sous le robinet ;
- Ajouter 7ml d'eau distillée et homogénéiser ;
- Laisser reposer pendant 15min a température analgiant

Faire la lecture a 530nm contre le blanc.

Gamme étalon

N° de tube 01 02 03 04 05 06
Solution de lactose (ml) 0 0,2 0,4 0,6 0,94 1
Eau distillée (ml) 1 0,8 0,6 0,4 0,2 0
Réactif DNS (ml) 2 2 2 2 2 2

3-Expression des résultats

Tracer la courbe étalon DO = f (concentration ercgée) et déterminer la quantité de

sucre réducteur présente dans les solutions inesnnu
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Annexe 3 : Dosage de la vitamine C dans le lait

1-Solutions :
- Solution de 2,6 dichlorophénol, (DCPIP) a 0,25 lg/

- Sel de sodium du 2,6 DCPIP.................. 25@
- Bicarbonate de sodium........................:0,1 ¢
- Eau distillée chaude...............ooevvvvviaeeee. 300 ml

- Laisser refroidir et ajuster a 1000 ml avec daul'diatillée.

- Préparation d'une solution titrée d'acide ascorbijue a 0,5 g/1 ;

- Acide ascorbiqUe ..........cooviiiiiiiiiiiee e 0,59
- Eaudistillée chaude...........cooovviiviiieemee e 200 ml
2-Protocole :

- Préparation du blanc (témoin) ;
Dans un bicher de 10 ml, introduire : -1 ml dedauson a doser ;
- Ajouter 20Qul d'acide acétique glaciale ;

- Verser golte a golte la solution de 2,6 DCPIP wel'ad'une burette, jusqu'a

I'apparition d'une coloration rose péale persistante
- Lire le volume sur la burette (chute de buretteit, ¢ (ml).

- Dosage de la vitamine C contenue dans des éch#atis variés de lait ;

- Lelaite 1ml
- Eaudistillée ... 3 mi
- Acide acétique glaciale......................... 800ul

- Verser golte a golte la solution de 2,6 DCPIP i@el'ad’'une burette, jusqu'a

I'apparition d'une coloration rose pale persistante

- Lire le volume sur la burette (chute de buretteit, ¢ (ml).
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- Evolution de la teneur en Vit C dans différentesonditions de traitement ;

Dans chaque erlenmeyers A, B, C, et D mettre :

20 ml de la solution d’acide ascorbique a 0,5 g/l

Puis on les traite comme indiqué ci- dessous :

Laisser 15 min a température ambiante et expolseluaniere ;
Laisser 15 min a température ambiante et mettebé te la lumiere ;
Porter 15 min au bain marie a 40 C° ;

Porter 15 min au bain marie a 80 C°.

Annexe 4 : Etapes suivies pour I'hydrolyse enzymajue des protéines du

lait.

1-Matériels

05 tubes a essai propres et secs
Tampon Tris-HCI 0,5M ; pH 6,4
L’enzyme : la trypsine

Le substrat ; protéines sériques

Bain marie a 40°C et un autre bain mari a 100°C

2-Solutions a préparer

Tampon Tris-HCL 0,5M ; pH 6,4
Tampon d’échantillon
Solution de HCI 18

Annexe 5 : Electrophorése en conditions non dénatantes et non
dissociantes (PAGE-Native)

1-Solutions :

Solution d’acrylamide

ACTYlamIde. ... 369

Bisacrylamide. ..o 19
Eau distillée........ccovii i, 100 ml

Tampon de gel (B)

Tris..

Bau distill@es. ... 100 ml

Ajuster a pH 8.9 avec de HCL 4N
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Tampon d’électrode
GIYCINE . e 5.76 g
ODS 0.2 g
Eau distillées...... ..o 200 ml
Tampon d’échantillon

Tampondugel (B)....covv v 100 il

Eau distillée........ccovini i, 700 pl
GIYCErOl 50%0......ccceeeieeeeeeeiiic e e e e e e 200 pl
Bleu de Bromophénol................c.eeene .. une téte d’aiguille

Dissoudre 1 mg de protéines lyophilisées dans dentie tampon
2-Electrophorese
Préparation du gel: T=12% et C=2.7% (pour une plaque)
SOIULION (A) e 3.25 ml
SolUtioN (B)...vvvve e e D M
Eaudistillée..........coiiii i 1.68 ml
Dégazer le mélange (maximum 2 min)
TEMED ... oo e 10
Solution de persulfate d’ammonium 10%.................. 75 ul
Couler et mettre le peigne immeédiatement
Dépot d’échantillon : 10a 20 pl
Mise sous tension 20 mA, 250 V
Fixation : 45 mn dans la solution de fixation
Coloration : 1 heure dans la solution de coloration

Décoloration : dans la solution de décoloration
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Annexe 6: Electrophorese en présence de SDS et dm@rcaptoéthanol
(PAGE- SDS).

1. Solutions :

Solution d’acrylamide (A) :
Acrylamide........oveiiiiii 369
Bis-acrylamide...........ccoovviiii i, 19
Eau distillée................ocov ... 100 mi

Tampon du gel de séparation (Solution S) :
TS e 9.25¢g
Eaudistillée.................coviiii .50 mi
Ajuster a pH 8,8 avec de HCL 4N

Tampon du gel de concentration (Solution C)

Eaudistillée...............oocoi .50 mi
Ajuster a pH 6.8 avec de HCL 4N

Tampon d’électrode

TS e 12g
GIYCINE... e s 5.76 g
SDS . 0.2g

Eaudistillée............cooeeiiiii...200 Ml

Tampon d’échantillon
SOIUtioN (C) v 500 pl
Eau distillée...............cooiivin e n.250
SDS (10%)...ne e e 250
2-mercaptoéthanol..................cooiiiin . 50 ul
Dissoudre 1 a 2 mg de protéines lyophilisées dang B de ce tampon
Chauffer a 100°C pendant 4 a 5 mn puis refroidirsdan bain d’eau froide
Ajouter 200 pl d’'une solution de glycérol 50 % (v/gt quelques graines de bleu de

bromophénol.

Solution de fixation
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Eau distillée .......oooneeeeee e 100ml
Solution de coloration

Bleu de Coomassie R250 ..................vveeeeeeee... 0.50

T A e 4q
MEthANOL. ... oo 100ml
Eau distillée .......oooneeeeeeee e 100ml

Solution de décoloration

Acide aCltiQUE ........ccevvveeeeeieiiiiiiciieeeeee e, 37,5ml
Eau distillée .......oooneeeeeeee e 312,5ml
MeEthanol.......coveee e 150ml

Solution de persulfate d'ammonium

Persulfate d'ammonium ....................c. e .. 0,19
Eau diStillEe (QSP) .vvvvvrrrrrrmmniiiiieee s mmmmmmeeveeeennnneens 1mi
2. Electrophorese :

Préparation du gel de séparation : T = 12% et C =@7% (pour une plaque)

SOIULION (A) e 4,60 ml
SOIULION (S) v 2,51ml
Eau distillée ... 2,73ml

Dégazer pendant 2mn maximum

SDS 1090 ..eeeiiiieeeeiiiiee e 100
TEMED ..ottt 13
Persulfate d'ammonium 10 %...........eevvvvmmmeeeerirnnnnee. 7pl

Couler a environ 1,5cm du sommet de la plaque dadr®hauteur

63



Annexes

Préparation du gel de concentration : T = 4,8%et G- 2,7% (pour une plaque)

SOIULION (A) i 1,3ml
ST0] [0 1o ] o 1N () I 2,5ml
Eau distillée ... 5,8ml

Dégazer quelques secondes

Solution de SDS @ 10% ......ccevvvvvvevevnnt mmmmmmn e eeeeeee 100
TEMED ... oo i 20
Persulfate d'ammonium 10 %..................commmmmeeenn. 10

Couler immmédiatement sur le gel de s&par polymeérisé et mettre le peigne
Dép6t d’échantillon : 10 & 20 pl
Mise sous tension 20 mA, 200 V
Fixation : 45 minutes dans la solution de coloration

Décoloration : dans la solution de décoloration
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