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Annémies ferriprives : Annemie due a une carence des réserves en fer de I’organisme

Constante diélectrique : elle caractérise la permittivité du solvant et indique la capacité d'un

solvant a séparer les charges. elle augmente le pouvoir dissociant.

Cosolvant : Solvant rajouté en petite quantité a un solvant principal en vue d’en modifier les

propriétés.

Ectoenzyme : ou exoenzyme : Toute enzyme fabriquée par une cellule, puis qui est exportée
et agit a I'extérieur de cette cellule. Les exemples sont trés nombreux, notamment au niveau
des enzymes digestives. Ex. I'amylase, qui hydrolyse les molécules d'amidon a l'extérieur de

la cellule.

Peptide amphiphile : Enchainement d’acides aminés composés de groupements hydrophiles

et hydrophobes

pHi = pi = pH isoélectrique : pH ol une molécule est sous sa forme zwitterionique ou ion

mixte, sa charge globale étant alors nulle.
Psi: Pour « pound per square inch », livre par pouce carré

Random coil: Conformation en pelote statistique non périodique présente lorsque la
conformation locale d'un segment protéique ne correspond a aucune des structures

secondaires connues.

Salting “out’: Précipitation d’une protéine en solution aqueuse due a la présence d’une forte

concentration en sel, empéchant I’hydratation de celle-ci.

Salting “in”: Augmentation de la solubilité d’une protéine en solution saline liée a des

interactions électrostatiques

UA : Unité Anson; quantit¢ d’enzyme qui sous des conditions standards produit un
milliéquivalent Tyrosine par minute a partir d’hydrolysat de 1’hémoglobine soluble dans

I’acide trichloracétique.
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Depuis la mise en évidence d’une activité opiacée d’un hydrolysat du gluten par
Zioudrou et al., (1979), la recherche de peptides actifs a partir d’hydrolysats de protéines
alimentaires constitue une voie tres attractive pour le développement de nouvelles molécules.
A ce jour, de nombreux peptides actifs ont ét€ obtenus a partir d’hydrolysats protéiques. Ces
peptides, avec des activités diverses, peuvent intervenir dans des domaines trés variées :
aliments santé, pharmaceutique, cosmétique,... Les peptides actifs obtenus par hydrolyse

protéique possedent des caractéristiques tres variées.

Parmi ces peptides actifs, les peptides amphiphiles, de charge globale positive et de
taille moyenne (10-40 acides aminés), capables d’adopter une structure secondaire s’averent
étre tres intéressants. En effet, ces molécules sont connues comme possédant des propriétés
intéressantes employées dans divers domaines, telle que la diététique médicale pour la

prévention des anémies ferriprives (Erickson, 1981), grace a leur capacité de transport de la

protoporphirine IX (Cempel e? al., 1995) et de I’héme (Lebrun ef al.,1998).

L’abondance des données récentes sur les peptides préférentiellement structurés en hélice a,
actifs dans la translocation, 1’ancrage (peptides signaux) et la lyse membranaire (peptides
cytoliques du type de la mélinite), peut étre exploitée dans le domaine de la santé. Les
propriétés interfaciales de ce type d’oligopeptides ainsi que leur capacité d’interaction avec
les phospholipides sont intéressants pour la formulation de mousses, d’émulsions, de films et

peuvent étre utilisés dans le secteur alimentaire.

Dans le domaine pharmaceutique, les peptides offrent plusieurs avantages par rapport aux
petites molécules que constituent les médicaments traditionnels (Decaffmeyer et al., 2008).
Le premier avantage est que, représentant souvent la plus petite partie fonctionnelle d’une
protéine, ils offrent une efficacité, une sélectivité et une spécificité que les concepteurs de

petites molécules ont du mal a atteindre (Hummel et al., 2006).

Un deuxieme avantage, et non des moindres, est que les produits de dégradation des peptides
sont des acides aminés, ce qui élimine grandement les risques de toxicité (Loffet, 2002).
Troisiemement, les peptides s’accumulent peu dans les tissus en raison de leur temps de demi-

vie court. Toutefois, cela constitue aussi un désavantage quant a la durée d’action.

De plus, les peptides amphiphiles sont une classe de molécules qui combinent les

caractéristiques structurelles des tensioactifs avec les fonctions de peptides bioactifs. Ces
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propriétés sont aujourd’hui beaucoup exploitées dans le domaine des nanostructures. A cet
effet, un type spécifique de peptides amphiphiles sont connus pour s'auto-assembler dans une
dimension de nanostructures et ce, dans les conditions physiologiques. Cette auto assemblage
les rend hautement bioactifs. Ces peptides sont donc d'un grand intérét pour de nombreuses
applications biomédicales, y compris 1'ingénierie tissulaire, la médecine, de régénération et de

délivrance de médicaments (Cui et al., 2010).

En plus de ces précédentes potentialités, ces peptides amphiphiles sont aussi connus
comme étant doués d’activité antimicrobienne. En effet, les peptides antimicrobiens sont
généralement amphiphiles, capables d’adopter une structure secondaire en hélice, de charge
globale positive a pH neutre et sont constitués de 10-40 résidus d’acides aminés, comprenant
40-50% de résidus hydrophobes (Hancock R. E., 1997 ; Hwang et Vogel, 1998 ; Yeaman et
Yount, 2003). Ces peptides ont un large spectre d’activité, car étant capables de neutraliser de
nombreuses bactéries gram négatives (gram-) et gram positives (gram +), y compris certaines
souches résistantes aux antibiotiques ainsi que de nombreux champignons, virus et parasites
(Hancock R. E., 2001).

L’utilisation des peptides antimicrobiens est donc promise a un grand avenir, notamment afin
de contrer la perte d’efficacité des antibiotiques classiques (Gordon et al., 2005 ; Marr et al.,
2006). De plus, depuis plus d’une trentaine d’année aucune nouvelle famille d’antibiotique
n’a encore été découverte (Zinner S.H., 2007). Ils peuvent donc constituer une source

d’inspiration pour concevoir les nouveaux antibiotiques de demain (Hancock et Sahl, 2006).

Notre laboratoire s’intéresse donc a la production de peptides amphiphiles a activité
antimicrobienne a partir d’hydrolysats de protéines alimentaires telle que 1’hémoglobine
bovine.

Grace aux hydrolyses pepsiques réalisées au sein du laboratoire (Nedjar-Arroume et al., 2008
et 2006 ; Froidevaux et al., 2001 ; Lebrun et al., 1998,...), ’hydrolyse de 1’hémoglobine
bovine peut aujourd’hui étre considérée comme une grande source de ces peptides
antimicrobiens. Les caractéristiques des peptides issus de I’hydrolyse de I’hémoglobine sont
fortement dépendantes du mécanisme d’hydrolyse mis en jeu.

Selon 1’état structural initial de I’hémoglobine, deux principaux mécanismes d’hydrolyse ont

précédemment été décrit par Linderstrom-Lang en 1953 :
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Sous sa forme native (sans aucune modification structurale), I’hémoglobine est
immédiatement hydrolysée en peptides de petites tailles. La protéase dégrade une molécule
d’hémoglobine a la fois. Dans ce cas, 1’hydrolysat obtenu n’est composé que d’une partie de
I’hémoglobine intacte et de peptides finaux. Il ne contient aucune quantité appréciable de
peptides intermediaires. Ce mécanisme d’hydrolyse est dit de type « one by one ».

Par contre, sous sa forme dénaturée (avec de fortes modifications structurales), en début
d’hydrolyse, la protéase proceéde a une conversion immédiate de 1’hémoglobine en peptides
intermédiaires de plus grandes tailles. Il s’en suit donc un clivage progressif (par étapes) des

intermédiaires formés. Ce mécanisme d’hydrolyse est dit de type « zipper ».

Les procédés d’hydrolyse précédemment mis en jeu en vue de 1’obtention des peptides
antimicrobiens, impliquaient une dénaturation totale de 1’hémoglobine. Cette dénaturation
suivant un mécanisme d’hydrolyse de type « zipper », aboutit a un mélange peptidique tres
complexe comprenant plus d’une centaine de peptides. Parmi lesquels les peptides
antimicrobiens sont pour la plupart des peptides intermédiaires produits au cours de
I’hydrolyse. Ces peptides purifiés, ont montré une activité vis a vis des souches bactériennes
gram + ou gram-. Toutefois, I’isolement de ces peptides d’intérét s’est avéré tres difficile

compte tenu de la complexité du mélange obtenu, suite au processus d’hydrolyse appliqué.

Afin d’améliorer 1’obtention de ces peptides, leur isolement, ne doit plus étre guidé par le
hasard, comme ce fut le cas jusqu’a présent. L’orientation de 1’hydrolyse vers la formation de
ces peptides intermédiaires par la réalisation d’une hydrolyse controlée et limitée, c’est a dire
une hydrolyse ménagée, permettrait une production plus aisée et constituerait le point de

départ pour I’obtention de meilleurs rendements d’extraction.

Cette hydrolyse ménagée peut étre effectuée en milieu aqueux ou non. L hydrolyse controlée
en milieu aqueux n’ayant pas conduit a des résultats satisfaisants, a constitué la premiere

approche de nombreuses études scientifiques.

Par contre, 1’utilisation d’un milieu non aqueux a montré que 1’ajout de solvants organiques
auraient un effet sur la sélectivité de protéases telle que la pepsine dans le cas de I’hydrolyse
de divers autres protéines (Welinder, 1988 ; Dalgalarrondo et al., 1993 ; Brigitte Lignot
1998,...).
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L’objectif principal de cette these a été de trouver a partir du systeme
hémoglobine/pepsine, les meilleures conditions d’hydrolyse permettant 1’obtention d’un
hydrolysat moins complexe et enrichi en peptides actifs connus ou nouveaux. L’activité
biologique principalement recherchée étant celle antimicrobienne, cette recherche cible donc
I’obtention de peptides intermédiaires amphiphiles, de taille moyenne (10-40 acides aminés),

de charges globales positives, capables d’adopter une structure secondaire.

La stratégie adoptée a €té€ 1’utilisation de solvants structurants. Ces solvants sont connus dans
la littérature comme étant capables d’induire la formation de structures secondaires ou de faire
varier la structure tertiaire des protéines. L’utilisation de ces solvants permettra d’induire, au
cours de I’hydrolyse, des modifications structurales de 1’hémoglobine autres que celles
présentes a I’état natif ou a 1’état dénaturée. Ceci, en vue d’aboutir a une hydrolyse ménagée
de I’hémoglobine bovine.

Il s’agit notamment d’alcools primaires tels que le 2, 2, 2-TriFluoroEthanol (TFE), le
méthanol, 1’éthanol, le propanol ou le butanol.

L’élaboration d’un systeme enzymatique satisfaisant passe d’abord par la
connaissance de tous les parametres impliqués dans ce systeme et la compréhension de tous
les phénomenes associés. C’est pour cela que dans un premier temps, un rappel
bibliographique est effectué. Ce rappel bibliographique porte sur le modele d’étude
(hémoglobine bovine/pepsine porcine), sur ’effet des variantes impliquées dans 1’hydrolyse
enzymatique vis-a-vis de la structure protéique. Il porte aussi sur I’élaboration d’un bilan des
hydrolyses protéiques, notamment des hydrolyses de 1’hémoglobine et des peptides actifs

précédemment obtenus.

Une section matériels et méthodes, suivra ce rappel bibliographique afin d’énumérer et de

décrire les outils ayant permis de réaliser cette étude.

Dans un troisieme temps les résultats obtenus porteront d’abord dans un premier chapitre, sur
la mise en place du systeme c'est-a-dire du milieu adéquat favorisant I’hydrolyse controlée de
I’hémoglobine par la pepsine. Puis, dans un second chapitre, nous tenterons par des études
structurales, d’expliquer les mécanismes d’hydrolyse mis en jeu. Ensuite, dans un troisieme
chapitre, nous identifierons, caractériserons et effectuerons une étude comparative de tous les
peptides obtenus en fonction des mécanismes d’hydrolyse impliqués. La mise en évidence

d’une nouvelle famille peptidique, une des conséquences de 1’hydrolyse dans ce milieu hydro
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alcoolique sera aussi effectuée. Dans un quatrieme chapitre nous mettrons en évidence
I’activité antimicrobienne de tous les peptides obtenus grace a ce nouveau milieu d’hydrolyse
et enfin dans un dernier chapitre nous mettrons également en évidence une autre activité
biologique, la capacité d’inhibition de I’Enzyme de Conversion de I’ Angiotensine (ECA) de

cette nouvelle famille peptidique.
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I- Structures de I’hémoglobine bovine

L’hémoglobine, de masse moléculaire 64500 Da, est la protéine majoritaire du sang dont la
fonction principale est le transport de 1’oxygene. Elle est composée de quatre chaines

polypeptidiques renfermant chacune un groupement prosthétique : ’héme.

L’héme est un complexe tétrapyrrolique de fer ferreux. La liaison de I'oxygeéne (O;) a
I’hémoglobine forme 1’oxyhémoglobine et 1’0, se fixe au niveau du fer Fe** de ’héme
entrainant un changement conformationnel du complexe. Le changement de conformation de
I'héme suite a l'oxygénation entraine aussi une modification de la conformation protéique

(schéma 1).

La partie protéique de I’hémoglobine est appelée globine ou apoprotéine et est constituée de

deux chaines alpha (ou chaines o) identiques et de deux chaines béta (ou chaines f)

identiques.
Desoxyhémoglobine :: Oxyhémoglobine
J ) (J-

Partie
protéique liée o
a I’heme

~ -.!-'_ﬂ

Histidine IHéme Histidine IHeme

I(incurvé) [(aplati)

O; (libre) =—b,_a 0, (lig) =—*

Figure 1 : Réactions de I’héme avec I’oxygene (Markham et al., 2007).

I.1- Structure primaire de I’hémoglobine bovine

La structure primaire est représentée par I’enchainement des acides aminés liés les uns aux

autres par des liaisons covalentes (liaisons peptidiques).
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- La chaine alpha :

La premiere séquence a été proposée en 1967 par Schroeder et al., a partir de I’hémoglobine

feetal bovin. La chaine alpha de hémoglobine adulte bovin est composée de 141 acides aminés

dont, 76 sont hydrophobes (non polaires), 52 hydrophiles (polaires) et 13 faiblement polaires.

Son poids moléculaire est de 15053,1 Da et son point isoélectrique théorique est de 8,19. Le

récapitulatif du pourcentage des différents acides aminés (tableau 1) montre que la chaine

alpha est constituée a majorité de leucine et d’alanine. Le nombre total de résidus chargés

négativement (Asp/Glu) est de 13 et celui des résidus chargés positivement (Arg/Lys) est de

14.

Tableau 1 : Récapitulatif de la composition en acides aminés de la chaine alpha de

I’hémoglobine bovine.

Acides aminés | Quantité | Pourcentage
Ala (A) 20 14,20%
Arg (R) 3 2,10%
Asn (N) 3 2,10%
Asp (D) 8 5,70%
Cys (C) 0 0%
Gln (Q) 1 0,70%
Glu (E) 5 3,50%
Gly (G) 9 6,40%
His (H) 10 7,10%
Ile (I) 0 0%
Leu (L) 20 14,20%
Lys (K) 11 7,80%
Met (M) 1 0,70%
Phe (F) 7 5%

Pro (P) 6 4,30%
Ser (S) 13 9,20%
Thr (T) 8 5,70%
Trp (W) 1 0,70%
Tyr (Y) 3 2,10%
Val (V) 12 8,50%

© 2011 Tous droits réservés.

La séquence de la chaine alpha se présente comme

suit :

YWLSAADKGN
*'HAAEYGAEAL
“KTYFPHFDLS
SOAKVAAALTKA
80, SELSDLHAH
100, L,SHSLLVTL
120 AVHASLDKFL
BOANVSTVLTSK
14OYR

1OVKAAWGKVGG
*'ERMFLSFPTT
>YHGSAQVKGHG
"VEHLDDLPGA
9°KLRVDPVNFK
HOASHLPSDFTP
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- La chaine béta

Elle est composée de 145 acides aminés dont 82 hydrophobes, 55 hydrophiles et 8 acides

aminés faiblement polaires. Le nombre total de résidus chargés positivement ou négativement

est identique (17 acides aminés). Le poids moléculaire est de 15954,3 Da. Son point

1soélectrique théorique est de 7,02.

Tableau 2: Récapitulatif de la composition en acides aminés de la chaine béta de
I’hémoglobine bovine.

Acides aminés | Quantité | Pourcentage
Ala (A) 14 11,00%
Arg (R) 4 2,80%
Asn (N) 7 4,80%
Asp (D) 9 6,20%
Cys (C) 1 0,70%
Gln (Q) 3 2,10%
Glu (E) 8 5,50%
Gly (G) 11 7,60%
His (H) 6 4,10%
Ile (I) 0 0%
Leu (L) 17 11,70%
Lys (K) 13 9,00%
Met (M) 3 2,10%
Phe (F) 10 7%

Pro (P) 4 2,80%
Ser (S) 5 3,40%
Thr (T) 6 4,10%
Trp (W) 2 1,40%
Tyr (Y) 2 1,40%
Val (V) 18 12,40%

La séquence de la chaine béta se présente comme

suit :

'MLTAEEKAA ""WVTAFWGKVKV
“DEVGGEALGR YLLVVYPWTQR
YFFESFGDLST Y ADAVMNNPKV
KAHGKKVLDS "FSNGMKHLDD
*LKGTFAALSE “LHCDKLHVDP
'ENFKLLGNVL "0V VVLARNFGK
2'EFTPVLQADF F9QKVVAGVANA
1407, AHRYH

L.2- Structure secondaire de I’hémoglobine bovine

La structure secondaire se rapporte aux interactions entre les acides aminés proches les

uns des autres dans une séquence linéaire (Voet D. et al., 2007). On distingue plusieurs types

© 2011 Tous droits réservés.
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de structures. Cependant, les plus souvent rencontrées sont les hélices alpha (caractérisées par
I'enroulement des liaisons peptidiques autour d'un axe sous forme de « tire bouchon » et
comportant 3,6 résidus consécutifs par tour. Cette structure est stabilisée par des liaisons
hydrogenes entre les groupements CO et NH de 2 liaisons peptidiques superposées.) ou les
feuillets béta (structure périodique constituée de plusieurs brins dont les liaisons hydrogeénes

se font entre résidus distants). La structure secondaire de la globine est hélicoidale a plus de

75%. Coude Hélice alpha *Hélice 3;0  Aucune structure

secondaire

scop

Stride M\MN

FOEVLSAADKGNVKAAMAWGKVYGGHAAEYGAEALERMFLSFPTTHKTYFPHFDLSHGSAQVKGHGA
FOB ' 10 ' 20 ' ET ' a0 ' 50 ' 60

FOEKWVAAALTKAVEHLDDLPGALSELSDLHAHKLRVDPVNFKLLSHSLLVYTLASHLPSDFTPA
FDE g4 70 ad an 100 110 120

FOEWVHASLDKFLANVSTVLTSHKYR
FOE 454 130 14D

SCOP Hemoglohin, beta-chain (d2qsph1)

FOEMLTAEEKAAVT AFWGKVKVDEVGGEALGRLLVYVVYPWTOQRFFESFGDLSTADAVMNNPKVK
FOE Y ' 10 ' 20 ' 3l ' 40 ' 50 ' B0

SCOP Hemoglohin, beta-chain (d2qsph1)

FOEAHGKKVLDSFSNGMKHLDDLKGT FAALSELHCDKLHVYDPENFKLL GNVLVVVL ARNFGKE
FOEg ' 70 ' B0 ' 3 ' 100 ' 110 ' 120°

SCOP Hemoglohin, beta-chain (d...

o —NVVVVVV - =

FOEFTPVLOADFOKVVAGVANAL AHRYH
FOE 121 ' 130 ' 140 145

Figure 2 : Structures secondaires de la chaine alpha (a) et béta (b) de I’hémoglobine bovine.
SCOP, DSSP, Stride et PDB constituent des bases de données protéiques.

* hélice 3¢ : Structure ressemblant a une hélice alpha et comportant 3 résidus par tour (au lieu
de 3,6). Chaque pont hydrogene ferme une boucle de dix atomes, d'ou le nom de 3¢ (3 résidus
par tour, 10 atomes dans la boucle).
(http://www.pdb.org/pdb/explore/remediatedSequence.do?structureId=2QSP).
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Les chaines alpha et les chaines béta sont respectivement composées de 8 et de 11 hélices
alpha reliées les unes aux autres par des coudes. Les extrémités N et C sont elles aussi

désordonnées.
L.3- Structure tertiaire de I’hémoglobine bovine

La structure tertiaire d’une protéine constitue le troisieme niveau de 1’identité
structurale d’une molécule protéique. Elle correspond au repliement de la chaine
polypeptidique dans I’espace. Cette structure tertiaire dépend aussi de la composition en
acides aminés de la protéine et de son environnement. Les propriétés fonctionnelles des

protéines dépendent de leur structure tertiaire.

Ces structures sont formées par 1’assemblage d’éléments structuraux dans unes ou plusieurs

unités compactes globulaires appelées domaines.

Lors des études réalisées par Kendrew des les années 60, il a été constaté que I’intérieur de la
myoglobine avait presque exclusivement des chaines latérales hydrophobes (Kendrew 1958,
1959, 1962, 1963, Kendrew et al., 1960). Ce fut un des premiers principes généraux important
a émerger des études des structures des protéines. La force principale qui permet le repliement
des molécules protéiques globulaires solubles dans I’eau est I’empilement des chaines
latérales hydrophobes a I'intérieur de la molécule. Ce qui entraine la formation d’un cceur
hydrophobe et d’une surface hydrophile. Les structures secondaires présentes permettent de
neutraliser les groupements NH et CO de la chaine latérale polaire en formant des liaisons
hydrogenes dans un environnement hydrophobe.

La structure tertiaire ne peut étre prédite correctement ; elle nécessite une expérimentation. Il
existe trois méthodes principales :

- La microscopie électronique : Elle a une faible résolution (environ 20 A).

- La Résonance Magnétique Nucléaire (RMN): Elle est efficace pour des masses

moléculaires inférieures a 30 KDa.

- La cristallographie : Plus adaptée dans le cas de I’étude des macromolécules, sans limitation
de masse moléculaire, posséde une grande résolution (1 & 2 A). Ses premiers succes datent

des années 60.
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Les premicres études cristallographiques sur 1’hémoglobine furent menées par Perutz des
1962. 1l décrit quatre structures trés semblables associées par des liaisons non covalentes ou
chacune de ces sous unités tiennent dans une crevasse spéciale un noyau porphyrique :

I’héme, qui porte un atome de fer (Perutz, 1962).
L.4- Structure quaternaire de I’hémoglobine bovine

La structure quaternaire se définie comme la conformation qu’adopte la protéine suite
aux différentes interactions entre les chaines polypeptidiques de la molécule protéique. La
structure quaternaire de I’hémoglobine est la disposition spatiale de ses différentes sous-unités

(Figure 3).

Figure 3 : Structure quaternaire de I’hémoglobine bovine

(erasmeinfo.ulb.ac.be/globule/images/Tetra2.jpg)

Chaque sous-unité a sa propre structure tertiaire. Le tétramere d’hémoglobine est une
molécule sphéroide de dimension 64x55x50 A. 1l existe un petit nombre de liaisons entre les
deux chaines alpha d’une part et entre les deux chaines béta d’autres part. En revanche, des
liaisons hydrophobes fortes existent entre les chaines de nature différente (o1, 021, o2 et
apB2). Les liaisons entre un monomere o et un monomere [ sont plus fortes que les
interactions a-a, B-fB ou que celles établies entre les deux dimeres a-f. Ainsi lors du traitement

par I'urée 8M par exemple, I’hémoglobine est plutot dissociée en dimeres a-3 qu’en dimeres
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a-o ou B-PB. Quand I’hémoglobine fixe son premier oxygene, la structure quaternaire change.
La fixation d’un atome d’oxygene sur le fer, modifie la conformation de I’hémoglobine

(Baillet et al., 2003).

Une rotation des 2 sous-unités o par rapport aux autres ainsi qu’une rupture de 8 liaisons
€électrostatiques sont observées. Il s’en suit une différence dans la facilité de fixer 'O, : le

premier a une fixation difficile et elle est de plus en plus facile pour les suivants.

Etat R

Etat T

Figure 4: Conformation quaternaire de I’hémoglobine bovine (Lehninger, 2000).

La conformation quaternaire de la désoxyhémoglobine correspond a I’état T (« Tendu ») et
celle de I’oxyhémoglobine, état R (« Relaché »). Elle reste la méme quelque soit le ligand
(O, CO, Met, CN et NO). L’espace qui existe entre les sous-unités est plus important dans la
désoxyhémoglobine que dans 1’oxyhémoglobine. L’analyse de la structure cristalline par
rayons X a fourni des instantanés des états R et T de ’hémoglobine dans différents états de
liaison au ligand mais n’a pas expliqué comment la protéine passe d’un état a un autre (Voet
et al., 2007a). 11 est a ce jour difficile de déterminer la séquence des événements qui se
produisent lors de ces transformations car pour y parvenir il faudrait comprendre les

mécanismes internes de la protéine ce qui n’est actuellement pas le cas.
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II- La méthémoglobine et la carboxyhémoglobine

» La Méthémoglobine :
In vivo ou in vitro, lorsque le sang est exposé a d’autres agents oxydants (le monoxyde
d’azote, le monoxyde de carbone ou les composés nitrosoaromatiques), le fer ferreux
normalement présent dans la molécule est converti en fer ferrique, formant ainsi la
méthémoglobine. Celle-ci est due a une autooxydation de I’oxyhémoglobine. In vivo, dans les
érythrocytes, cette méthémoglobine est régénérée en une hémoglobine fonctionnelle par le
systtme enzymatique de la NADH-méthémoglobine réductase ou autres systemes (voie du
glutathion, voie de l’acide ascorbique,...) permettant ainsi de maintenir le niveau de
méthémoglobine a environ 1% de I’hémoglobine totale. In vitro, 1’autooxydation de
I’oxyhémoglobine se fait de facon irréversible dans 1’eau, les tampons ou en présence

d’agents nucléophiles.

» La carboxyhémoglobine
L’oxyde de carbone (CO) réagit avec I’hémoglobine pour former la carboxyhémoglobine.
Comme I’hémoglobine a une affinité beaucoup plus grande pour le CO que pour I’oxygene, le

CO déplace donc I’O, de I’hémoglobine, réduisant ainsi sa capacité de transport de I’oxygene.
III- La pepsine porcine

Définie comme une protéase a aspartate relativement non spécifique, la pepsine porcine est
une protéine de 34 600 Da, composée de 326 acides aminés. Elle constitue la protéase
digestive prédominante dans le suc gastrique des vertébrés. Ses chalnes polypeptides se
reploient pour former une structure tertiaire composée de deux domaines repartis de facon
analogue. Chacun de ces deux domaines est constitué de 2 feuillets béta et de deux courtes
hélices alpha. Les deux domaines (ou lobes) sont reliés par un feuillet béta a six brins anti

paralleles (Figure 5).
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Site Pepsin
(Porcine Sequence)

Disulfides

%

e
A0 4060 B 100 1200 140 160 18D 200 230 M40 160 260 300 310 340 350 380

Signal | Autolyic  Phosphoserine
Peptide Cleavage
Activation Peplide
. < peptide
Ee“ﬂl?t Ba Active Site
six brins
antiparalleles
reliant les
deux
domaines

Figure 5 : Structure quaternaire (a gauche) et caractéristiques de la séquence peptidique (a

droite) de la pepsine porcine.

La pepsine hydrolyse des liaisons peptidiques seulement ; n’hydrolysant pas d’amide non-
peptide ou des liaisons ester. La pepsine porcine est composée entre autres, de deux acides
aspartiques catalytiques (Asp32 et Asp 215) disposés en son centre. Son mécanisme d’action
est basé sur la reconnaissance d’un motif structural dont la nomenclature a été établie par
Schechter et Berger (Schechter et Berger 1967 ; 1968), présentée par la figure 6.

Dans ce systeme, il est considéré que les résidus d'acides aminés du substrat polypeptidique se
fixent au niveau des sous-sites du site actif de I’enzyme. Par convention, ces sous-sites sur la
protéase sont appelés S (pour les sous-sites) et les résidus acides aminés du substrat sont
appelés P (pour le peptide). Les résidus d'acides aminés de la partie N-terminale de la liaison
hydrolysable sont numérotés P3, P2, P1, et les résidus de la partie carboxyle-terminale sont
numérotés P1’, P2’, P3’, etc. P1 ou P1’ sont ces résidus situés a co6té de la liaison
hydrolysable. Les résidus de substrat considérés comme étant autour du site de clivage
peuvent étre numérotés jusqu’a P8. Les sous-sites sur la protéase qui s’emboitent aux résidus
du substrat sont numérotés S3, S2, S1, S1°, S2°, S3°, etc. Les coupures préférentielles de la
pepsine se situent en position C-terminale des acides aminés aromatiques ou de la leucine.
Son pH optimum est compris entre 2 et 3,2 (Garette et al., 2000) et perd son activité

N

enzymatique a pH neutre. La pepsine est irréversiblement dénaturée entre pH 8.5 - 11 a
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température ambiante (Ryle A. P., 1970). Le tableau 3 est un récapitulatif des propriétés de la

pepsine.

MHz COCH

Figure 6 : Nomenclature Schechter et Berger (1967) pour la description des sites de la
protéase

Tableau 3 : Récapitulatif des propriétés de la pepsine porcine

Caractéristiques EC 3.4.23.1 : Pepsine A porcine (sus scrofa) Références

pH optimum | 2,1 Tanaka et Yada,
2001

Température | 42°C * ou 37°C" “Ryle, 1984,

optimale hunkapiler et

richard, 1972
Préférentiel: en position P1 et P1’des AA hydrophobes, de | http://www.brenda-
préférence aromatiques. €nzymes.org

Coupures : Phel—/—Val, Gln4—/—His, G1u13—/—A1a, Ala”—/Leu, Sweeney et
Leu"-/-Tyr, Tyr'®-/-Leu, Gly*-/-Phe, Phe**-/-Phe et Phe®-/- | walker. 1993
Tyr dans la chaine B de l'insuline.

Clivage Dixon et Webb,

Augmentation de la sensibilité a I'hydrolyse se produit si un 1979

acide aminé soufré est proche de la liaison peptidique
impliquant un acide aminé aromatique.

Amidation du groupe C-terminal carboxyle empéche
I'hydrolyse par la pepsine de la valine, I'alanine et la glycine

; ASimon et al., 2007
Ethanol et acétonitrile :

®Dunn et Fink,
incubation pendant 20 min a pH 2 et 25 ° C, l'enzyme | 1984

Solvants | conserve son activité avec l'augmentation de la concentration

organiques de solvants organiques a 60%

Méthanol :

Aucun effet délétere observé
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IV-Effet du milieu sur la structure de I’hémoglobine

Les protéines, de par leur composition en acides aminés, sont trés sensibles a
I’environnement extérieur qu’elles soient globulaires (hémoglobine, myoglobine, etc.) ou
fibrillaires (actine, kératine, etc.). Différents facteurs peuvent conduire a une modification de
I’état natif de la protéine et a leur dénaturation totale ou partielle. La dénaturation implique la
rupture des liaisons qui participent a la consolidation des structures tertiaires et secondaires.
Dans certains cas, la protéine perd alors sa structure organisée et la chaine d’acides aminés
prend une configuration aléatoire (Sherwood et Lockart, 2006). Les différents facteurs
responsables de la variation de 1’état natif des protéines peuvent étre des facteurs physiques

ou des facteurs chimiques.
IV.1- Effet de quelques agents physiques

» Latempérature
L’augmentation de la température modifie toutes les propriétés dont dépend la conformation
(pouvoir rotatoire, viscosité, absorption en UV). Cette augmentation de température entraine
un affaiblissement des liaisons entre les différentes sous unités et une augmentation de la
mobilité de la protéine (Yan et al., 2004). Différentes études montrent que ’effet de la
température entraine un dépliement coopératif de la molécule protéique (Takahashi et Fukada,
1985 ; Solis-Mendiola et al., 1993 ; Potasevich et al., 1997). Cependant, Goto et Hamaguchi
(1982) démontrent que la chaine polypeptidique appartenant a un seul domaine peut se replier
de facon indépendante. Ce repliement local entraine la déstabilisation de la structure restante
(Ramdom coil). Pour toute protéine, une température Tm, correspondant a la température de
dénaturation irréversible peut étre définie. Selon la théorie de Sanchez-Ruiz et al. (1988), la

dénaturation irréversible de la protéine peut étre représentée par :

ki
N e __—*U ks b
k,

La protéine a I’état natif (N), passe par un état déplié U (« Unfolded ») réversible puis atteint
I’état final irréversible D (« Denatured »). Ou k est la constante de cinétique de premier ordre
qui varie en fonction de la température. Si k3>>k,, toutes les molécules sont transformées en
agrégats empéchant le retour de la molécule protéique a 1’état natif (Sanchez-Ruiz et al.,

1988). Cependant, de récentes études ont démontré que les processus de dépliement et de
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formation d’agrégats se chevauchent. En effet, dans le cas de I’hémoglobine, le dépliement de
la protéine a lieu autour de 42-72°C, tandis que la formation d’agrégats commence de 57-

67°C, pour étre complete a 87°C (Jansson et Swenson, 2008).

» LepH
Les acides aminés des protéines grace aux groupements amines et carboxyles, ont la capacité
d’étre chargés positivement ou négativement en fonction du pH du milieu. Cette propriété
confere a la molécule protéique un pH isoélectrique (pH au cours duquel la protéine a une
charge neutre). Dans le cas de ’hémoglobine, la variation du pH a un effet important sur la

structure quaternaire, mais aussi sur ses structures tertiaires et secondaires.

Une dénaturation acide de I’hémoglobine entraine une dissociation du tétramere en dimeres
afy (Griffith et Kaltashov, 2003, Brian et al., .2007 ; Brian et Konerman 2007). En effet, la
diminution du pH de la solution d’hémoglobine de 6,8 a 4,4 entraine un bouleversement
progressif de I’équilibre du tétramere. Pour des pH tres faibles (pH 2,1), tous les contacts
entre les sous unités et toutes les interactions heme-protéine sont rompues et la sous unité
monomeérique est fortement dépliée en solution (Dobo et Kaltashov, 2001 ; Konerman, 2007).
Selon Brian et al., cette dissociation due a I’effet du pH peut étre schématisée de la fagon
suivante (Brian et al., 2007) :

(o"B")

h h a a
2a"B" 207 replicet 2B reptic ——> 20 deplicet 2B deplice

_> R
+ 4 hémes

IV.2- Effet de quelques agents chimiques

» L’urée

Encore appelé carbamide, 'urée est un composé organique de formule chimique
CON,H,4. Utilisé a forte concentration (6-8 M), une dissociation du tétramere de
I’hémoglobine est observée. En effet, selon Eduardo et al., (1983), 'urée peut séparer
I’hémoglobine en deux moitiés de molécules. En absence d’urée, ses demi-molécules se
réunissent pour former des molécules completes et fonctionnelles. Cette union est tres
spécifique et ne peut se faire qu’entre les demi-molécules. Ce phénomene défini le principe
de I’autoassemblage (Eduardo et al., 1983). L’utilisation d’urée 8M, n’entraine pas cependant,
la perte totale des structures secondaires de la protéine, comme ce fht le cas du sérum

albumine bovine (Gonzales-Jimenez et Cortijo, 2002). La dénaturation par 1’urée rend les
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molécules insolubles, car les groupements hydrophobes qui étaient a I’intérieur se retrouvent

a I’extérieur.

Plusieurs peptides actifs ont été obtenus a partir de I’hémoglobine apres traitement a 1’urée
(Arroume et al., 2008). L’hydrolyse de 1I’hémoglobine en présence d’urée aboutit a la
formation de peptides intermédiaires de taille comprises entre 600-7000 Da et de structures
variables, allant de I’hélice alpha, au feuillet béta et au structure ramdom coil (Daoud et al.,
2005). Avec cependant une forte prédominance de peptides en hélices compte tenu de la

structure de départ de la molécule protéique.

» Les alcools
L’une des premieres observations en présence de solvants, est qu’il n’existe pas de formation
de nouvelles liaisons covalentes entre le solvant et la protéine. La seconde observation
importante est que la stabilit¢ de la structure des biomolécules est maintenue
presqu’exclusivement en milieu aqueux, 1’addition de co-solvants conduit a la déstabilisation

de la structure (Voet et al., 2007).

L’effet des alcools résulte de la faible polarité des solvants. Cette faible polarité affaiblit les
liaisons hydrophobes qui stabilisent la structure mais renforce simultanément des interactions
€électrostatiques. Il s’agit par exemple, des liaisons hydrogenes, liaisons responsables de la

conformation des structures secondaires, renfor¢ant donc ces structures.

L’effet des alcools sur les protéines a longtemps été étudié par plusieurs scientifiques (Kientz
et Bigelow, 1966 ; Jacobson et Krueger, 1975 ; Dev et al., 1984, Bhakumi, 1998). Les
solvants organiques miscibles a 1’eau tels que [’acétone et I’éthanol entrainent une
précipitation des protéines. Cette précipitation est due a leur faible constante diélectrique qui
entraine une diminution du pouvoir de solvatation des solutions aqueuses. La précipitation
varie en fonction de la nature de I’alcool, de la longueur de la chaine aliphatique et du nombre
de groupements hydroxyles greffés sur cette chaine. Des concentrations élevées de substances
organiques solubles dans I’eau interferent avec les forces hydrophobes qui stabilisent les
structures protéiques et ceci a cause de leurs propres interactions hydrophobes avec 1’eau. Les
substances organiques ayant plusieurs groupements hydroxyles comme 1’éthyléne glycol ou
méme le saccharose sont cependant des agents dénaturants médiocres car leur possibilité

d’établir des liaisons hydrogenes les rend moins aptes a déstabiliser la structure de 1’eau

(Gregory, 1995).
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» Effet des alcools sur I’hydrolyse protéique
En 1993, [I’équipe de Dalgalarrondo et al., a effectué 1I’hydrolyse de la lactoglobuline
(E/S=1/50) et de la caséine (E/S=1/500) par la pepsine a pH 2,5 et a 20°C en milieu éthanol
(10, 20, 25,30, 35, 40, 50 et 60%). les peptides obtenus ont été analysés par CLHP et
identifiés par la méthode d’Edman et par Pico-tag. L’état des deux protéines dans les alcools a
été vérifié par dichroisme circulaire. L’analyse chromatographique a montré, dans le cas de la
lactoglobuline (LGB), que de 0-20% 1’éthanol n’entraine pas I’hydrolyse de la protéine. La
vitesse d’hydrolyse est plus importante de 30-35% ; par contre, a partir de 40%, on observe un
effet inhibiteur de ’alcool. A 25 % d’éthanol, I’hydrolyse pepsique de la LGB conduit a une
forte population de peptides hydrophiles de petite taille et a 30% on obtient des peptides
hydrophobes dés le début puis la concentration de ceux—ci diminue a long terme laissant place

a des peptides de petite taille plus hydrophiles.

La LGB n’est pas digérée par la pepsine dans les solutions aqueuses car la plupart des acides
aminés aromatiques et des acides aminés hydrophobes sont a I’intérieur du noyau hydrophobe
de la protéine empéchant ainsi I’hydrolyse. L ajout d’alcool déstabilise le noyau hydrophobe
entrainant un changement de phase des acides aminés apolaires qui deviennent plus exposés

et mieux solvatés dans le milieu.

De méme, Tchorbanov et lliev en 1993, ont observé une hydrolyse limitée de la caséine par
des protéases présentant une spécificité différente (chymotrypsine, trypsine, subtilisine) dans

des milieux contenant 20- 60% d’éthanol (v/v).

Iyer et Acharya, en 1987, avaient aussi observé que ’utilisation de 25% de propanol entrainait
une hydrolyse sélective par la protéinase V8, des polypeptides al1-30 et a31-141 issus de a-
globine.

» Les sels
Certains sels comme le sulfate d’ammonium ((NH4),SO,4) et le phosphate de potassium
(K;H,PO,) stabilisent la structure de la protéine native. Le NaCl et le KCI ont peu d’effet.
KSCN et LiBr, stabilisent la structure protéique. L’ordre d’efficacité des sels dépend de

I’effet « salting out » défini par la série d’Hofmeister (Voet et al., 2007):
Anions :

S04>>H,PO, >CH;COO" >CI" >Br >I >Cl0,>SCN"
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Cations

NH4"; Cr™ ; K ; Na™>Li"™>Mg*™>Ca’*>Ba*

Ces ions chaotropiques (ions soulignés) ont tendance a dénaturer la molécule protéique.

Certains sels comme le thiocyanate de sodium (NaSCN), ou le perchlorate de sodium
(NaClO4) augmentent la solubilité de certains modeles peptidiques (Laurel er al., 2008).
Nandi et robinson (1972) ont en conclue que I’effet des sels sur les groupes peptidiques est
additionné et estimé par la constante de «salting in » qui est spécifique aux sels pour
interpréter 1’effet des sels sur le repliement des protéines. L'effet des ions sur l'activité

enzymatique et la stabilité suit habituellement la série de Hofmeister (Zhao, 2005).

Les liquides ioniques offrent de nouvelles possibilités d'application pour les réactions
biocatalytiques (Kragl et al., 2002 ; Yang, 2009) car ils améliorent bien souvent les processus
d’hydrolyse en induisant une sélectivité enzymatique (Zhao et al., 2006). Ne possédant pas de
pression de vapeur, ils sont capables de dissoudre de nombreux composés, et peuvent étre
utilisé pour former des systémes 2 deux phases avec de nombreux solvants. A ce jour, les
réactions impliquant des lipases ont le plus bénéficié de 1'utilisation de liquides ioniques, mais
I'utilisation de liquides ioniques avec d'autres enzymes a également été décrite. Dans certains
cas, des résultats remarquables en ce qui concerne le rendement, la sélectivité ou la stabilité

de I'enzyme ont été observés.

V- Les agents chimiques utilisés pour D’étude des structures protéiques ou
peptidiques :
» Le DMSO
Encore appelé DiMethyl SulfOxide ou sulfinylbismethane (CH3),SO, le DMSO est un
solvant dipolaire aprotique de grande permittivité relative, entrainant une bonne dissociation
des paires d’ions. Longtemps utilis€é comme cryoprotecteur des cellules ou gametes, il

intervient beaucoup dans le monde cristallographique.

Le DMSO est beaucoup utilisé comme solvant pour 1’analyse des peptides en RMN parce que
les signaux des protons échangeables, qui sont souvent atténués ou manquants dans les

spectres enregistrés dans les solvants aqueux, sont aisément observables dans le DMSO.
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La conformation native et la fonction des protéines sont significativement influencées par le
DMSO parce que ce solvant organique peut rivaliser et rompre les liaisons non covalentes
(liaisons hydrogenes, pont salins et forces de van der Waals) qui stabilisent la structure des
protéines. L’environnement hémique (dans le cas de I’hémoglobine de mammiféres) est
sensible au DMSO et completement détruit pour des concentrations supérieures a 50% (v/v)
(Liu et al., 1998). Dans le cas d’autres protéines cette limite de concentration en DMSO
induisant des changements structuraux est variable. Elle est de 55% dans le cas de la
concanavaline (Jackson et Mantsch, 1991) ou encore de 35% dans celui du Ca’* ATPase

(Buchet et al., 1989).

» TFE
Le 2, 2, 2-TriFluoroEthanol (TFE), comme le 1,1,1,3,3,3-HexaFluoro-2-Propanol (HFIP), ont
la capacité d’induire la formation d’hélices alpha de polypeptides ou de dénaturer la structure
native des protéines (Reiersen et Rees, 2000). Le TFE est un alcool totalement miscible a
I’eau. Il est utilisé comme cosolvant lors de I’étude cinétique des processus de repliement des
peptides et des protéines (Kumar ef al., 2005) a cause de sa capacité (selon sa concentration)

de solubilisation de ces molécules.

Le TFE est aussi utilisé pour suivre et stabiliser la formation de structures secondaires

(Howard et Smales, 2005).

Des études de dichroisme circulaire, de RMN et d’autres méthodes spectroscopiques ont
démontré que le TFE favorise la formation d’hélice alpha mais aussi de structure béta (Buck
et al., 1995 ; Buck, 1998 ; Xu et Kinderling, 2005). L’effet du TFE sur les protéines et leurs
fragments est spécifique. Le mécanisme par le lequel le TFE entraine une modification
structurale est que ce solvant diminue la force des interactions hydrophobes, désorganise la
structure de I’eau et augmente les liaisons hydrogenes intramoléculaires (Wei et al., 2006).
Ces observations ont préalablement ét¢ démontrées par Buck en 1998, lors de 1’étude de
I’effet du TFE sur le lysozyme de 1’ceuf de la poule et sur la béta lactoglobuline. Selon ces
études, le TFE déstabilise les liaisons hydrophobes des protéines et stabilisent les liaisons
hydrogenes, entrainant ainsi la conservation et la formation de structures secondaires. Les
observations faites par différents auteurs apres étude par RMN de la structure de protéines
telles que le lysozyme (Miranker et al., 1991 ; Radford et al., 1992 ; Povey et al., 2007), le

PF4 ou « Platelet Factor 4 », une protéine de 70 résidus (Barker et Mayo, 1995) ont démontré
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que les solutions TFE-eau entrainent la destruction des structures tertiaires des protéines, bien
que les structures secondaires soient conservées. Cette déstabilisation des structures tertiaires
des protéines est aussi diie a la pénétration du TFE dans le coeur hydrophobe des protéines

(Buck et al., 1993).

L’effet du TFE sur les protéines est dépendant de sa concentration. En effet, les études
réalisées par Povey et al., en 2007, ont démontré apres analyse du lysozyme de poule et d’un
peptide synthétique, qu’a faible concentration (de 10-15 %), le TFE interagit avec les
groupements CO et les groupes hydrophobes situés a la surface latérale des protéines et
entraine une augmentation des interactions internes de la protéine. Tandis qu’a forte
concentration, ce solvant pénetre a l'intérieur du coeur hydrophobe, détruisant ainsi les
interactions présentes et entrainant un dépliement de la protéine. Des études sur la carbonique
anhydrase bovine ont démontré que de fortes concentrations (>30% v/v) conduisent a la
formation de structure en hélice de cette protéine. Ce qui n’est pas le cas lors de I'utilisation
de concentrations plus faibles. Cependant, pour des concentrations inferieures a 30% (v/v), la
structure tridimensionnelle est détruite mais pas la structure secondaire (Wei et al., 2006). Les
études réalisées sur la concanavaline A ont montré que le TFE (50% v/v) est capable

d’induire une transition de structure (f — o — 8) (Xu et Kinderling, 2005).
VI- Méthodes d’étude des structures de protéines : cas de I’hémoglobine

Etudier les modifications structurales d’une protéine revient a étudier les changements de
conformation de cette protéine ; il s’agit notamment de I’étude des structures secondaires,

tertiaires et méme quaternaires.

Le pouvoir rotatoire, la présence ou la position d’acides aminés aromatiques et 1’intensité
d’absorption sont les principales caractéristiques permettant d’observer une variation
structurale. Ces caractéristiques représentent les principes de base a partir desquelles ont été
développées les différentes méthodes d’étude ; en identifiant ou non les niveaux structuraux
concernés. Les premiers travaux sur 1’enroulement et le dépliement des petits polypeptides et
de grandes molécules reposaient essentiellement sur des techniques de mélange rapide dont
celle par blocage d’écoulement (Méthode d'étude des réactions chimiques dans laquelle les
réactifs sont tres rapidement mélangés et le flux réactionnel brusquement bloqué apres un tres

court intervalle de temps) (Kuwajima et al., 1980 ; Taylor et al., 1979 ; Elieser et al., 1993 ;
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Aria et Kuwajima, 1996) ; Ces expériences sont idéales pour isoler des événements a 1’échelle
de la milliseconde. Toutefois les données disponibles indiquent également que, dans un
certain nombre de protéines, une large partie de I’enroulement en hélice se produit en moins

de 1 ms (10-100 microseconde), c'est-a-dire trop rapidement pour étre suivi.
VIL.1- Méthode d’étude des structures secondaires de I’hémoglobine

Le Dichroisme Circulaire (DC) :

Le spectre DC d’une protéine donne, par comparaison avec les spectres
polypeptidiques €talons, son contenu global en hélices, en feuillets et en pelotes statiques
(Durliat, 1997). La prédiction des hélices alpha par cette méthode est excellente, I’erreur
absolue pour la prédiction de B-turn est généralement faible, bien qu’une petite gamme de
prévisions montre un coefficient de corrélation irrégulierement bas (Curtis, 1988). Le DC sert
d’outils pour de nombreuses recherches afin de comprendre et d’analyser les variations

structurales de diverses protéines, dont I’hémoglobine.

Les premieres investigations datent des années 60 et furent menées sur 1’hémoglobine
humaine afin de mettre en évidence les différences structurales existant entre
I’oxyhémoglobine, la désoxyhémoglobine, la méthémoglobine, les chaines alpha et béta (Urry
et Pettegrew, 1967 ; Nagai et al., 1969; Ueda et al., 1969 ; Gersonde et Wollmer, 1970).
Aujourd’hui, le dichroisme circulaire permet de mettre en evidence 1’effet de certains agents
physiques tels que la température (Artman et al., 2004, Zerlin et al. 2007), le pH (De Swati et
Girigoswami, 2006), ou I’effet de certains agents chimiques tels que les surfactants (Wang et

al., 2009) etc...

VI.2- Méthodes d’étude de la structure tertiaire des protéines

L’analyse des séquences protéiques permet a la bioinformatique de prédire les
structures et les fonctions des protéines. La prédiction de la structure tertiaire d’une séquence
d’acides aminés est un probleme non résolu de la biologie moléculaire. La méthode principale
reste I’analyse des homologies de séquence ; les protéines avec des séquences d’acides aminés
homologues ont des structures tridimensionnelles similaires. Normalement, elles ont des

fonctions similaires. Les protéines homologues ont un ceoeur, une région centrale formée par
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les charpentes des éléments de structure secondaire dans lequel les reploiements des chaines
polypeptidiques sont trés similaires. Les régions des boucles qui relient les structures
secondaires peuvent considérablement varier tant pour ce qui concerne leur longueur que pour
leur structure. La connaissance des structures secondaires est un préalable nécessaire a la
prédiction des structures tertiaires car les méthodes actuelles de prédiction de la structure
tertiaire s’appuient sur la prédiction des structures secondaires. La structure tertiaire de la sous
unité alpha du tryptophane synthétase par exemple, a été prédite de facon indépendante par
deux laboratoires, avant qu’elle soit déterminée par les rayons X, cet exemple illustre a la fois
la puissance et les pieges des méthodes actuelles de prédiction. Il n’existe aucun logiciel
capable de simuler avec exactitude les lois physiques élémentaires qui s’appliquent dans un
tube a essai ou dans une cellule vivante quand une chaine polypeptidique avec sa séquence
spécifique se reploie en une structure tridimensionnelle tres précise. Dans le cas des structures

tertiaires la seule méthode fiable reste I’expérimentation.

- la cristallographie ou diffraction aux rayons X :

Ses premiers succes datent des années 60 ; elle est plus adaptée car elle a une haute résolution
(1-2A) ; Cette technique permet I’étude des macromolécules sans limitation de masse
moléculaire. La concentration minimale de protéine doit étre > 5 mg/ml. C’est en 1962 que
Perutz a décrit pour la premiere fois, grace a la cristallographie, la structure tridimensionnelle
de ’hémoglobine (Perutz, 1962). En effet I’hémoglobine, la myoglobine (Nobbs et al., 1966)

et le lysozyme (Johnson, 1966), furent les premieres protéines a bénéficier de cette technique.

- La résonance magnétique nucléaire (cas de petites molécules protéiques < 30 KDa) :

Cette technique est utilisée pour 1’étude des petites molécules (inférieure ou égale a 30 kDa)
pour des concentrations allant de 1 a 2 mM de pH inférieur a 6 car a des pH plus grand les
protons des NH de la chaine principale s’échangent si rapidement que leur observation est
difficile en RMN ; elle donne des informations sur les distances intramoléculaires des
molécules qui permettent d’en déduire une structure tridimensionnelle. Cette déduction de
structure est donc indirecte. On obtient généralement une série de structures possibles plutdt
qu’une structure réelle. Les séries de structure que 1’on voit fréquemment dans les articles de
RMN ne représentent donc pas les diverses conformations réelles de la molécule en solution.
Elles représentent plutdt les différentes structures qui sont compatibles avec les résultats
donnés par les méthodes actuelles. La source principale de cette ambiguité provient du trop

petit nombre des contraintes de distances mesurées. A cause de cette ambiguité, la précision
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d’une structure déterminée par RMN n’est pas constante sur toute la molécule, et cette

précision est difficile a quantifier.
- La microscopie électronique (faible résolution environs 20 A)

- La spectrométrie infrarouge :

C’est une technique d’analyse complémentaire a la RMN et la spectrométrie de masse, elle est
idéale pour confirmer la présence de groupements fonctionnels. Cette méthode implique
I’examen des mouvements de torsion, de courbure, de rotation et de vibration des atomes dans

une molécule.

VIL.3- Etude des variations structurales protéiques sans identification du

niveau structural

Hormis ces précédentes techniques congues pour 1’analyse des structures tertiaires des
protéines, certaines méthodes ont été adaptées par différents auteurs afin de suivre les

changements conformationnels des protéines.

» La spectrophotométrie et la spectrofluorimétrie
Ces deux méthodes d’étude sont généralement utilisées en complément des méthodes

précédemment décrites.

- La spectrophotométrie : Le taux d’absorption varie avec la conformation il décroit
de la chaine statique a la forme béta et a I’hélice alpha. La longueur d’onde d’absorption
d’une molécule est une valeur caractéristique de cette molécule. La comparaison de I’intensité
d’absorption (absorbance) en absence et en présence d’agent dénaturant est un moyen
permettant de déceler et de quantifier un changement d’état, une dénaturation. Elle est
généralement suivie d’une spectrofluorimétrie. L’étude spectrophotométrique a permis

d’obtenir des profils caractéristiques des différents €tats structuraux de 1’hémoglobine.
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Tableau 4 : Récapitulatif des longueurs d’ondes caractéristiques des différentes formes de

I’hémoglobine

Etats de I’hémoglobine Absorption maximale dans la bande | Références

Q (500-660 nm) et bande de Soret
Oxyhémoglobine/forme R 540 ;570 ; 413 Zijlstra W, 1991
Désoxyhémoglobine/forme T | 555 ; 430 Zijlstra W, 1991
Méthémoglobine 500 ; 632, 405 Vaubourdolle M,. 2002
hémichrome 535, 565, 405 ou 410 Wang et al., 2009

L’analyse des variations au niveau de la bande Soret et de la bande Q permet de mettre en
évidence le processus d’autoxydation, conduisant a I’oxydation du fer (Santiago et al., 2008).
En effet ce changement structural est caractérisé entre autre, par une diminution de 1’intensité
d’absorption au niveau de la bande Soret. L’analyse des variations au niveau de ces 2 bandes
(Soret et Q) permet aussi de déceler la présence de nouvelles structurations de 1’hémoglobine
telles que les hémichromes (Wang er al., 2009) ou la formation d’agrégat dans la

chymotrypsine par exemple (Rezaei-Ghaleh et al., 2007 et 2008).

-La spectrofluorimétrie : Les molécules comme le tryptophane, la tyrosine, les groupements
chromophores et les liens peptidiques fluorescent en présence d’une irradiation en ultraviolet.
Les protéines sont beaucoup plus fluorescentes que leur hydrolysat. L’énergie lumineuse est
absorbée entre 270 et 300 nm. La protéine restitue 1’énergie regue en une émission de
fluorescence qui est le plus souvent d’une longueur d’onde supérieure a celle du rayonnement
d’excitation (340-360 nm). La mesure de la fluorescence joue un rdle analogue a celui de
I’absorption en ultraviolet. Mais elle détecte des concentrations cent fois plus faibles. Elle
permet donc d’étudier les structures et les comportements de la molécule en fonction de son
environnement. La fluorescence de 1’hémoglobine a longtemps été étudiée par plusieurs
auteurs (Hirsch, 1994 et 2003, Hirsch et Noble, 1987 ; Hirsch et Nagel, 2003 ; Crespin ef al.,
2005). Grace a ces études, la principale source d’émission a 345 nm a été localisée au niveau
du Tryptophane 3-37. En conditions dénaturantes on assiste a une augmentation de I’intensité

d’émission a cette longueur d’onde.
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» La spectrométrie de masse
Hormis ce role d’identification de biomolécules, les spectres de masse sont utilisés par
plusieurs auteurs (Konerman et Douglas, 1998 ; Griffith et Kaltashov, 2003 ; Simmons et al.,
2004) afin d’analyser les changements structuraux des chaines de ’hémoglobine. Se servant
du nombre de protonation, de nouveaux principes structuraux émergent de cette technique.
C’est le cas de Brian et Konermann (2007) qui, aidés de différentes méthodes telles que le
suivi d’absorbance, le dichroisme circulaire et la fluorescence, ont étudié le repliement et
I’assemblage de 1’hémoglobine native et de ’hémoglobine dénaturée en présence de 40%
d’acétonitrile a pH 10 par spectrométrie de masse couplée a un systeme de dialyse. En effet se
basant sur le fait qu’a I’état déplié ou dénaturé, le spectre de masse apreés ESI (Ionisation
Electro Spray) donne des charges (m/z) plus grandes (2000-3000 Da) que ce qui est observé a
I’état natif (600-1800 Da). Une cassette de dialyse (slide-A-lyser dialysis) permettant le
maintient de la protéine en contact avec 1’agent dénaturant sous différents temps d’exposition
est reliée a un spectrometre de masse de type ESI/MS a I’aide d’un capillaire. Ainsi, les
spectres de la chaine alpha (15053 Da), la chaine béta (15954 Da) et de I’heme (616 Da) sont
analysés en fonction des différents temps d’exposition allant de 1-35 min. Les résultats
obtenus ont montré que plus la dénaturation est poussée, plus les spectres représentatifs des

différentes sous unités donnent des charges (m/z) tres élevées.

VII- Intérét des peptides issus de I’hydrolyse enzymatique

L'intérét de 1'hydrolyse enzymatique réside dans la diversité des applications potentielles
(cosmétique, pharmaceutique et alimentaire) des peptides obtenus. Parallelement aux
différentes découvertes scientifiques de la médecine, la recherche peptidique a beaucoup
évolué. Apres avoir extrait les peptides connus pour avoir une activité thérapeutique (insuline
extraite de pancréas de porc), elle est passée a la synthese totale de ces peptides dont la
séquence d'acides aminés avait préalablement €té identifiée. Puis la découverte des récepteurs
cellulaires et de leur affinité pour certaines fractions protéiques ont abouti au développement
de la synthese partielle de ces fractions peptidiques reconnues par les récepteurs. Une fois liée
au récepteur, la séquence peptidique peut l'activer, dans le cas ou cette séquence est identique
au peptide naturel (agoniste) ou l'inactiver en cas de séquence modifiée par rapport a

I’original (antagoniste).
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Pour obtenir et isoler des peptides différents dont certains a activité biologique et
thérapeutique, les chercheurs peuvent apporter des changements au niveau de la surface des
protéines et/ou jouer sur les conditions d'hydrolyse. Par exemple, la glycation ou
I'estérification induit en effet une modification du repliement protéines et donc une
modification de l'attaque enzymatique, ce qui aboutit a des peptides issus de l'hydrolyse
completement différents dont certains pourraient avoir des activités thérapeutiques. Advitech
(une entreprise des sciences de la vie et des technologies) a entrepris des essais cliniques sur
un peptide laitier pour le traitement du psoriasis (inflammation de la peau). Grace a des
techniques de séparation de plus en plus poussées (réacteur enzymatique a membranes:
ultrafiltration), les industriels ont isolé des peptides laitiers qui présentent des effets multiples
sur la santé: agents antithromboses ou antihypertension artérielle, régulateurs de lI'immunité,
transporteurs de minéraux. Ces peptides étant issus pour la plupart de dégradations

protéolytiques.

Aujourd’hui, de nombreux peptides issus d’hydrolysats protéiques de sources variées ont été
identifiés. Le tableau 5 illustre quelques exemples de peptides bioactifs provenant

d’hydrolysats protéiques d’origine animale ou végétale.
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Tableau S : Peptides bioactifs isolés d’hydrolysats protéiques d’origine animale ou végétale

Source Activité biologique Références
Daoud et al., (2005)
Hémoglobine bovine Antibactérienne Nedjar-Arroume et al.,
(2006 ; 2008)
Lécithine Antimutagene Park et al., (2001)
Cerveau de porc Opioide Zhang, (2004)
Protéine de petit lait Immunomodulatrice Mercier et al., (2004)

Hémoglobine bovine

Stimulatrice de la
croissance de certaines
bactéries Gram”

Zhao et al., (1996)

Caséine de lait

Stimulatrice de la
croissance de
Lactobacillus lactis

Bouhallab et al., (1993)

Caséine
Blanc d'oeuf
Gluten de blé

Comportement hormonal

Nishi et al., (2001)

a-caséine
Gluten

Opioide

Zioudrou et al., (1979)

B-caséine humaine

Opioide

Yoshikawa et al.,., (1986)

Caséine
o-lactalbumine
B-lactoglobuline
Ovalbumine
Serum albumine

Antibactérienne et
stimulation de la capacité
phagocytaire des
macrophages

Biziulevicius et al., (2006)

Graine de Moringa oleifera

Coagulante

Kebreab er al., (2005)

Pates de soja

Inhibitrice de
I’agrégation plaquettaire

Fiat et al., (1993)

Gluten de blé Immunologique Mills et al., (1992)
Gluten de blé Antibactérienne Del Castillo et al., (2007)
Gluten de blé Opioide Kong et al., (2008)
Secrétagogue Ravallec-Plé et Van
Morue Immunomodulatrice Wormhoudt, (2003)
Gildberg et al., (1996)
Antiproliférative Picot et al., (2006)

Stimulatrice de la

Co-p rpdult . de Sardine croissance et la réponse | Kotzamanis et al., (2007)
(Sardinella pilchardus) . ..

immunitaire
Muscle de thon Vasodilatatrice Kohama et al., (1988)

Caséine du lait maternel Antibiotique Liepke et al., (2001)
Wallago (Wallago attu) Antibactérienne Sattar et al., (2006)
Huitre (Crassostrea gigas) Antifongique Liu et al., (2007)
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VIII- Peptides actifs issus de ’hydrolyse enzymatique de I’hémoglobine

L’hémoglobine a été décrite par Ivanov et al., en 1997), comme une source endogene
de peptides actifs. La découverte de fragments peptidiques issus de I’hémoglobine et isolés de
I’hypothalamus de porc ayant la capacité d’augmenter 1’activité des hormones, a ouvert la
voie a I’extraction et I'indentification de fragments peptidiques responsables de diverses
activités biologiques (Schally er al., 1971). L’hémoglobine constitue in vivo une forte source
de peptides bioactifs qui joueraient un grand rdle dans 1’homéostasie. L’obtention de peptides
bioactifs peut se faire in vivo au niveau d’organes cibles ou apres hydrolyse in vitro de

I’hémoglobine.

Des 1979, ont été découvert la kyotorphine (Takagi et al., 1979 ; Satoh et al., 1980 ) et la
néokyotorphine (Takagi er al., 1982) isolés du cerveau de bceuf. Ils correspondent
respectivement aux fragments 140-141 et 137-141 issus de la chaine alpha de I’hémoglobine
bovine. Ces deux peptides endogenes possedent une activité opioide en agissant
spécifiquement sur la met-enképhaline (neurotransmetteur et neuromodulateur possédant
aussi des propriétés analgésiques et qui est présent dans le systeme nerveux central). En 1986
Brantl et al., aboutissent apres digestion enzymatique de I’hémoglobine a une série de
peptides possédant une activité opioide ; les hémorphines; il s’agit notamment de
I’hémorphine 5 (f 34-38) et de I’hémorphine 4 (B 34-37). Dés lors, I’hydrolyse chimique ou
enzymatique de I’hémoglobine a conduit in vitro a la synthese et a I’identification de plusieurs

peptides a activités biologiques diverses : telles que 1’activité opioide.

En effet cette activité opiacée est fortement représentée par la grande famille des
hémorphines, comprenant 13 peptides provenant tous du segment § 31-40 de I’hémoglobine
bovine (Chang et al., 1980 ; Glamsta et al., 1991 ; Lantz et al., 1991 ; Piot et al., 1992a,
Barkhudaryan et al., 1992 et 1993; Zhao et al., 1994, ...). Cette activité opiacée des peptides
peut étre due a la fixation des peptides sur un récepteur opiacé spécifique. La plupart des
hémorphines identifiées possedent d’autres activités telles que 1’activité antihypertensive
(inhibition de I’enzyme de conversion de I’angiotensine). Quelques hémorphines peuvent étre
citées : la LVV-hémorphine 7 (f 31-40) et la VV-hémorphine 7 (B 32-40) (Piot et al., en
1992a), la LVV-hémorphine 6, 31-39 (Glamsta et al., 1991), la VV-hémorphine 6, 32-39
(Nyberg et al., 1997), I’hémorphine-6, $34-39 (Nyberg et al., 1997).
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D’autres activités de segments peptidiques de I’hémoglobine ont été identifiées: la
potentialisation de la bradykinine (ces peptides permettent la fixation spécifique de la quinine
stimulant ainsi sa production et augmentant son efficacité) f 129-134 (Piot et al., 1992b) ; Le
coronaro-constructeur (ces peptides permettent 1’oblitération des arteres coronaires du muscle
cardiaque) (B 31-40) par Barkhundaryan et al., en 1993, I'inhibition de I’ECA (Enzyme de
Conversion de 1’ Angiotensine) (B 129-134, B 129-135, f 118-126) par Mito et al., en 1996
ainsi que les peptides B 34-39 et a 34-46 identifiés par Yu et al., en 2006 ; I’activité
hypolipidemiante (ces peptides interviennent dans la diminution du taux de lipide au niveau
hépatique et digestif en inhibant 1’adsorption des graisses au niveau de 1’appareil digestif ou
en actionnant I’activité de la lipase hépatique sur les triglycérides) il s’agit du peptide B 32-35
(Kagawa et al., 1996 et 1998). On distingue aussi des activités telles que la solubilisation de
I’héme (B 1-30) par Lebrun et al, en 1998, D'activité hématopoiétique (ces peptides
interviennent, au niveau de la moelle rouge des os, dans la formation des globules rouges) 18
peptides possédant cette activité ont pu étre identifiés (Ivanov et al., 1992 ; Ivanov et al.,
1997 ; Vercaigne-Marko et al., 2000), la stimulation de la croissance Bactérienne (3 48-52 par

Zhao et al., 1996).

Trente peptides antibactériens issus de 1’hydrolyse de I’hémoglobine ont notamment déja été
isolés au sein du laboratoire, on peut citer le peptide oo 1-23 (Froidevaux et al., 2001), le
peptide o 107-136, (Daoud et al., 2005) et les peptides o 107-141, o 137-141, o 133-141, B
126-145 (Nedjar-Arroume et al., 2006), les 24 autres peptides (Nedjar-Arroume et al.,
2008) ; et enfin le peptide B 112-141, préalablement découvert par Liekpe et al (2003) et

destiné au traitement de I’herpes (Forssmann et al., 2008).

Quelle que soit la voie d’obtention des peptides actifs, il est observé que les peptides
biologiquement actifs appartenant aux chaines alpha et béta de 1’hémoglobine sont tous de
taille relativement faible (3-30 acides amines) dont 70% sont compris entre 3 et 20 acides

aminés (Ivanov et al., 1997).

Un résumé de I’ensemble des peptides obtenus a partir de I’hémoglobine est présenté dans le

tableau 6 :
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Tableau 6 : Peptides actifs issus de I’hémoglobine bovine

Fragments Activités Références

Kyotorphine (a140-141) Opioide Tagaki et al., 1979 ; Satoh et al.,
1980

Néokyotorphine (al137-141) Takagi et al., 1982

Néokyotorphine 1-4 (al37- Zhao et Piot 1998

140)

al37-139 Orts et al., 1978

Hémorphine 4 (B 34-37) Brantl et al., 1986 ;
Barakhundaryan et al., 1993

LVV hémorphine 4 (f31-37) Nishimura et Hazato ,1993

VV hémorphine 4 (f32-37) Barakhundaryan et al., 1992

Hémorphine 5 (B 34-38) Brantl et al., 1986

VV hémorphine 5 ($32-38) Zhao et piot, 1997

LVYV hémorphine 5 (f31-40) Nyberg et al., 1997

Hémorphine 6 ($34-39) Nyberg et al., 1997

VV hémorphine 6 (f32-39) Nyberg et al., 1997

LVV hémorphine 6 (f31-40) Glamsta et al., 1991

LVV hémorphine 7 (f31-40) Piot et al., 1992a

VV hémorphine 7 (f32-40) Piot et al., 1992a

B 129-134 Potentialisation de la | Piot et al., 1992b

o 110-125 bradykinine Zhao et al., 1996

B 31-40 Coronaro-constructeur Barkhundaryan et al., en 1993

B 129-134, B 129-135, B 118- | Inhibition de I’ECA Mito et al., en 1996

126, B 64-69, B 130-135, B

130-136

B 34-39 et o 34-46 Yu et al., en 2006

B 1-30 Solubilisation de ’héme Lebrun et al., en 1998

a 1-8, a 1-13, a 1-16, a 3-10, | Hématopoiétiques Ivanov et al., 1992

o 16-28, a 17-29, a 17-28, a

22-29, o 25-31, a 27-30, B 2-

12, B 2-11, B 2-10, B 16-31, B

22-31, B 115-122

B 94-100 Ivanov et al., 1992

o 76-82 Vercaigne-Marko et al., 2000

B 32-35 Hypolipidémiante Kagawa et al., 1996

B 48-52 Stimulateur de la croissance | Zhao et al., 1996

des bactéries gram -
o 1-23 Antimicrobiens (Froidevaux et al., 2001)
o 107-136, Douad et al., 2005
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o 107-141,

o 137-141,

133-141, B 126-145

o

o 1-32

o 1-29

o 1-28

o 1-27

o 1-23

o 33-98
a33-97
034-98
036-97
a37-98

o 33-83

o 34-83

o 33-66
o 34-66
o 33-46
a33-45
034-46
036-45
a37-46

a 107-141
a 107-136
a 107-133
o 133-141
o 137-141
B 114-145
B 121-145
B 126-145
B 140-145
B 1-30
B1-13

B 112-141

Nedjar-Arroume et al., 2006

Nedjar-Arroume et al., 2008

(Liekpe et al., 2003 ; Forssmann
et al., 2008.)
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IX-Activité biologique: Peptides antimicrobiens

Les peptides antimicrobiens sont considérés comme les composants clefs des systemes de
défense immunitaire innée, non-adaptative, des organismes multicellulaires. Hormis les
récentes découvertes des peptides antimicrobiens issus des hydrolyses protéiques, les
statistiques émises par la banque de données des peptides antimicrobiens
(http://aps.unmc.edu/AP/main.php) (Wang et Wang, 2004), données actualisées en novembre

2010, montrent au total 1644 peptides inscrits et repartis de la fagon suivante :

Tableau 7 : Données statistiques du nombre de peptides a activités variables existant dans la
banque de donnés des peptides antimicrobiens

Fonctions biologiques Nombre Pourcentage
de peptides

Peptide antiviral: 102 6,2%

Peptide antifongique: 487 29,62%

Peptide antibactérien: 1287 78,28 %

Peptide anticancéreux (anti tumoral) 100 6,08 %

Le total du nombre de peptides est supérieur au nombre de peptides inscrits dans la banque de
données car parmi les 1644 peptides, certains possédent plus d’une fonction biologique. Ces
données mettent en évidence le potentiel important des peptides en tant que nouveaux agents

thérapeutiques.

L’établissement de I’activité antimicrobienne des peptides réside en la nature de la bicouche
lipidique des membranes cellulaires. En effet, les membranes cellulaires sont principalement
composées de PG (PhosphatidylGlycerol), PS (PhosphatidylSérine), et le CL (CardioLipin).
Ces composés contribuent a I’électronégativité des membranes. Toutefois, les membranes
cytoplasmiques bactériennes sont généralement beaucoup plus électronégatives, avec des
proportions plus élevées de PG anioniques et CL, qui sont généralement présents dans des
concentrations extrémement faibles, ou tout a fait absents au niveau des membranes de
mammiferes. Ainsi, le fait que les membranes bactériennes soient riches en phospholipides
acides, confere a ces membranes une charge globale négative. De plus, la présence de LPS
(LipoPolySaccharide) chez les gram- uniquement et des acides téichoiques ou teichuroniques

au sein des bactéries a gram - et gram+ (au niveau de 1’enveloppe externe des gram+),
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induisent plus de charges négatives sur les surfaces respectives de ces organismes. Compte
tenu de ces caractéristiques, les peptides doivent remplir certaines caractéristiques leur

conférant une activité antimicrobienne.
IX.1- Caractéristiques des peptides antimicrobiens

Les peptides caractérisés révelent une grande diversité structurale. Yeaman et Yount (2003)
énumerent les caractéristiques important intervenant dans [attribution de [’activité
antimicrobienne. Selon ces auteurs ces caractéristiques sont interdépendantes, 1’altération de
I’une de ces caractéristiques pouvant modifier fortement 1’activité biologique du peptide ce

sont :
- La charge :

La plupart des peptides antimicrobiens sont de charge positive allant de +1 a +9 et peuvent
contenir d’importants domaines cationiques. Ces domaines cationiques sont importants pour
I’établissement des interactions électrostatiques avec les membranes phospholipidiques des
bactéries ou autres organismes. De facon générale le potentiel antimicrobien est directement
lié a I’intensité de la charge du peptide. Par exemple 1’étude d’un analogue de la magaine a
montré que I’augmentation de la charge de +3 a +5 améliore I’activité antimicrobienne contre
des pathogenes de gram+ ou de gram- (Dathe er al., 2001). Toutefois selon ces auteurs, une
trop forte charge (de +5 a +7) peut entrainer une diminution de I’activité antimicrobienne et
une augmentation de 1’activité hémolytique. Cette diminution a été attribuée a une trop forte
interaction du peptide avec les tétes polaires des membranes bactériennes, empéchant ainsi
une translocation du peptide a I'intérieur de la membrane. Toute fois I’existence de peptides
anioniques est a considérer. Il s’agit par exemple du Peptide B et de I’enkélytine actifs contre
des gram+ et isolés des exsudats infectieux des bovins et de I’homme (Marshall et Arenas,
2003), de peptides riches en acides aspartiques (Fales-Williams, 2002) telle que la dermcidine
identifiée dans la sueur humaine, actif contre des germes gram + et possédant 47 AA ou la
théromyzine, trouvée sur la sangsue theromyson est un gros peptide de 86 AA, premier

peptide anionique trouvé chez les invertébrés (Tasiemski et al., 2004).
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- La conformation :

Les groupes structuraux les plus connus de peptides antimicrobiens sont les peptides
structurés en hélice alpha, en feuillet béta et ceux enrichis en un ou plusieurs acides aminés
tels que les proline- arginine ou riche en tryptophane (Hancock, 1997). Les peptides en
hélices non structurés dans le milieu physiologique (Bello et al., 1982; Dathe et Wieprecht,
1999), acquierent leur structure en hélice au contact des membranes phospholipidiques
amphipatiques des bactéries. Les peptides en feuillet béta caractérisés par les ponts disulfures
se comportent aussi de facon similaire aux peptides en hélice alpha, par la formation de pores.
Toutefois, les peptides en feuillet béta amenent a des conformations tres diverses, beaucoup
plus stables, qui ont toujours un caractére amphipatique, avec des surfaces hydrophiles et
hydrophobes distinctes. Selon Jin et al., (2005), I’étude comparative de peptides a structures
variables et le suivi structural effectué au contact des membrane ont montré que la capacité
des peptides de former une structure hautement amphipatique (soit une hélice a ou feuillet- f3)
est essentiel pour la force de ces peptides antimicrobiens avec de faibles activités
hémolytiques. Cependant, concernant les peptides riches en un ou plusieurs acides aminés,

leur devenu structural au contact des membranes demeure a ce jour encore mal connu.

- Hydrophobie

L hydrophobie définit le pourcentage des résidus hydrophobes dans une molécule. Elle est en
moyenne de 40% dans le cas des peptides antimicrobiens. L hydrophobie n’a pas d’effet sur
les membranes composées de PG mais a des effets sur celles composées de PC et de PG 3:1.
La perméabilisation est fortement accrue dans le cas de ces membranes et encore plus dans le

cas des membranes entierement PC.

- Amphipacité et moment hydrophobe

L’amphipacité reflete I'abondance et la polarisation relative des domaines hydrophobes et
hydrophiles dans une protéine. Ce parameétre est défini par le Moment Hydrophobe (MH) qui
est la résultante vectorielle des forces hydrophiles et hydrophobes présentes dans la structure

normalisée a un idéal d’hélicité (Eisenberg, 1984). L augmentation du moment hydrophobe
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(par augmentation de 1’hélicité) entraine une augmentation significative de la perméabilisation
(donc de D’activité antimicrobienne) et des activités hémolytiques des peptides sur les
membranes cibles, avec un effet moindre pour des membranes chargées négativement et plus

important pour des membranes neutres.

- L’angle polaire :

C’est la mesure de la proportion relative des parties polaires vis a vis de celles non polaires
d’un peptide conforme a une hélice amphiphile. Par exemple, dans un peptide hypothétique
structuré en hélice, au sein duquel la structure est exclusivement composée de résidus
hydrophobes d’un coté et de 1'autre de résidus chargés, angle polaire serait de 180°. Un petit
angle polaire et par conséquent, une plus grande surface hydrophobe est liée a une
augmentation de la capacité de perméabilisation des membranes, de la translocation et de la

formation de pores (Dathe et al., 1997; Wieprecht et al., 1997; Uematsu et Matsuzaki, 2000).

Ces criteres peuvent €tre évalués et calculés par des logiciels, qui permettent d’avoir une idée
sur le comportement d’'une molécule, et d’en prédire 1’activité, accessibles par internet sur de
nombreuses banques de données, telles que http://www.up.univ-mrs.fr/wabim/biologie/seq.
html, (Université d’Aix -Marseille) (Répertoire de I’ensemble des bases de données sur les

protéines) ou http://aps.unmc.edu/AP/main.php. (University of Nebraska Medical Center).

IX.2- Etapes de I’action des peptides antimicrobiens

17" étape: L approche ou I’interaction membranaire

Cette approche se fait soit par des interactions électrostatiques des peptides chargés
positivement et de la membrane lipidique chargée négativement, soit par des interactions avec
des récepteurs membranaires comme c’est le cas de la nisine (Breukink et Kruijff, 1999) ou

la mésacidine (Brotz et al., 1998).
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2™ étape : Le seuil de concentration et la phase de transition conformationelle

Dans cette étape le peptide commence a traverser la membrane lipidique par un certain

nombre de mécanismes possibles incluant la dépolarisation transmembranaire.

Les peptides antimicrobiens peuvent s’auto-assembler ou se multimériser selon les
interactions initiales avec les membranes cibles. Ces interactions peptide-peptide et peptide-
membrane sont susceptibles de créer des structures complexes influengant la spécificité du
mécanisme d'action du peptide. Donc, apres la fixation, les peptides s’accumulent a la surface
jusqu’a un seuil de concentration qui permet 1’assemblage et la multimérisation (complexe de
monomeres). Les parametres susceptibles d'influencer ce seuil de concentration incluent donc,
la propension a s'auto-assembler ou a se multimériser, la composition des membranes, la
fluidité et la taille des tétes hydrophobes (Yang et al., 2000). Les peptides se structurent en
conformations secondaires (c’est la transition de phase structurale) en orientant les charges
positives et les faces hydrophiles et hydrophobes en fonction de leurs affinités. Ils peuvent
ainsi s’assembler aux constituants de la membrane pour arriver a la création de pores. Quand
les attractions avec la membrane sont faibles, ces phénomenes finissent par se produire mais

seulement a partir d’un seuil de concentration tres supérieur.

3™ étape : Intéraction avec la membrane cytoplasmique et expression de I’activité
antimicrobienne

Une fois passée la membrane lipidique, les peptides vont ensuite interagir avec la membrane

cytoplasmique pour exercer leur effet antimicrobien par :

- Translocation du peptide et action sur des cibles intracellulaires telles que I’ADN, I’ARN et
les protéines cytoplasmiques, entrainant l'inhibition des activités enzymatiques et de la

biosynthese. Ce phénomene est fréquent chez les peptides riches en un seul acide aminé.
Ou par :

- Lyse de cette membrane aboutissant a une fuite du contenu cytoplasmique. Différents

modeles de lyses cytoplasmiques sont proposés :
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¢ Le modele des pores toroidaux ou « wormhole model »

Ce modele a été déduit principalement a partir d’expériences utilisant des peptides en hélices.
Dans ce modele, les peptides non structurés dans le milieu extracellulaire, adoptent une
structure hélicoidale a mesure qu'ils interagissent avec les tétes polaires hydrophobes de la
bicouche lipidique, de la membrane bactérienne. Les hélices sont d'abord orientées
parallelement a la surface de la membrane. Leur accumulation a la surface de la membrane
cause une tension entre les deux feuillets de la bicouche, qui au dessus d'un certain seuil,
conduit a la désintégration ou a la rupture de la membrane. En effet, pour soulager la tension
causée par la courbure des liaisons peptidiques, les hélices peptidiques pénétrent la membrane
en s’orientant de facon perpendiculaire a celle-ci ; formant ainsi un pore ou les lipides sont

intercalés au peptide dans le canal transmembranaire.
% Mécanisme en tapis ou « Carpet model »

Dans le mécanisme en tapis, I’interaction et I’accumulation du peptide sont similaires a celles
observées dans le modele des pores toroidaux. Toutefois, la différence observée se trouve au
niveau de schéma de perméabilisation ou les chaines peptidiques qui vont s'orienter
parallelement a la surface de la membrane, sont piégées dans la région des tétes polaires de la

bicouche lipidique entrainant une micellisation de celle-ci (Figure 7).

‘Carpet’ Model

e
@ "~ Membrane micellization

‘Barrel-Stave’ Model

; '-";j: and Cell death
Transmembrane “

Peptides in e s, Rt d i
solution T \
*:t g Cell death

Toroidal pores

Figure 7 : Descriptif du modele « barrel stave » et du model « carpet » (Duclohier H., 2006).

Estelle Y. ADJE

© 2011 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése d'Estelle Yaba Adje, Lille 1, 2010
Rappels bibliographiques

% Le modele des pores en douve de tonneaux ou « Barrel-Stave model » :

Ce modele est proposé pour un groupe restreint de peptides. Les peptides réunis a la surface
de la membrane vont étre orienté en fonction de leur amphipacité. Les peptides s’inserent
perpendiculairement dans la bicouche lipidique soit sous forme de monomeres, soit sous
forme d’agrégats, organisés comme les douves d’un tonneau a I’intérieur de la membrane.
Leur domaine hydrophobe en interaction avec la partie non polaires des chaines acyles des

lipides, et leur domaine hydrophile formant l'intérieur du pore.

¢ Le modele de Shai-Matsuzaki-Yang :

Proposé par Shai-Matsuzaki-Yang (Shai 1999; Matsuzaki 1999; Yang er al. 2000), ce modele
reprend les différents modeles ci-dessus en les associant chronologiquement (Figure 8).
Comme précédemment décrit, les peptides s’accumulent a la surface de 1a membrane formant
ainsi un tapis peptidique selon le « carpet modele », entrainant ainsi la lyse bactérienne ou une
déstabilisation générale de la membrane bactérienne. Si cette étape n’entraine pas la mort
bactérienne, il s’en suit une phase caractérisée par la formation des pores, qui peut étre
transitoire (dans le cas ou le peptide est a cibles intracellulaires) ou non transitoire (modeles

en douve de tonneau ou Barrel Stave aboutissant a une fuite du contenu cytoplasmique).

“‘23_' ,,L (mm f

l m

CM:) Diffusion from membrane
onto intracellular targets

Figure 8 : Mode¢le de Shai-Matsuzaki-Yang. (Zasloff. 2002)
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¢ Un nouveau modele (Coarse grain molecular dynamics)

Ce modele est proposé a partir de courts polymeres synthétiques et de simulation
informatique (Lopez et al., 2006). Ce mécanisme d’insertion du peptide synthétique
caractérisé par I’accommodation (Figure 9 a gauche) et la pénétration (Figure 9 a droite) rend
la membrane perméable, sans destruction de sa structure. Les peptides amphipatiques, une
fois entrés dans 1’épaisseur de la membrane, se positionnent en restant li€s aux tétes chargées
des phospholipides. Quand ils sont assez nombreux, les molécules d’eau ou d’éléments
hydratés traversent la membrane en passant d’un domaine hydrophile peptidique a un autre,
comme on saute sur les pierres d’un gué. Ce mécanisme modélisé pour I’instant sur de petites
molécules amphipatiques synthétiques pourrait s’appliquer a des peptides naturels de petite

taille, trop petits pour traverser la membrane (These Baret Rouviere, 2007).

Figure 9 : Mécanisme en Coarse grain molecular dynamics. (Lopez et al., 2006)
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4™ étape : La mort cellulaire

Les pores formés ou Dinternalisation du peptide dans le cytoplasme entraineront
respectivement une fuite d’ions et de métabolites ou l’inhibition de la synthése des
constituants par action directe sur les acides nucléiques, les mécanismes de transcription ou
faciliter I’action d’autres protéines impliquées dans les phénomenes d’opsonisation ou de
cytolyse. Ces mécanismes ne sont pas encore bien élucidés, et un méme peptide semble

pouvoir agir a plusieurs niveaux.
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I- Hydrolyse de I’hémoglobine bovine
I.1- Préparation et dosage de la solution d’hémoglobine native

a- Préparation de la solution meére d’hémoglobine bovine
La solution mere (Y) d’hémoglobine bovine a été préparée a partir d’hémoglobine pure
lyophilisée commerciale (Sigma chemical, réf H2625). Cette hémoglobine commerciale
obtenue apres lavage, lyse et dialyse des érythrocytes, est un mélange constitué de
méthémoglobine, d’hémoglobine, et d’oxyhémoglobine. 25 mg d’hémoglobine ont été
dissouts dans 100ml d’eau distillée a température ambiante. La solution obtenue est ensuite
centrifugée a 4000 trs/min pendant 15min afin d’éliminer la partie insoluble. Le surnageant
issu de cette centrifugation est ensuite utilisé afin de doser avec exactitude la concentration

réelle de I’hémoglobine par la méthode de Drabkin, décrite par Crosby et al. (1954).

b- Dosage de I’hémoglobine par le réactif de Drabkin

- Principe du dosage :

La méthode Drabkin est une méthode colorimétrique reconnue par le comité international de
standardisation en hématologie (Van Kampen, 1965), comme une méthode de référence pour
le dosage de I’hémoglobine. Son principe (Drabkin, 1948), est basé sur la mesure de
I’absorbance de la cyanméthémoglobine a 540 nm (520-560 nm).

En effet, le Fer Fe** de I’hémoglobine est oxydé en Fe™* de la méthémoglobine par le
ferricyanure ; la méthémoglobine réagit alors avec le cyanure de potassium (KCN) pour

former la cyanméthémoglobine, un composé tres stable.

Hb (Fe?*)
Oxydation de I’hémoglobine en méthémoglobine
[Fe(CN)J* 34 : .
(Fe™) par les ions ferricyanures
[Fe(CN)J*
MetHb (Fe3)

rlb

CNr Formation d’un complexe : la cyanméthémoglobine

4

X
CN', MetHb (Fe™)  orjce aux ions cyanures.
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L’absorbance de la cyanméthémoglobine est directement proportionnelle a la concentration en
hémoglobine. La méthode de Drabkin a été décrite comme étant trés sensible, permettant ainsi

de détecter de faibles variations de concentration.

- Méthode de dosage

Aux 50 pL de la solution d’hémoglobine sont ajoutés 12,5 ml de réactif de Drabkin
(phosphate monopotassique 1 mM, cyanure de potassium 0,75 mM, ferricyanure de potassium
0,6 mM en solution aqueuse). Apres 10 min de réaction a température ambiante, 1’absorbance
de I’échantillon est lue a 540 nm contre le réactif de Drabkin.

Sachant qu’une solution standard d’hémoglobine a 14,7% (p/v) donne une absorbance de 0,4

par cette méthode, la concentration Y de la solution en % (p/v), peut étre déterminée par :

|Y = 14,7x (A/04) g/100 mL ‘ A : absorbance de la solution a doser

I.2- Préparation des solutions d’hémoglobine dénaturée 1% et 2%

- Hémoglobine dénaturée 1% pH 5,5 :

Un volume V correspondant a 1 g d’hémoglobine bovine, est prélevé de la solution mere Y
d’hémoglobine précédente, puis ajouté dans une solution contenant 32 g d’urée dissout dans
(32 — V) ml d’eau distillée. Le tout est porté sous agitation, a incubation a 37°C pendant 1h.
Apres incubation, 20 ml de tampon acide acétique/ acétate de sodium 0,5 M pH 5,5 sont

ajoutés. A I’aide d’une solution d’acide chlorhydrique 2 M, le pH est ajusté a 5,5.

- Hémoglobine dénaturée 2% pH 2:

Un volume V correspondant a 5 g d’hémoglobine bovine, est prélevé de la solution mere Y
d’hémoglobine précédente, puis ajouté dans une solution contenant 80 g d’urée dissout dans
(80 — V) ml d’eau distillée. Le tout est porté sous agitation, a incubation a 37°C pendant 1h.
Apres incubation, 50 ml de tampon HCI / KCI1 0,25 M pH 2 sont ajoutés. Le volume total est
complété a 250 ml avec de I’eau distillée. A 1’aide d’une solution d’acide chlorhydrique 2 M,
le pH est ajusté a 2. Cette préparation servira a la quantification de 1’activité enzymatique de
la pepsine. Ces conditions permettent d’optimiser I’hydrolyse de I’hémoglobine par la pepsine

dont le pH optimal est compris entre pH 2-3.
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II- Préparation de la solution de pepsine porcine et dosage de I’activité enzymatique

Une solution mere de pepsine est préparée en mélangeant 56 mg de pepsine de porc (EC
3.4.23.1; 32000 Unité Anson (UA); Sigma Chemicals) et 20 ml de tampon acide acétique /

acétate de sodium 0,1M a pH 5,5 soit une concentration finale de 2,8 g/l de pepsine.

Le dosage de [Iactivité enzymatique de la pepsine s’effectue par un dosage
spectrophotométrique a 280 nm. Pour ce dosage, une dilution de la solution mere de pepsine
est effectuée a 1/200 dans de 1’eau distillée. Une pré incubation de I’enzyme (pepsine diluée)
et du substrat (hémoglobine dénaturée 2% pH 2) est effectuée pendant Smin a 37°C. Les
essais sont réalisés en ajoutant a SmL d’hémoglobine, 1 mL de pepsine diluée, apres agitation,

ce mélange est mis a incuber 10 minutes exactement a 37°C.

La réaction est arrétée par ajout de 10ml d’acide trichloracétique (TCA) 5%. Un blanc est
réalisé en mélangeant dans 1’ordre, 10mL de TCA 5% a 1mL de pepsine diluée, puis en

ajoutant les 5SmL d’hémoglobine.

L’ensemble est ensuite laissé 30 minutes a température ambiante. Les solutions sont
centrifugées a 4000 tours/min pendant 15 minutes, puis le surnageant est filtré sur un filtre en

acétate de cellulose de 0,22 um. L’absorbance des solutions est lue a 280nm contre le blanc.

Une unité d’activité enzymatique (U.A.) est aussi définie comme la quantité d’enzyme
nécessaire pour provoquer une augmentation AA d’absorbance a 280 nm de 0,001/ min avec

un trajet optique de 1 cm. La solution de pepsine contient donc :
(A280 nm / 10) x 1000x 200 U.A. /mL,
Soit : U.A. /ml. (Volume de la solution/ Masse pesée) = U.A./ mg de pepsine
III- Hydrolyse de I’hémoglobine bovine en conditions natives et dénaturantes
I11.1- Hydrolyse de I’hémoglobine sans solvant : conditions natives

Dans un réacteur a température fixe de 23°C, un volume V correspondant a 1 g
d’hémoglobine bovine, est prélevé de la solution mere Y d’hémoglobine précédente, a ce
volume sont ajoutés 20 ml de tampon acide acétique/acétate de sodium 0,5 M pH 5,5. La

solution est complétée a 100ml avec de I’eau distillée et a 1’aide d’une solution HCI 2M, le
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pH est rajusté a 5,5 si nécessaire. Aux 100 ml de cette solution sont ajoutées 2.10° U.A de

pepsine (2,8 g/l) qui correspond a un rapport E/S = 1/11 (mol/mol). L’arrét de la réaction est
effectué par ajout de 400 ul de tampon borax 0,32 M (pH 12) pour 1 ml d’hydrolysat. Le pH
de la solution atteint alors un pH de 10, permettant ainsi d’inactiver la pepsine. Un volume Ty
est prélevé avant ajout de l’enzyme. Différents hydrolysats sont ensuite prélevés puis
conservés et destinés a 1’analyse par CLHP, au calcul du degré d’hydrolyse et pour certains
(2,5 min et 24h) a I’identification des peptides par spectrométrie de masse. Il s’agit des

hydrolysats de 1, 2,5, 5, 10, 15, 20, 30 min et 1, 2, 3, 4 et 24h.
I11.2- Hydrolyse de I’hémoglobine en présence de solvants

Dans un réacteur de 23°C, un volume V correspondant a 1 g d’hémoglobine bovine, est
prélevé de la solution mere Y d’hémoglobine précédente, a ce volume sont ajoutés 20 ml de
tampon acide acétique/acétate de sodium 0,5 M pH 5,5 et un volume (calculé en tenant
compte de la densité du solvant) correspondant a 10, ou 20, ou 30, ou 40 ou 50% (v/v) de
méthanol, ou éthanol, ou propan-1-ol, ou butan-1-ol ou enfin de TriFluoroEthanol (TFE). La
solution est complétée a 100 ml avec de I’eau distillée et a I’aide d’une solution HCI 2M, le
pH est rajusté a 5,5. Aux 100 ml de cette solution sont ajoutées 2.10° U.A de pepsine a 2,8 g/l
(préincubée a 23°C pendant Smin) qui correspond a un rapport E/S = 1/11 (mol/mol). L’arrét
de la réaction est effectué par ajout de tampon Borax 0,32 M (pH 12) afin d’atteindre un pH
de 10. Un volume T, est aussi prélevé avant ajout de I’enzyme, puis différents
échantillonnages sont effectués apres différents temps d’hydrolyse. Il s’agit des hydrolysats
de 1, 2,5, 5, 10, 15, 20, 30 min et 1, 2, 3, 4 et 24h. Ces hydrolysats, ainsi que le T sont aussi
destinés a 1’analyse par CLHP, au calcul du degré d’hydrolyse et pour certains (2,5 min et

24h) a I’identification des peptides par spectrométrie de masse.
I11.3- Hydrolyse de I’hémoglobine bovine en conditions dénaturantes

La solution d’hémoglobine dénaturée (1%) et la solution de pepsique (2,8 g/l)
précédentes sont préincubées a 23°C pendant Smin. Puis, dans un réacteur de 23°C, aux 100
ml de la solution d’hémoglobine dénaturée, sont ajoutés 2.10° U.A de pepsine qui correspond
a un rapport E/S = 1/11 (mol/mol). L’arrét de I’hydrolyse ainsi que les prélevements se font

de la méme maniere que dans le cas de ’hydrolyse de ’hémoglobine en conditions natives.
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IV-Détermination du degré d’hydrolyse par la méthode de I’OPA

Le degré d’hydrolyse a été déterminé par la méthode basée sur le dosage des groupes
amines par le O-PhthaldiAldehyde (OPA) décrite pour la premiere fois par Church et al., en
1983.

Le dosage se fait classiquement en préparant une gamme étalon de leucine dans un premier

temps (Tableau 8).

Tableau 8 : Gamme Etalon de leucine

Concentrations finales de leucine

OmM | 0,5 mM 1mM 1,5mM 2mM 2,5mM 3mM

Solution meére
de leucine 0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
(mL)
Tampon
borate (mL)

3 2,5 2 L5 1 0,5 0

Une fois que la gamme est préte, le réactif OPA est préparé extemporanément en mélangeant
25 mL de tétraborate disodique 0,1M, 5 mL de sodium dodécyl sulfate (10%), et 10uL de B-
mercapto éthanol. Les 80 mg d’OPA sont pesés a part, dissous dans 1mL de méthanol, puis
mélangés au réactif. Le dosage se fait en mélangeant 50 uL de solution de leucine ou
d’échantillon a 1 mL d’OPA. Une fois mélangé, apres 2 min d’incubation, les absorbances

sont lues a une longueur d’onde de 340 nm. Trois essaies ont été effectués.

V- Analyses structurales

Les analyses structurales de 1’hémoglobine sont effectuées a partir des échantillons T
précédemment prélevés. Les échantillons sont centrifugés a 4000 trs/min pendant 15 min puis
filtrés sur des filtres de 0,22 um de diametre. Selon le type d’analyse, des concentrations de
3uM ou de 18uM d’hémoglobine sont utilisées. Compte tenu de la précipitation observée lors
de I’ajout des solvants la concentration d’hémoglobine, initialement a 1% (155 uM) est dosée
par spectrophotométrie, a 540 nm en utilisant comme coefficient a cette longueur d’onde

d’absorption spécifique e,= 0,85 ml/mg.cm (Melki, 1972).
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V.1- La spectrofluorimétrie

Pour ces analyses 3uM d’échantillons sont utilisés.

- Principe :

Par rapport a la fluorimétrie, qui permet de doser une substance fluorescente pour une
longueur d’onde donnée, la spectrofluorimétrie fournit les moyens d’identifier I’ensemble des
substances en solution. L’analyse de I’échantillon s’effectue en balayant simultanément une
large plage de longueurs d’onde d’excitation et d’émission, ce qui permet la quantification de
chaque composé. Le principe de cette méthode repose sur le fait que de nombreux composés
organiques et inorganiques, en solution ou solide, émettent de la lumiere lorsqu’ils sont
excités par des photons du domaine du visible ou du proche ultraviolet. Ce phénomene appelé
fluorescence permet de caractériser la substance analysée, puisque 1’intensité maximale de
fluorescence correspond a un couple particulier de longueurs d’onde d’excitation et

d’émission.

- Description

L’appareil utilisé est le spectrofluorimétrie Perkin Elmer LS50B.

Une source lumineuse composée d’une lampe en deutéronome, émet une lumiere qui est
rendue rectiligne par la présence d’une lentille, la lumiere ainsi émise est sélectionnée a une
longueur d’onde précise grace a un monochromateur, ce rayon Ajincident va ensuite exciter la
molécule fluorescente (généralement un composé possédant un cycle aromatique) présente au
sein de I’échantillon. Afin de revenir a son état normal, la molécule ainsi excitée va émettre
I’énergie recue sous forme d’une intensité lumineuse (I);). L’intensité lumineuse est
schématisée sur I’enregistreur en fonction de la longueur d’onde, lue par le détecteur et

sélectionnée par le monochromateur 2.
V.2- La spectrophotométrie

Un spectrophotometre comprend :

- une source lumineuse polychromatique (lumiere blanche émise par une lampe a filament de
tungstene).

- un monochromateur permettant de sélectionner une longueur d'onde 1 a partir de la lumiere
blanche. Il est formé d'un réseau qui disperse la lumiere blanche. La sélection se fait a 1'aide

d'une fente.
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- une cuve contenant un échantillon de solution de l'espece colorée que 1'on étudie.

- une cellule photoélectrique qui fournit un courant électrique proportionnel au nombre de

photons qu'elle regoit.

- un détecteur électronique dont la réponse est proportionnelle a ce courant électrique et
permet une mesure relative de l'intensité lumineuse. L'affichage la donne soit en transmittance

T, =1/1,, soit en absorbance A avec A; =log (I, / I).

Un réglage préalable du blanc permet de mesurer 1'absorbance de 1'espece colorée en solution

pour la longueur d'onde (1) : AB (1) = log ( Lowvant / Lsolution )-
V.3- Le dichroisme circulaire

- Principe :

Toute molécule chirale en présence d’une lumiere polarisée rectiligne obéit a la loi de Beer
Lambert ; la spectroscopie d'absorption normale des transitions électroniques est la mesure de
I’absorbance A qui dépend de la concentration C de la solution et de la longueur du chemin
optique a l'intérieur de celle-ci. La constante de proportionnalité entre la mesure et les
variables est une caractéristique de la molécule appelée coefficient d’extinction molaire €, qui
varie en fonction de la longueur d’onde A :

A=¢lIC

Cependant, les valeurs de ¢ sont différentes pour la lumiere polarisée circulairement vers la
gauche ou vers la droite. Le dichroisme circulaire est défini comme la différence entre les
coefficients d’extinction molaire a droite et a gauche d’une lumiere polarisée circulairement.
Les spectres de DC peuvent étre donc positifs ou négatifs. La prédiction des hélices alpha par
cette méthode est excellente, 1’erreur absolue pour la prédiction de B-turn est généralement
faible, bien que la petite gamme des prévisions montre un coefficient de corrélation
irrégulierement bas (Curtis, 1988). Les spectres DC des différentes structures secondaires
différent au niveau de la forme et de I’amplitude.

La structure secondaire peut étre déterminée par la spectroscopie DC dans le domaine de
I’UV lointain (190-250 nm). A ces longueurs d’onde, le chromophore est la liaison peptidique
et le signal apparait lorsqu’elle se trouve dans un environnement replié et régulier.

Les structures en hélices-alpha, feuillets-béta et random coil donnent chacune un spectre DC

de forme et de magnitude différence. Ceci est illustré par la figure 10 (Greenfield, 1996).
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Figure 10: Spectres de dichroisme de polypeptides en hélices alpha, en feuillet béta, en

random coil ou riche en un seul acide aminé tel que la proline (Brahms et Brahms, 1980).

Une structure irréguliere donne une intensité de DC de zéro, alors que lorsque la structure est
ordrée, on obtient un spectre qui contient des signaux aussi bien positifs que négatifs. A une

certaine longueur d’onde.

AA(L) = A, (A) = A (A)
Ou AA est la différence entre 1’absorbance de lumiere polarisée circulairement a gauche et a

droite (c’est ce qui est normalement mesuré). Les deux lumieres obéissent a la loi de Beer-

Lambert:
A =[g,(A)—€,(D)]-1-c=Ae1-c
Cette éllipcité est reliée a la variation de 1’absorbance par une simple relation numérique:
AA =0/3298 ou 0 est en deg,
Cependant plusieurs auteurs expriment leurs spectres par la mesure de I’éllipcité molaire [0]

qui est reliée a la variation du coefficient d’extinction molaire € par la relation :

A e= [0]/3298 ou [O]est en deg,mol'ldm'1
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Le calcul de [0] (Stephen et Schilstra, 2008) se fait par la mesure de la variation de

I’absorbance a différentes longueurs d’ondes.
AA =1[0]/3298 x 1 x C ou [0] est exprimé en deg,mol'ldm'1

L’éllipcité molaire nous renseigne sur le contenu en structures secondaires de I’hémoglobine
(hélices a, feuillets B, ramdon coil). Tenant compte du spectre caractéristique d’une molécule
structurée en hélice alpha (Figure 1), le pourcentage en hélices est calculé a partir des valeurs

d’éllipcité obtenues a 222 nm ou 208 nm:
a-Hélice (%) = ((—[0]20s — 4000)/(33000 — 4000)) x 100 (Lu et al., 2007) ou

4000 représente 1’éllipcité molaire de ’ensemble des autres structures différentes de 1’hélice
alpha.

33000 représente 1’éllipcité pour une protéine hypothétique comportant 100% d’hélice alpha.

- Description :

Le spectrometre DC, a I'image d’un spectrometre normale, qui dispose d’une source
lumineuse, d’'un monochromateur qui sélectionne une gamme étroite de longueur d’onde a
partir du faisceau lumineux (de gamme de longueur d’onde plus large), d’'un compartiment
pour I’échantillon et d’un détecteur, posseéde en plus un polariseur linéaire et un « quarter
wave retarder » pour convertir la lumiere polarisée linéaire en lumiere polarisée circulaire.
Pour des raisons commerciales historiques, I’expression de la mesure du DC correspond a la
mesure de 1’éllipcité 6.

Le spectre de dichroisme circulaire a été mesuré avec un spectropolarimetre JASCO J-725.
Les spectres ont été scannés a température ambiante, a 1’aide d’une cellule optique avec une
trajectoire de 1 mm de longueur, pour I’'UV-lointain et de 10 mm pour I’UV-proche et le
visible. Les spectres ont été obtenus a une longueur d’onde de 250-180 nm, puis de 250-400
nm et enfin de 400-550nm. 60 balayages optiques ont été accumulés pour chaque échantillon
a une vitesse de S0nm/min. Les peptides étaient mesurés a une concentration de 3uM pour
I’UV-lointain, et de 18 uM de 250-550 nm. Les données ont été analysées avec un logiciel

« CD Déconvolution » pour obtenir la configuration de la protéine.
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VI-Analyse des hydrolysats pepsique d’hémoglobine bovine

VI.1- Analyse des peptides par Chromatographie Liquide Haute
Performance (CLHP)

La CLHP en phase inverse est une technique qui permet la séparation de molécules en
fonction de leur différence d’affinité pour une phase stationnaire apolaire et une phase mobile
plus ou moins polaire. La figure 11 représente un descriptif des composantes d’un appareil de

CLHP. La photo 1 représente les différentes composantes d’une CLHP.

Pompe » Colonne » Détecteur |--»{ Collecteur » Ordinateur
Phase
T stationnaire
Phase mobile (solvant A + solvant B)
Figure 11 : Descriptif d’un appareil de CLHP
Dégazeur -
Controleur

Collecteur
automatique
Colonne
Injecteur
automatique
Réservoir de
solvant
Détecteur
Poubelle

Photo 1 : Chaine Chromatographie Liquide Haute Performance

La phase stationnaire comprend un support de particules de silice de 5 a 10 um de diametre
tres poreux et un revétement greffé de chaines aliphatiques de 4 (C4), 8 (C8) ou 18 (C18)
atomes de carbone qui déterminent I’hydrophobie de la phase. Pour 1’analyse de peptides de
plus de 20 a 30 acides aminés, il est recommandé d’utiliser une colonne de type C4. Le choix

de la phase mobile, quant a lui, est fonction des molécules a analyser.
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En ce qui concerne cette étude, les conditions d’analyse ont été, I’utilisation d’une colonne C4

de 0,32x 25 cm réglée 2 un débit de 0,6 ml .min"' comme phase stationnaire. La phase mobile
est décrite selon un gradient d’élution de 0-67% de B pendant 30 min puis de 67-87% de B
pendant 35min. Le solvant A est une solution de H,O milli Q et de 1’acide trifluoroacétique
(TFA) en proportion 100 : 0,1 et le solvant B, une solution d’acétonitrile (ACN), d’eau milliQ
et de I’acide trifluoroacétique dans les proportions (60 :40 :0,1).

Le détecteur est réglé a une longueur d’onde de 215 nm (longueur d’onde permettant la
visualisation des liaisons peptidiques au sein d’une protéine ou d’un peptide).

Les échantillons sont préalablement filtrés sur des filtres d’acétate de cellulose de 0,22 pm de

diametre et sont injectés par I’intermédiaire d’un injecteur automatique.

VI.2- Identification des peptides par la spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est une technique de détection extrémement sensible qui permet
la détermination des masses des especes atomiques ou moléculaires individuelles de
I'échantillon analysé, et permet ainsi de recueillir des informations sur sa nature, sa

composition, et méme sur sa structure ou sa quantité sous certaines conditions.

Le principe est de transformer tout composé a 1'état naturel sous forme d'ions gazeux. Ainsi
une treés petite quantité du composé a analyser est ionisée afin de soumettre les especes
chargées qui en résultent a 1'action d'un champ électrique et 1'étude des trajectoires suivies,
dans une enceinte ou régne un vide poussé, permet de déterminer le rapport masse/charge
des ions. En regle générale, un spectrometre de masse est toujours composé de cinq parties

constituant une série d'opérations successives (Figure 12).
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Figure 12 : Descriptif d'un spectrometre de masse

Chambre d'introduction (introduction de la solution) : L'introduction de 1'échantillon a été
appliquée soit manuellement directement avec une seringue et un pousse-seringue, soit de

facon automatique par couplage a la chromatographie liquide haute-performance (CLHP).

Source (ionisation et volatilisation) : Appelée aussi chambre d'ionisation et de volatilisation,
elle permet l'ionisation des molécules. Il existe plusieurs méthodes d'ionisation, le choix de
celle-ci étant directement 1ié a la nature de I'échantillon et au type d'analyses souhaitées. Dans
le cas d’une introduction directe, la source ESI (ElectroSpray lonisation) a été utilisée (Figure
13). En effet, un spray est produit en appliquant un fort champ électrique, a pression
atmosphérique, a la phase mobile liquide passant a travers un tube capillaire avec un débit
pouvant aller de 1 a 10 ul/mn. La phase mobile est ainsi transformée en un fin brouillard
contenant l'espeéce a analyser, elle peut apporter des ions H+ selon le pH de la solution et

contenir des cations NH," K, Na*.

Gaz rideau

Mébulisation: formation de

goultelette chargées i

des ions
H&UT WOLTAGE
1TaBEY
£
i
beasnmgoann. .} il —i —_— .
AMALYTE + -
SOLWVANT i
GaZ DE
NEBLILISATION
Désolvatation: Le gaz rideau aide T

SPRAY

Evaparation du solvant le désolvatation

Gaz rideau

Figure 13 : Source Electrospray/lonspray
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Lors du couplage LC/MS, un courant d'air chaud est ajouté a la méthode ionspray (Turbo
Ionspray). La température au niveau de la source peut atteindre 500 °C, et I'on peut travailler a

des débits tres élevés (>200 ul/mn).

Analyseur (séparation des ions selon le rapport masse/charge) : Analyseur utilisé a été un
analyseur triple quadripdle, permettant d’effectuer une spectrométrie de masse en tandem
MS/MS. Un analyseur quadripolaire est constitué de quatre barres métalliques paralleles ayant
idéalement une section cylindrique ou hyperbolique, disposées symétriquement autour d'un

axe. Ces quatre barres sont associées électriquement deux par deux.

Détecteur (détection des ions)
Informatique (acquisition, stockage et traitement des données)

Les spectres de masse ont été réalisés en mode €lectrospray-ionspray (ESI/MS/MS) avec une
ionisation positive, a pression atmosphérique sur un spectrometre de masse triple
quadripolaire de type Applied Biosystems modele API 3000 LC/MS/MS (PE Sciex, Toronto,

Canada).

La solution est injectée (nébulisée) en continu, grice a une pompe (Model 22, Harward
Apparatus, South Natick, USA) avec un débit de SuL.min". Les molécules a analyser sont
vaporisées puis ionisées dans la source de l’appareil obtenant un mélange d’ions de
fragmentation. Ces ions sont filtrés selon leur rapport masse/charge par un analyseur et
terminent leur course en frappant le détecteur. Le spectre était obtenu en ionisation positive et
selon un rapport masse/charge de 500 a 3000. Le spectre de masse est obtenu par le traitement

du signal émis par le détecteur.

VIL.3- Couplage LC/MS

Les spectres de masse ont été réalis€s en mode LC-MS avec une chaine CLHP Applied
Biosystem (140B solvent delivery system), comprenant un détecteur UV Perkin-Elmer LC
290 et reliée au triple quadripdle précédemment décrit. Le gradient appliqué est identique a

celui utilisé lors des analyses en CLHP. Le PolyPropyléneGlycol ou PPG est utilisé pour la
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calibration et I’optimisation de 1’appareil. Le logiciel Mac Spec 3.3 a été utilisé pour le

traitement des données.

VII- Tests antimicrobiens

VII.1- Mise en évidence de I’activité antimicrobienne : Technique modifiée

de I’antibiogramme

L’activité antimicrobienne a été mise en évidence par la présence d’une zone d’inhibition sur
milieu gélosé préalablement ensemencé de la souche a tester par la méthode d’inondation.
Toutes les souches testées sont issues des collections du laboratoire isolées a partir d’aliments.
Une goutte d’agent antimicrobien est mise a la surface de ce milieu gélosé préalablement
ensemencé et séché.

Les souches a tester sont mises en culture dans 5 ml de milieu Mueller-Hinton (MH), puis
incubés a 37°C pendant 18-24h. Apres une bonne homogénéisation, la turbidité de ces
cultures est mesurée par lecture spectrophotométrique a 600 nm contre le Mueller-Hinton
seul. Des dilutions nécessaires afin d’obtenir une DO de 0,25 a 600 nm sont ensuite effectuées
dans de la Tryptone Sel (TS).

Facteur de dilution = DO corrigée/DO lue = 0,25/DO lue]

Lorsque la DO lue est inférieure a 0,25, augmenter le temps d’incubation de la culture

bactérienne concernée.

Tableau 9 : Intensité d’absorption des cultures bactériennes apres incubation.

DO moyenne @ 600 nm apres 20h d’incubation a
Souches testées
37°C
Staphilococcus aureus 0,99
Escherichia coli 1,80
Listeria innocua 1,64
Micrococcus luteus 0,195

La température optimale de croissance de Micrococcus luteus étant de 30°C, elle atteint une

DOg00 nm de 0,29 apres 26h d’incubation a 37°C.
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Selon le type de bactéries une dilution supplémentaire est ensuite effectuée :

- Pour les gram - : dilution au 1/1000°™

1/10 1/100 171000
L ml 1 ml 1 ml
e

Suspension bactérienne
(DOg0o um = 0.25) 9 ml de TS 9 mlde TS 9 ml de TS

- Pour les gram + : dilution au 1/100 10 1/100

1 ml 1 ml
Suspension bactérienne 9 mlde TS 9 ml de TS

(DOgno= 0,25)

Procéder ensuite a 1’inondation par les inocula complets des dernieres dilutions (1/100 ou
1/1000) d’un milieu gélos€¢ MH préalablement coulé et séché dans une boite de Pétri. Laisser
en contact pendant 20 min puis se débarrasser du surplus d’inoculum en 1’aspirant a 1’aide
d’une pipette pasteur stérile. Entrouvrir ces boites et laisser sécher plus de 30 minutes sous
une hote a flux laminaire ou les mettre a 1’étuve de 37°C en les gardant fermées. Effectuer sur
ces boites un dépdt de 10 ul d’échantillon a tester.

Un témoin négatif est réalisé en utilisant du tampon phosphate stérile pH 7. Le témoin positif
est réalisé en utilisant la cécropine A, un peptide antimicrobien préparé a Img/ml dans de
I’eau distillée. Les dépots doivent étre distants du bord de la boite d’au moins lcm. Une fois
ces dépots effectués, laisser les boites a température ambiante jusqu'a disparition totale des

gouttes formées. Les incuber ensuite pendant 24 h a 37°C.
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VII.2- Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

Le principe général de cette méthode est de mettre en évidence ’activité antibactérienne d’un

peptide vis-a-vis d’une souche cible en milieu liquide.

La CMI (Concentration Minimale Inhibitrice) est la plus petite concentration en agent
antibactérien permettant d’inhiber la croissance d’une souche bactérienne apres un temps

d’incubation de 24 heures. Ce test est réalisé sur une microplaque stérile (avec couvercle).

Le milieu de culture choisi pour le test est le Miiller-Hinton une fois concentré, il servira
également pour la préparation des échantillons a tester et des bactéries. En effet, les
échantillons, sous forme solide, sont dissous dans le milieu de culture, et les inocula

Oéme

bactériens sont diluées au 1/50 dans ce méme milieu.

Tous les puits contiennent 50 uLL du milieu de culture et pour chaque peptide a tester on met
50 pL dans les premiers puits seulement et on fait une dilution au %2 pour ainsi avoir 100 pL
dans les deuxieémes puits et ainsi de suite pour enfin rajouter SOuL de suspension bactérienne
dans chaque puits. Les peptides mis dans les premiers puits seront alors dilués au %4 par
rapport aux concentrations des solutions de départ. Enfin, deux puits serviront de témoin; 1'un
témoin négatif, contenant 100uL de milieu; I'autre, témoin positif, correspondant a S0uL de
milieu de culture et 50 uL de suspension bactérienne qui représente 10° UFC.mL™". La

microplaque est incubée a 37°C pendant 24 h.

La CMI sera alors la concentration en peptide du dernier puits dans lequel on observe une
absence de croissance bactérienne. Les puits représentants des CMI sont ainsi déterminés. Il
convient, pour compléter cette analyse de procéder au dénombrement des souches du puits

représentant la CMI de facon a mettre en €vidence I’effet exercé par le peptide actif (figure

14).
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Figure 14 : Principe de la détermination de la CMI a Toyp O : Croissance bactérienne

O : Inhibition de croissance

A To, 50ul du témoin positif sont prélevés et ajoutés a un tube contenant 9,95 ml de Tryptone
Sel ; ce qui représente une dilution au 1/200°™. Ensuite on fait une dilution de 1/2000°™ et
enfin on fait une dilution finale de 1/20000°™ ou plus si nécessaire. 100 pl des trois derniéres
dilutions sont ensuite prélevés puis €taler sur une boite de Pétri contenant du MH gélosé afin
de dénombrer avec exactitude le nombre d”UFC.ml™, trois essais étant réalisées pour chaque

dilution. Ces boites de Pétri sont alors mises a incuber pendant 24h a 37°C.

Ce dénombrement servira aussi a déterminer 1’effet bactéricide ou bactériostatique du peptide
par comparaison du nombre d’UFC/ml du témoin Ty et de celui des puits correspondants a la
CML. En effet, un dénombrement des cellules restantes suivant un protocole identique a celui
du témoin Ty est aussi effectué apres 24h d’incubation de la microplaque en prélevant 50ul de
culture des puits correspondant a la CMI. Le taux de mortalité est ensuite calculé selon la

formule :
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P Témoin de cutture — P Tube C0M1

% Mortalite = = 100
P Témoin de culture

P Témoin de culture = PoOpulation du témoin de culture : : .
Temotn de culfure P ~aprés 24H d’incubation a 37°C

P Tue caar= Population du tube correspondant a la CMI

Un agent antimicrobien est dit « bactéricide » lorsque le taux de mortalité est supérieur ou
égale a2 99,99% et « bactériostatique » pour un taux inferieur a cette valeur et supérieur a 0%.

La figure 15 est un descriptif de I’effet antimicrobien sur une population bactérienne :

k4
A
z
£ -'
i f —s— Effet Bacteniostatige
g "’I —&— Témnin
2.
b
2 r'd
ol S U S ——
= T
——
b~ = s
g Temps (en heures) 24

Figure 15 : Descriptif des effets d’un agent antimicrobien sur une population bactérienne.
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RESULTATS ET DISCUSSION

Chapitre 1

Obtention de peptides potentiellement actifs et amélioration de ’obtention de ces

peptides
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I- Hydrolyse pepsique de I’hémoglobine en milieu aqueux

I.1- Effet du pH sur la conformation de I’hémoglobine

L’étude des populations peptidiques et des cinétiques d’hydrolyse de 1’hémoglobine bovine
par la pepsine précédemment réalisée a différents pH au sein du laboratoire (Lignot, 1998,
Dubois, 2006), a montré que selon le spectre d’activité de la pepsine, les populations
peptidiques obtenues varient en fonction de la structure de I’hémoglobine.

En effet, sans agent dénaturant, a pH 2, I’hydrolyse de ’hémoglobine suivant un mécanisme
Zipper, aboutit a la production d’'un mélange tres complexe de peptides de tailles variables
chargés positivement, il en est de méme pour I’hydrolyse a pH 3 (Dubois 2006). Tandis qu’a
pH 4,5 (Dubois 2006 ; Su et al., 2007) ; toujours sans agents dénaturants, cette hydrolyse
permet d’obtenir une population peptidique moins dispersée, mais a tres faible concentration ;
la taille des peptides obtenus a ce pH étant beaucoup moins importante que celle des peptides
libérés lors de I’hydrolyse a pH plus faible. Différentes explications pourraient €tre avancées
pour expliquer ce phénomene : Premierement 1’état de la protéine substrat est supposée
différente a pH inferieur ou égal a 3 et a pH 4,5. A pH 4,5 I’hémoglobine supposée native, se
déplie partiellement a pH plus faible, révélant ainsi certains sites inaccessibles.
Deuxiemement, I’ionisation des produits d’hydrolyse est différente. En effet, a pH 2, les
peptides sont chargés positivement et les répulsions électrostatiques empécheraient les
associations. A pH 4,5 par contre, les peptides sont beaucoup moins chargés ce qui favorise

les interactions. Ces interactions limiteraient I’accessibilité de certains sites de coupure.

Notre objectif étant d’effectuer une hydrolyse contrdlée de I’hémoglobine aboutissant a un
hydrolysat riche en peptides intermédiaires avec une population plus faible de peptides,
I’hydrolyse devra donc suivre un mécanisme différent de celui «one by one» ou du
« zipper » mécanisme (Linderstrom-Lang, 1953). Ces études précédentes montrent que 1’effet
du pH seul ne pourrait permettre I’obtention de cette hydrolyse controlée. L’ introduction d’un

parametre supplémentaire au cours de 1’hydrolyse s’avere primordiale.

Afin de mieux suivre I’effet de ce parametre sur la structure de 1’hémoglobine, donc sur la
spécificité de la réaction enzymatique, il est nécessaire d’utiliser un pH d’hydrolyse
n’entrainant pas une inhibition de I’enzyme et n’ayant pas d’effet structural sur
I’hémoglobine ; il faudrait donc que la protéine reste a 1’état natif. Une hydrolyse au pHi

(environ pH 6,8) de la protéine étant impossible compte tenu de 1’inactivité de la pepsine, il
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convient donc de choisir un pH d’étude pendant lequel 1’hémoglobine garde la structure la
plus proche possible de sa structure native (toutes les structures secondaires tertiaires et
quaternaires sont intactes). Le dichroisme circulaire, la spectrofluorimétriec et la
spectrophotométrie UV-visible ont permis de vérifier et décrire 1’état structural de
I’hémoglobine bovine a différents pH (3, 4,5, 5,5) en comparaison de 1’hémoglobine en
présence d’urée 6M (état dénaturé de 1’hémoglobine) et de 1’hémoglobine a son pH
isoélectrique (état natif de I’hémoglobine). Les pH d’études ont été choisis en considérant le

spectre d’activité de la pepsine.

a- Etude structurale de I’hémoglobine par spectrofluorimétrie

L’étude des variations structurales de 1’hémoglobine bovine a été réalisée par
spectrofluorimétrie en milieu tampon acide acétique/acétate de sodium 0,1 M, a différents
pH:3:4,5;5,5 et 6,8. Une concentration de 3 uM a été choisie afin de pouvoir observer la
fluorescence du tryptophane (Hirsch, 1994 et 2003), généralement difficile a observer compte
tenu de la forte absorbance de I’héme qui est capable de quencher complétement cette
émission de fluorescence. La longueur d’onde d’excitation est de 290 nm et I’émission de la
fluorescence est enregistrée entre 300 et 400 nm. La figure 16 montre I'intensité de la

fluorescence de I’hémoglobine en fonction de la longueur d’onde.

pH3

pH 4,5

450 - pH55 ———pH6,8 =----- urée 6M

300 350 400 450 500 550

Intensité de fluorescence

Longueur d'onde (nm)

Figure 16 : Spectres de fluorescence de I’hémoglobine bovine (3uM) en milieu tampon acide
acétique/acétate de sodium 0,1M a différents pH (3 ; 4,5 ; 5,5 ; 6,8) et a I’état dénaturé par
I'urée 6 M.
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Pour une excitation de 290 nm, une émission de fluorescence maximale est observée a 345

nm quelque soit le pH (pH 3- 6,8).

L’hémoglobine bovine comprend des acides aminés aromatiques capables d’émettre une
fluorescence en présence d’excitation. Cependant, parmi ces acides aminés, la fluorescence du
tryptophane étant la plus forte, elle va prédominer par rapport a celle des autres acides aminés
et sera donc la seule fluorescence détectable. Chaque dimere aff de 1’hémoglobine bovine
contient trois tryptophanes : al4-Trp, B13-Trp et B35-Trp. Alper et Lopez-Delgado., en 1976
ont démontré par des études de spectrofluorimétrie par radiation synchrotron sur hémoglobine
humaine, qu’entre 310-360 nm, la principale source d’émission est le Trp B-37, équivalent au
Trp B35 dans le cas de I’hémoglobine bovine (Alper et Lopez-Delgado, 1976). Cette
observation a été aussi confirmée par Hirsch et al., (1980) apres étude de la fluorescence de
différentes hémoglobines (A, F, et H) par «fluorimetrie Front FACE » dans du tampon
phosphate pH 6,8 et 7,4. La figure 1 montre que lorsque le pH diminue, I'intensité de
fluorescence augmente, sans décalage de la longueur d’onde d’émission. Cette variation
témoigne d’un changement conformationnel de la protéine, changement localisé au niveau de
I’environnement de la molécule responsable de cette émission. En effet, cette augmentation
d’intensité montre que le tryptophane est de plus en plus exposé a I’excitation. Le pH
1soélectrique de 1’hémoglobine étant de 6,8, lorsque le pH du milieu est encore plus en
dessous du point isoélectrique, 1’intensité de fluorescence augmente encore plus. Les mémes
résultats ont également été obtenus par De Swati et Girigoswani (2006) pour des pH de 1,9 a

11,5 avec une longueur d’onde d’excitation de 290 nm.

Hirsh et al., en 1980 ont démontré que la position du Trp B 37 (dans le cas de ’hémoglobine
humaine) est sur un site principal des changements de la structure quaternaire. D’apres les
travaux de Crespin et al., en 2005, travaux portant sur 1’étude du repliement de la myoglobine
par «spectroscopie par flux arrété » et par étude cinétique de la fluorescence de la
myoglobine sous différentes formes , ces variations peuvent aussi s’expliquer par le faite que
la dénaturation de la protéine et la perturbation des interactions heme/protéines entrainent une
augmentation de la distance entre Trp B37-héme, réduisant ainsi 1’énergie de transfert du Trp
a la molécule porphyrine et augmentant I’intensité d’émission du Trp [Crespin et al., 2005]. A
pH 3, 'exposition du tryptophane est tres importante. Ce phénomene confirme la dénaturation

de la protéine a ce pH. La spectrofluorimétrie montre que la conformation de la protéine varie
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tres faiblement entre le pH 5,5 et 6,8. Ce qui n’est pas le cas du pH 4,5 ou I’intensité de

fluorescence est beaucoup plus grande.

b- Etude structurale de I’hémoglobine par spectrophotométrie UV-

visible
Les études spectrophotométriques ont €té réalisées dans le domaine de I’UV-visible (200-700
nm) a différents pH (3, 4,5, 5,5 et 6,8). La concentration d’hémoglobine est de 3uM. La figure

17 montre 1’absorbance en fonction de la longueur d’onde de 200-700 nm.

41 ——pH3 ——pH45 —— pHS5,5  pHB8 ——-urée6M

Absorbance

550 60
Longueur d'onde (nm)

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

Longueur d'onde (nm)

Figure 17: Spectres d’absorption de 1’hémoglobine bovine (3uM) en milieu tampon acide
acétique/acétate de sodium 0,1M a différents pH (3 ; 4,5; 5,5 et 6,8). a) spectre de 200-700 ; b) de
450-700 nm

Ce balayage de spectre entre 200-700 nm, présente quatre domaines d’absorptions
spécifiques. Le premier domaine est celui de longueur d’onde comprise entre 200-250 nm ; il

présente un pic d’absorbance maximale situé a 215 nm. Ce pic correspond I’intensité

d’absorption des liaisons peptidiques. Le second domaine est celui de longueur d’onde
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comprise entre 250-300 nm, l’absorbance observée est représentative des acides aminés

aromatiques tels que le tryptophane (280 nm), la tyrosine (275 nm) et la phénylalanine (257
nm). Le troisieme domaine compris entre 350-450 nm (Bande de Soret), correspond a
I’absorption de ’héme situé a 405 nm, I’absorbance du pic a 405 nm est aussi indicatif d’une
variation au niveau de la structure quaternaire de 1’hémoglobine (Zhu et al., 2002 ; Brian et
al., 2007). Enfin, le dernier domaine situé entre 450-700 nm, contient des pics caractéristiques

de I’état d’oxydation de la molécule protéique et de la forme d’hémoglobine en présence.

Dans le cas de I’hémoglobine a pH 3, une diminution de I’absorbance des liaisons peptiques
ainsi qu’une augmentation de celle des composés aromatiques sont observées. Les deux
premiers domaines ne présentent pas de différences significatives dans les cas de
I’hémoglobine dénaturée et de I’hémoglobine native a pH 6,8, 5,5 et 4,5. Par contre, dans le
quatrieme domaine, c'est-a-dire de 350-450 nm, une forte diminution de 1’absorbance de
I’heme est observée a pH 3 avec un décalage de la longueur d’onde d’absorbance (compris
entre 356-386 nm), tandis que cette valeur varie tres faiblement pour des pH supérieurs ou
égaux a 4,5. Cette diminution est due a la précipitation de ’héme a ce pH suite a la formation
d’agrégats induite par les interactions heme-héme. Cet effet est faiblement observé dans le cas
de la dénaturation de 1’hémoglobine par I'urée. Comparativement au cas de 1’hémoglobine
dénaturée, les variations observées dans le cas de I’hémoglobine a pH 3, sont plus

importantes. A faible pH, la structure originale de la protéine disparait.

L’hémoglobine utilisée au cours de ces expériences est un produit commercial, composée de
méthémoglobine et d’une part d’oxyhémoglobine. Les analyses spectrophotométriques au
sein du domaine 450-700 nm permettent de confirmer et de définir I’état d’oxydation de la
protéine en fonction de la variation de pH. L’hémoglobine sous forme oxydée présente deux
pics caractéristiques, 1’un situé a 540 nm, ’autre a 575 nm. Par contre, dans le cas de la
méthémoglobine (Brian et al., 2007), une diminution progressive du pic a 575 nm et une
augmentation de celui a 630 sont observées (Antonini et Brunori, 1971), additionné a une
présence d’absorption a 500 nm. Des variations a ces longueurs d’onde sont la preuve d’une
variation de la structure tertiaire ou quaternaire de 1I’hémoglobine. Dans cette région,
I’hémoglobine a pH 6,8 présente tous les pics caractéristiques des deux formes (oxy et
méthémoglobine) d’oxydation de 1’hémoglobine. Toutefois, lorsque le pH diminue, les
spectres résultants de cette diminution favorisent 1’apparition plus marquée d’un profil

caractéristique de la méthémoglobine.
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c- Etude structurale de I’hémoglobine par le dichroisme circulaire
Le dichroisme circulaire de 1’hémoglobine a été effectué de 187-250 nm pour I’analyse des
structures secondaires (Kelly et al., 2005 ; Greenfield, 1996), de 250-340 nm (De Laureto et
al., 2002 ; Greenfield, 1996) pour les structures tertiaires, et de 340-640 nm (Boffi et al.,
1997), pour I’analyse des états d’oxydation de I’hémoglobine en absence de solvants, ou en
présence d’urée (6 M) ou avec des concentrations variables en TFE (10, 20, 30 et 50 % (v/v)).
Des concentrations de 3uM et de 18,20 pM on été utilisées respectivement pour des
détections de 187-250 nm et de 250-640 nm. L’étude des structures secondaires de
I’hémoglobine bovine a été réalisée par dichroisme circulaire, avec 3 uM de protéine native,
en milieu tampon acide acétique/acétate de sodium 0,1 M, a différents pH (3 ; 4,5 ; 5,5 et 6,8).
Deux témoins sont utilisés pour interpréter nos résultats : I’hémoglobine native a son pHi (pH
6,8) et I’hémoglobine dénaturée par I'urée 6M. La figure 18 représente les spectres de

I’éllipcité molaire en fonction de la longueur d’onde ainsi que le pourcentage d’hélices en

fonction du pH.
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Figure 18 : Spectres de dichroisme circulaire de I’hémoglobine bovine de 200-250 nm en
milieu tampon acide acétique/acétate de sodium 0,1M a différents pH (3 ;4,5 ;5,5et 6,8) et a

I’état dénaturée (urée 6M).

Estelle Y. ADJE

© 2011 Tous droits réservés. http://dOC.UHiV-|i||e1 fr



Thése d'Estelle Yaba Adje, Lille 1, 2010

Résultats et discussion

D’apres la figure 18, I’éllipcité molaire [0] augmente avec la diminution du pH. Cette

augmentation est tres faible de pH 4,5 a pH 6,8. Par contre, a pH 3, le spectre obtenu differe
fortement de ceux obtenus dans les autres pH. Ce qui montre qu’une grande variation
structurale se produit lorsque I’hémoglobine est a ce pH. La structure secondaire de
I’hémoglobine bovine ne varie que trés peu de pH 6,8 a pH 4,5. Ce changement est tres

significatif seulement a pH 3 et en présence d’urée 6M.

En effet, ’hémoglobine bovine perd une grande partie de ses structures secondaires a pH 3 (il
ne reste que 25 % d’hélices a) comme en présence d’urée 6M (39% d’hélices restants). Ces
résultats confirment ceux obtenus par De Swati et Girigoswani en 2006, qui, apres étude de
I’effet du pH (de pH 1,9-11,5) sur la structure de 1’hémoglobine, avaient démontré que pour
des pH inférieures a 3,5, une forte diminution du pourcentage d’hélice a ét€ observée (jusqu’a
14% a pH 1,9). A pH 3, I’hémoglobine est sous forme dénaturée car la protéine est a un pH
tres éloignée de son pHi (pH 6,8), le tétramere d’hémoglobine est compleétement dénaturé.
Cette dénaturation expliquerait la perte d’une grande partie des structures secondaires. Pour
les autres pH analysés (4,5 ; 5,5 et 6,8) une perte négligeable est observée car 1’hémoglobine
est a I’état natif comme 1’ont montré les profils chromatographiques de 1’hémoglobine
dénaturée a ’'urée en comparaison avec ceux de I’hémoglobine native (Dubois et al., 2005,
Nedjar-Arroume et al., 2008). On obtient en pourcentage d’hélices alpha 95 % a pH 4,5 ; 98
% a pH 5,5 et 99 % a pH 6,8. L’ajout d’urée entraine une dénaturation de la protéine a la
concentration de 6M. Les structures secondaires de I’hémoglobine restent conservées a pH 5,5
et 4,5. Cependant une forte baisse du contenu en hélice est observée lors de la dénaturation

induite par I’ajout d’urée 6M et la baisse du pH a 3.

La figure 19 représente le spectre de 1’éllipcité molaire en fonction de la longueur d’onde dans

I’UV-proche et le visible.
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Figure 19 : Spectres de dichroisme circulaire de 1’hémoglobine bovine de 245-595 nm en

milieu tampon acide acétique/acétate de sodium 0,1M a différents pH (3 ;4,5 ;5,5et 6,8) et a
I’état dénaturée (urée 6M).

Les analyses de dichroisme circulaire effectuées de 245-295 nm, montrent qu’il y a
différentes variations de 1’éllipcité quelque soit le pH étudié :

- Une éllipcité molaire d’intensité positive élevée a environs 260 nm.

- Une éllipcité d’intensité variable située autour de 295 nm, considérée comme étant

indicatrice des transitions R-T (Perutz et al., 1974).

- Une éllipcité négative située autour de 367 nm, identifiée par Melki, 1972 au niveau de la

chaine béta, apres analyse séparée des chaines alpha et béta de ’hémoglobine.

- Une éllipcité molaire d’intensité positive élevée située au niveau de la bande Soret (surtout a
environs 417 nm). Cette bande Soret donnerait des informations sur I’interaction du

groupement prosthétique de I’héme avec les résidus aromatiques environnant (Hsu et Woody,

Estelle Y. ADJE

http://doc.univ-lille1.fr

© 2011 Tous droits réservés.



Thése d'Estelle Yaba Adje, Lille 1, 2010

Résultats et discussion [E[NEGE

1972). Aussi, d’apres les études réalisées par Melki en 1972, la chaine a présente un
maximum d’éllipcité a 415 nm, et la chaine f a 420 nm. Cependant 1’éllipcité de la chaine
alpha est plus importante que celle de la chaine béta ; n’ayant pas dissocié les deux chaines
lors de notre étude, nous pouvons dire que le maximum de 417 résulte de la contribution des

deux types de chaines.

Comparativement aux témoins, le spectre de dichroisme circulaire de I’hémoglobine a pH 6,8
coincide avec celui de ’hémoglobine bovine a pH 5,5, tandis que celui de 1’hémoglobine
dénaturée reste largement inférieur. Dans le cas de I’hémoglobine a pH 3, une tres forte
différence de spectre est observée par rapport au deux témoins. Une trés faible intensité de
I’éllipcité molaire a 260 nm est a noter, ainsi qu’un trés grand décalage et une plus faible

intensité de 1’éllipcité molaire dans la région de Soret.

Différents auteurs (Griffith et Kaltashov, 2003 ; Nagai et al., 2008 ; Hu et al., 2009)
expliquent ces variations structurales, par des changements au niveau du site de liaison de
I’oxygene qui conduisent a des modifications au niveau de la structure quaternaire. Cette
variation structurale peut aussi s’expliquer par la dissociation du tétramere dans le tampon
utilisé. En effet, lorsque le pH diminue, il ya répulsion électrostatique entre les acides aminés
cationiques qui prédominent a faible pH. Ce phénomene contribue a la dénaturation de la
protéine, a la dissociation du tétramere, et a la perte des structures secondaires présentes.
Griffith et Kaltashov (2003) ont démontré par des études de spectrométrie de masse en
ionisation électrospray (ESI) que cette dissociation conduit a la formation de sous-unités

monomériques fortement non repliées (Griffith et Kaltashov, 2003).

De méme Brian et Konerman (2007) ont confirmé cette dissociation par des études
spectrométriques de 1’hémoglobine a pH 2 et a pH 8. Cette dénaturation se traduit par la perte
de la quasi-totalité du pourcentage d’hélice comme le montre le diagramme comparatif (figure
3). La stabilité du tétramere de I’hémoglobine dépend des interactions polaires (par exemple,
liaisons hydrogenes) et des interactions hydrophobes (Giangiacomo et al., 2001). La
dissociation en fonction du pH de ’hémoglobine, est attribuée a la rupture ou a la formation
des liaisons hydrogenes suite a la protonation ou a la déprotonation d'un des résidus impliqués
dans la formation des liaisons ou des interactions (Giangiacomo et al., 2001). A pH acide (pH

3), on assiste donc a une tres forte rupture des interactions donc, a une forte déstabilisation du
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tétramere. Cette déstabilisation est plus importante que celle observée lors de I'utilisation de

[’urée.

Les études structurales réalisées par le dichroisme circulaire, la spectrofluorimétrie et par la
spectrophotométrie montrent que la conformation de I’hémoglobine varie en fonction du pH.
Cette variation est plus significative a pH 3 qu’a pH 4,5 et 5,5 comparativement au pHi (pH
6,8). Cependant, a pH 5,5, I’hémoglobine présente une conformation plus proche que celle a
pH 6,8. Afin d’hydrolyser la protéine a I’état natif, il faudrait choisir le pH auquel
I’hémoglobine garde la conformation la plus proche de celle a son pHi et qui n’entraine pas

une inhibition de 1’activité de la pepsine. Le pH 5,5 s’avere étre un pH d’étude idéal.
I.2- Hydrolyse pepsique de I’hémoglobine bovine a pH 5,5

L’hydrolyse de ’hémoglobine bovine (1%) par la pepsine a été réalisée en condition native et
en condition dénaturante (en présence d’urée 6 M) en milieu tampon acide acétique /acétate
de sodium 0,1 M et a pH 5,5 et a 23°C. La réaction d’hydrolyse est arrétée a différents temps
d’hydrolyse par ajout de tampon borax 0,32 M, pH 12,5. Les hydrolysats sont ensuite
analysés par CLHP apres différents temps d’hydrolyse. Les figures 20 et 21 représentent
respectivement les profils chromatographiques d’hydrolysats pepsique de 1’hémoglobine a

I’état natif et 1’état dénaturé a pH 5,5.
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Figure 20 : Profils chromatographiques (a) et (b) de la cinétique d’hydrolyse
pepsique de I’hémoglobine bovine native 1% (p/v) a pH 5,5 et a 23°C
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Figure 21 : Profils chromatographiques (a) et (b) de la cinétique d’hydrolyse pepsique
de I’hémoglobine bovine dénaturée 1% (p/v) par I’'urée 6M a pH 5.5 et a 23°C.
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Comme le montre la figure 20, au cours de I’hydrolyse en condition native, les premiers

peptides apparaissent des le début de 1’hydrolyse (1min). Ces mémes peptides demeurent
durant toute I’hydrolyse mais seule la concentration de ces peptides augmente il s’agit d’un
mécanisme d’hydrolyse de type «one by one », de plus les chaines (o et B) du tétramere
demeurent durant 1’hydrolyse. Comme décrit par Linderstrom-Lang en 1953, I’hydrolyse des
protéines a I’état natif se fait suivant un mécanisme de type « one by one » (Linderstrom-Lang
, 1953). L’hydrolyse de I’hémoglobine bovine réalisée par plusieurs auteurs a pH 4,5, en
condition native suit ce méme mécanisme (Froidevaux et al., 2001 ; Dubois et al., 2005 ;
Nedjar-Arroume et al., 2006). En effet en condition native a pH 5,5 la molécule protéique a
une conformation tres proche de celle a pH 6,8. Dans cette conformation structurale de
I’hémoglobine, ’accessibilité de 1’enzyme demeure faible. L’enzyme hydrolyse donc une
mole d’hémoglobine a la fois ce qui conduit a la production de peptides finaux de petites

tailles.

Par contre en présence d’urée (figure 21), en condition dénaturante, dés le début de
I’hydrolyse, apparaissent des peptides intermédiaires de taille plus grande, qui sont ensuite
hydrolysés en peptides finaux de plus petites tailles de maniere progressive au cours du
temps. Il s’agit d’'un mécanisme « zipper » (Linderstrom-Lang, 1953). De plus les chaines a et
B du tétramere sont tout de suite entierement hydrolysées par la pepsine ; la dissociation du
tétramere d’hémoglobine en deux hétérodimeres, favorisant 1’accessibilité de I’enzyme pour
son substrat (hémoglobine). Les mémes résultats ont précédemment €té obtenus par plusieurs
auteurs mais a un pH d’étude de 4,5, permettant ainsi I’obtention de peptides actifs
(Froidevaux et al., 2001 ; Choisnard et al., 2002 ; Dubois et al., 2005 ; Nedjar-Arroume ef al.,

2008). Le mécanisme « zipper » est aussi confirmé a pH 5,5 en présence d’urée 6M.
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II- Hydrolyse de pepsique de I’hémoglobine en milieu hydroalcoolique
Les résultats de I’hydrolyse pepsique de I’hémoglobine bovine montrent qu’en milieu
purement aqueux, avec ou sans agent dénaturant, les mécanismes mis en jeu sont soit de type
«one by one », soit de type « zipper ». L’obtention de tels mécanismes étant aussi en relation
avec la structure protéique, c’est surtout 1’action des solvants organiques structurants qui a été
retenue. L’utilisation de solvants structurants pourrait permettre d’une part, de modifier la
conformation de I’hémoglobine (modification des structures tertiaires et quaternaires) sans
entrainer une modification des structures secondaires. D’autre part, 1’ajout de solvants
organiques pourrait favoriser la conservation des structures en hélices alpha des peptides
formés (compte tenu de la forte proportion en hélices de 1’hémoglobine), 1’obtention de
peptides hydrophobes, mais aussi la stabilisation des peptides formés. Afin d’obtenir toutes
ses caractéristiques dans un seul hydrolysat avec une faible population peptidique, le choix de

I’hydrolysat intéressant tiendra compte de 1’analyse chromatographique effectuée.
I1.1- Hydrolyse pepsique de I’hémoglobine bovine en présence de TFE

De nombreux d’auteurs (Buck et al., 1993 et 1995 ; Buck, 1998 ; Roccatano et al.,
2002 ; Povey et al., 2007) ont largement décrit le TFE comme un solvant possédant la
capacité de conserver et méme d’induire la formation de structures secondaires tout en
perturbant les structures tertiaires et quaternaires. Compte tenu de ces propriétés, le TFE a été
utilis€ pas seulement comme cosolvant permettant d’induire les variations structurales
précitées comme ce fiit le cas jusqu’aujourd’hui, mais en plus, ce solvant va €tre introduit
dans un procédé d’hydrolyse afin de favoriser la production des peptides actifs, hydrophobes
et structurés. L’analyse de I’effet de ce solvant sur la stabilité de ’activité de la pepsine

constitue la premiere étape.
Etude de la stabilité de I’activité de la pepsine en présence de TFE :

Afin d’évaluer la stabilité de I’activité pepsique en présence de TFE, I’enzyme (0,1 g/l) a
préalablement été incubée durant 20min, lh et 24h a 23°C, en milieu tampon acide
acétique/acétate de sodium 0,1 M, pH 5,5 contenant 0%, 10%, 20% 30% ou 50% de TFE.
Apres incubation, 200 pl de chaque solution ont ensuite été retirées puis introduites dans un
milieu réactionnel (qsp 1,2 ml) contenant 3,3g/l d’hémoglobine en milieu tampon acide

acétique/acétate de sodium 0,1 M, pH 2. La réaction est stoppée apres Smin par ajout de 2ml
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de TCA 5%. Le pourcentage d’activité est déterminé par lecture spectrophotométrique a 280

nm, en considérant que cette activité est de 100% en absence de solvant.

La figure 22, met en évidence le pourcentage d’activité résiduelle de I’enzyme en fonction du

milieu d’incubation a des temps variables.
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Figure 22 : Etude de la stabilité de I’activité enzymatique de la pepsine en absence et en

présence de concentrations variables de TFE (10, 20, 30 et 50%).

Les résultats de 1’analyse de I’activité résiduelle montre que la pepsine reste fortement active
seulement en présence de 10% de TFE, cela peut importe le temps d’incubation, ce qui n’est
pas le cas en présence de concentrations supérieures a 10%. A partir de 24h d’incubation, une
tres faible activité résiduelle a cependant été décelée. L’activité catalytique d’une enzyme en
milieu aqueux est influencée par un grand nombre de facteurs: I'intégrité structurale et
dynamique de I’enzyme, la diminution de la mobilité conformationnelle de la structure
protéique, le changement de la polarité du microenvironnement de I’enzyme et la perte des
résidus d’eau a la surface de la protéine (Simon ef al., 2007). Au niveau des protéines
aspartiques comme la pepsine, 17 molécules d’eau ont été identifiées comme étant impliquées
dans le maintient de la géométrie du site actif responsable de la fonction catalytique et dans la
stabilité de I’enzyme. Ces résultats pourraient suggérer que de fortes concentrations de TFE
sont a I’origine de la déstabilisation des interactions entre les molécules d’eau et I’enzyme,

entrainant ainsi des modifications structurales et donc la perte de I’activité.
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En effet, la fonction d’une protéine est li€e a sa structure tertiaire, et a sa conformation

(Voet 2007b, Simon et al., 2007). Afin de suivre ’activité pepsique, une étude de structure de
la pepsine a été effectuée par la spectrofluorimétrie et par la spectrophotométrie en présence
de concentrations variables de TFE (10, 20, 30 et 50% (v/v)) en milieu tampon acide acétique/

acétate de sodium pH 5,5.

Les études spectrofluorimétriques sont effectuées a une longueur d’onde d’excitation de 290
nm et I'intensité d’émission est enregistrée de (300-450 nm). La figure 23 montre I’intensité

de la fluorescence de la pepsine en fonction de la longueur d’onde.
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Figure 23 : Spectre de fluorescence de la pepsine en présence de TFE a concentrations

variables

Les spectres de fluorescence en absence et en présence de 10% de TFE sont quasi identiques
avec une intensité maximale d’émission (Am) située a 348,5 nm. Cependant, de 20-50%
I’intensité de fluorescence varie fortement en fonction de la concentration en TFE. Cette
intensité diminue avec I’augmentation de la concentration en TFE, avec un léger décalage du
maximum d’émission vers des longueurs d’onde plus faibles comprises entre 335-340 nm. La
valeur de Am est caractéristique des tryptophanes situés en surface de la protéine dans un
environnement fortement polaire. La diminution linéaire de I'intensité de fluorescence en

fonction de la concentration de TFE ne fait que refléter I’influence directe de la polarité du
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milieu environnant sur les chromophores exposés a la surface de la protéine. Les résultats
obtenus permettent de dire que la conformation de la pepsine varie de maniere peu
significative en présence de 10% de TFE. Elle conserverait donc sa structure d’origine a cette
concentration en TFE. Lorsque la concentration dépasse 10%, une variation plus significative
est a noter. Ces résultats confirment les observations faites dans le cas de 1’hémoglobine
bovine.

L’étude spectrophotométrique de la pepsine a été effectuée en milieu tampon acide
acétique/acétate de sodium 0,1IM pH 5,5 avec une concentration de 3 uM. L’intensité
d’absorption est suivie de 200-500 nm. La figure 24 montre I’intensité d’absorption de la

pepsine en fonction de la longueur d’onde.
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Figure 24: Spectre d’absorbance de la pepsine en présence de TFE a concentrations variables

(10, 20,30 et 50 % v/v)

Une faible variation de I’intensité d’absorbance de la pepsine est observée. Cependant, la
longueur d’onde maximale (environ a 222 nm) subit un tres faible 1éger décalage (de 222,2-
222,6 nm) en présence de solvant. Cette longueur d’onde est caractéristique des liaisons
peptidiques. Pour des concentrations de TFE plus faibles (10 et 20%) I’intensité d’absorption
est légerement inférieure a celle de la pepsine sans solvant pH 5,5 (témoin). Par contre pour
des concentrations plus fortes, cette intensité demeure supérieure a celle du témoin. Une
deuxieme intensité d’absorption plus faible, située entre 270-280 nm est aussi présente sur le

spectre. Elle représente 1'intensité d’absorption des acides aminés aromatiques. A ce niveau
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aucune différence significative n’existe entre la pepsine témoin et la pepsine en présence de

concentrations différentes en solvant.

Les analyses spectroscopiques effectuées (spectrofluorimétrie et spectrophotométrie)
montrent que 1’effet du TFE est décelable au niveau de la spectrofluorimétrie ou seule la
concentration de 10%, n’entraine pas de différence spectrale par rapport au témoin (sans

solvant : 0%).

Ces analyses permettent de prédire 1’activité de la pepsine aux différentes concentrations de
TFE. En effet I’activité de ’enzyme étant directement liée a sa structure tertiaire, ces résultats
prédisent que la pepsine restera stable en présence de 10% de TFE tandis qu’en présence de

20%, 30% et 50% de TFE I’enzyme pourrait perdre son activité.
I1.2- Etude comparative des hydrolysats en absence et en présence de TFE

Une étude cinétique de 1’hémoglobine bovine a été réalisée en présence de TFE 10%
(v/v) en milieu tampon acide acétique /acétate de sodium 0,1M pH 5,5 pendant 24h. Les
hydrolysats issus ont été centrifugés a 4000 trs/min pendant 15 min, puis une analyse
chromatographique a ensuite été effectuée. La figure 25 représente les résultats
chromatographiques des hydrolysats obtenus apreés 5 min, 10 min, 25 min, 1h, 2h, 3h et 24h
des hydrolysats obtenus en présence de 10% (v/v) de TFE .
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Figure 25: Profils chromatographiques (a) et (b) de la cinétique d’hydrolyse
pepsique de I’hémoglobine bovine en présence de 10% de TFE (v/v) a pH 5,5 et a
23°C.
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L’étude comparative de I’hydrolyse de I’hémoglobine native a pH 5,5 (figure 20) et de
I’hémoglobine en présence de 10 % de TFE, montre que dans le cas de 10 % de TFE les pics
représentatifs de I’heme et de la chaine béta ont une intensité faible comparativement a celle
des pics de I’hémoglobine en absence de solvant. Cette faible intensité est due a la
précipitation observée lors de 1’ajout de TFE. Plus le temps d’hydrolyse est long plus la
précipitation (la formation d’agrégats) s’accentue. Alors qu’en présence de 50 % de TFE,
seulement une trés faible précipitation est observée. Ce phénomene est semblable a celui
préalablement observé par différent auteurs. En effet, comme il a précédemment été observé
dans le cas d’autres protéines telles que la protéine L, une protéine de grande taille localisée a
la surface du virus de I’hépatite B et qui interagit avec les récepteurs cellulaires hotes, le TFE
entrainait la formation d’agrégats dont la concentration augmentait avec le temps (Cellmer et
al., 20006). Dans le cas de a-chymotrypsine par exemple, I’ajout de faibles concentrations de
TFE (12,5-40 % (v/v)) entraine la formation d’un grand nombre d’agrégats; cependant, pour
des concentrations supérieures a 40%, il n’ya aucune formation d’agrégat (Rezhaei-Ghaleh et

al., 2008).

L’hémoglobine bovine est hydrolysée seulement en présence de TFE 10%. Cependant
I’intensité, donc la concentration de ces pics demeure tres faible. L’hydrolyse en présence de

10% de TFE commence des 1min et se poursuit jusqu’a 24h.

L’une des causes principales de ’effet du TFE sur I’hydrolyse serait I’effet du solvant sur
I’enzyme. Comme il a ét¢ démontré (Zhang et al, 2000), le TFE en présence de
concentrations supérieures a 10% est responsable de la perte d’activité de certaines enzymes
méme si les structures secondaires sont conservées. Ces résultats observés confirment les
prédictions faites apres analyse par fluorescence de la pepsine (paragraphe II-2), qui
montraient une forte variation de structure en présence de 20, 30 et 50% de TFE. En présence
de 10% de TFE, le spectre de fluorescence de la pepsine coincidait avec celui de la pepsine en

absence de solvant.

La présence de peptides intermédiaires et de la faible population peptidique confirme que
I’utilisation de solvants structurants pourrait permettre d’obtenir des peptides aux
caractéristiques intéressantes. Cependant [’utilisation d’autres solvants structurants pourrait
permettre d’améliorer 1’obtention de ces peptides compte tenu de leur trés faible

concentration.
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III-  Amélioration de I’obtention des peptides intermédiaires et hydrophobes

III.1- Hydrolyse pepsique de I’hémoglobine bovine en présence de

méthanol, d’éthanol, de propanol ou de butanol

L’amélioration de la concentration des peptides précédemment obtenus lors de I’emploi du
TFE, se fait par I'utilisation d’autres alcools tels que le méthanol, 1’éthanol, le propanol ou le
butanol. Afin de définir les concentrations idéales d’alcools qui favorisent I’obtention de
peptides intermédiaires, le méthanol, 1'éthanol, le propanol a 1, 10, 20, 30% (v/v) dont 40%
seulement dans le cas du méthanol ou le butanol a 1, 2,5, 5 et 10% (v / v) ont été utilisés au
cours de I’hydrolyse pepsique de I’hémoglobine, a pH 5,5 et a 23°C. Ces concentrations ont
été choisies d’une part, afin de réaliser I'hydrolyse en solution homogene (cas de I’emploi de
butanol a des concentrations inférieures a 10%). Et d’autre part, afin d'éviter un effet
inhibiteur de I’alcool vis a vis de la pepsine. En effet, en présence de certains alcools comme
I'éthanol, la pepsine est inhibée par des concentrations atteignant 40% (v/v). Une étude
cinétique (de Imin- 24h) de I’hydrolyse pepsique de I’hémoglobine bovine a donc été réalisée
en présence des alcools et aux concentrations précitées. Les hydrolysats obtenus sont ensuite
séparés par CLHP. Quelques résultats chromatographiques sont aussi présentés dans la figure
26. Cette figure 26 représente les profils chromatographiques des hydrolysats obtenus apres
un temps d’hydrolyse de 2,5 min en présence de ces alcools, I’hydrolysat de 1’hémoglobine
bovine en absence d’alcool servant d’échantillon témoin (control). Le récapitulatif des
résultats de 1’analyse chromatographique peut €tre illustrés par le tableau 10. Ce tableau met
en évidence la présence ou I’absence des peptides intermediaires pour tous les hydrolysats

réalisés en présence de concentrations variables des différents alcools.
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Figure 26 : Etude comparative des hydrolysats de 2,5 min en présence des alcools a
concentrations variables. La zone de présence des peptides intermédiaires est délimitée par

des traits discontinus.
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Tableau 10 : Localisation des peptides intermédiaires dans les hydrolysats pepsiques de

I’hémoglobine bovine en présence d’alcools. - : absence de peptide ; + présence d’une faible
concentration peptidique ; et ++ : présence d’une plus forte concentration peptidique dans le

temps d’hydrolyse considéré et selon la nature du solvant.

Peptides intermédiaires

Pourcentage
Alcools |utilisé (% v/v) |2,5 20 30 60 120 180 1444
1 - - - - - - -
10 - - - - - - -
20 - - - - - - -
30 - - - - - - -
Méthanol |40 ++ ++ ++ ++ ++ ++ -
1 - - - - - - -
10 - - - - - - -
20 - - - - - - -
Ethanol |30 ++ ++ ++ ++ ++ ++ -
1 - - - - - - -
10 - - - - - - -
20 s ++ s s ++ ++ -
Propanol |30 + + + + + + -
1 - - - - - - -
2,5 - - - - - - -
5 - - - - - - -
Butanol |10 ++ ++ ++ ++ ++ ++ -
L’illustration des résultats ainsi présentée montre que quelque soit le temps d’hydrolyse, des

peptides d’intéréts dont le temps de rétention est compris entre 35 et 40 min apparaissent en
concentration plus importante, selon chaque alcool, lors de I’utilisation de 40% de méthanol,
30% d’éthanol, 20% de propanol et de 10% de butanol, méme si de tres faible concentration
sont observées dans le cas de 30 % de propanol. Cette remarque est faite des le début de
I’hydrolyse. L’hydrolyse n’étant pas trop avancée, la probabilité d’obtenir un hydrolysat
moins complexe enrichi en peptides intermédiaires, avec une hydrophobie conséquente y est
plus importante. La figure 27 représente le récapitulatif des résultats d’analyse RP-CLHP de
I’hydrolyse de 2,5 min réalisée en présence de 40% de méthanol, 30% d’éthanol, 20% de
propanol ou de 10% de butanol. Ces concentrations ayant permis d’obtenir en concentration
intéressante les peptides d’intéréts (peptides avec un temps de rétention supérieur a 40

minutes précédemment obtenus a tres faible concentration en présence de 10% de TFE).
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Figure 27 : Récapitulatif des hydrolysats effectuée a un dégrée d’hydrolyse identique et faible

(DH= 1% correspondant a un temps d’hydrolyse de 2,5 min) en présence d’alcools.
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Les analyses chromatographiques montrent que quelque soit 1’alcool utilisé une hydrolyse de
la protéine en présence des alcools est observée. Cette hydrolyse se traduit par 1’apparition de
peptides dont la concentration dépend du pourcentage et du type d’alcool présent. L’allure des
chromatogrammes obtenus dans les hydrolysats en présence de solvants, est différente de
celle des graphes obtenus dans le cas du témoin (hydrolysat sans alcool). Dés les premiers
temps d’hydrolyse (2,5min), les premiers pics de peptides apparaissent a de 10% de butanol ;
ces mémes pics sont présents aussi a 20% de propanol puis a 30% d’éthanol et aussi a 40% de
méthanol, avec des concentrations variables. Il ya donc un effet complémentaire entre la
longueur de la chaine aliphatique et la concentration de 1’alcool sur le schéma d’hydrolyse
protéique. Plus la chaine hydrocarbonée est grande moins la concentration d’alcool nécessaire
pour I’obtention de ces profils chromatographiques est importante et vice-versa. Cependant
I’effet de tres faibles concentrations d’alcools sur la structure protéique ne peut étre exclue
effet dans le cas des concentrations tres faibles en butanol (2,5 et 5 %), pour ce méme degré
d’hydrolyse I’absence de ces peptides est aussi a noter. Cela pourrait étre dii au fait qu’a ces
faibles concentrations de butanol, I’hémoglobine garderait une conformation proche de 1’état
natif, impliquant ainsi un mécanisme d’hydrolyse ne permettant pas 1’obtention des peptides

identiques a ceux présents dans le cas de I'utilisation de 10% de butanol.

Pour un méme degré d’hydrolyse, la concentration de ces peptides est beaucoup plus
importante dans le cas de 'utilisation de 10% de butanol et plus faible lors de 1’utilisation de
40% de méthanol. Seul le suivi cinétique permettant de mettre en évidence le caractere
intermédiaire de ces peptides, la figure 28 représente, les profils chromatographiques des
hydrolysats pepsiques (2,5 min, 30 min, 4h et 24h) de I’hémoglobine bovine en milieu
contenant 40% de Méthanol, 30% d’éthanol, 20% de propanol ou de 10% de butanol.
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Figure 28 : Cinétique d’hydrolyse pepsique de I’hémoglobine bovine pH 5,5 a 23°C en présence de
méthanol 40% (a), d’éthanol 30% (b), de propanol 20% (c) ou de butanol 10% (d). Volume
d’injection=50ul
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Afin de mieux apprécier la similarité des profils chromatographiques un zoom (temps de
rétention de 10-40 minutes) est effectué pour les hydrolysats de 2,5 min (Figure 29a). La
figure 29b est un récapitulatif qui permet d’effectuer une étude comparative des hydrolysats

obtenus apres 24h d’hydrolyse en présence des alcools aux concentrations choisies.
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bovine pH 5,5 4 23°C en absence ou en présence de solvant.
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Pour de faibles degrés d’hydrolyse, une population peptidique moins dispersée est observée.

La grande majorité de ces peptides, sont des peptides hydrophobes et surtout intermédiaires.

En effet, la cinétique d’hydrolyse ainsi présentée (Figure 28), montre que ces peptides plus
hydrophobes, présents ici aprés un temps de rétention supérieur a 35 minutes, sont des
peptides intermédiaires car ils sont présents en début d’hydrolyse avec des intensités
d’absorption a 215 élevées puis, disparaissent apres 24h d’hydrolyse. Ceux-ci laissent place a

des peptides finaux beaucoup moins hydrophobes.

Cette cinétique d’hydrolyse montre aussi qu’en plus de voir apparaitre ces peptides
intermédiaires, au cours de 1’hydrolyse (phénomene caractéristique du mécanisme zipper) une
hydrolyse progressive des chaines alpha et béta est aussi observée (phénomene caractéristique
du mécanisme d’hydrolyse «one by one»). Il s’agirait ici d’un nouveau mécanisme
d’hydrolyse de I’hémoglobine par la pepsine combinant les caractéristiques des mécanismes

d’hydrolyse de I’hémoglobine native et de celle dénaturée.

Une similitude des profils chromatographiques est observée entre les hydrolysats
d’hémoglobine en présence de ces solvants a faible dégrée d’hydrolyse (figure 29a) ou seule
la concentration des peptides obtenus varie d’une part et d’autre part entre ces hydrolysats et

ceux réalisés en absence de solvant apres une hydrolyse de 24h (figure 29b).

Au début de I’hydrolyse, pour un degré d’hydrolyse identique les plus fortes concentrations
peptidiques sont observées lors de I'utilisation de 10% de butanol et les plus faibles, lors de
’utilisation de 40% de méthanol. Le mécanisme d’hydrolyse mis en jeu dans le cas de ces
hydrolyses reste le méme. Toutefois, seule 1’identification des peptides par spectrométrie de

masse permettra de confirmer la similarité des peptides obtenus.

L’hydrolyse de 1’hémoglobine bovine en présence de 40% méthanol, 30% éthanol, 20%
propanol ou de 10% butanol, se poursuit jusque 24h. Cela montre que la pepsine reste active,
contrairement a ce qui €tait précédemment observé lors de I'utilisation de concentrations de

TFE supérieures a 10%.
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II1.2- Stabilité de Dactivité pepsique en présence des alcools aux

concentrations choisies

Ces analyses ont été menées en suivant le méme protocole que celui précédemment décrit lors
de I’analyse avec les concentrations variables de TFE (paragraphe II-1-a), les différents temps
d’incubation étudiés sont de 20 min, lh, 2h, 19h et 24h. La figure 30 décrit la variation de

I’activité résiduelle de la pepsine en fonction des différents alcools.

120
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Figure 30 : Etude de la stabilité de I’activité enzymatique de la pepsine en absence et en

présence de concentrations variables de méthanol, d’éthanol, de propanol ou de butanol

A ces concentrations d’alcool, I’activité résiduelle de la pepsine est approximativement égale
a 100%, cela méme apres 24h d’incubation. L’enzyme conserve son activité en présence de
40% de méthanol, 30% d’éthanol, 20% de propanol ou de 10% de butanol. Cette stabilité

d’activité pourrait étre expliquée par une conservation structurale de I’enzyme en présence de

ces alcools.

Afin de vérifier 1’état structural de I’enzyme en présence des alcools, donc de voir I’influence
des alcools sur I’activité de I’enzyme, 1’étude spectrale de la pepsine a été réalisée par UV-

visible et par fluorescence en présence de 40% de méthanol, 30% d’éthanol, 20% de propanol

ou de 10% de butanol.

Les analyses spectrophotométriques ont été réalisées de 200-800 nm avec 11,2 uM de

concentration pepsique en milieu tampon acide acétique/acétate de sodium pH 5,5 avec ou
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sans solvant. Cette concentration est la méme que celle utilisée lors de 1’hydrolyse de
I’hémoglobine. La figure 31 présente I’intensité d’absorption de la pepsine en fonction de la

longueur d’onde.
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Figure 31 : Spectres d’absorption de la pepsine de porc (17uM) en milieu tampon acide

acétique/acétate de sodium 0,1M en présence d’alcools

En absence ou en présence des alcools précités, le balayage de spectre ne montre aucune
différence d’intensité d’absorption. Aucun décalage du maximum d’absorption n’est observé
quelque soit 1’alcool utilisé. Aucune précipitation n’est aussi observée. L.’enzyme reste donc
intacte en présence des solvants précités.

L’étude de la fluorescence a été effectuée avec une longueur d’onde d’excitation de 290 nm et
I’émission est enregistrée de 300-500 nm. La figure 32 représente 1’intensité de fluorescence

en fonction de la longueur d’onde
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Figure 32 : Spectre de fluorescence de la pepsine (11,2 uM) a pH 5,5 en présence ou en
absence d’alcool.
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Le spectre de fluorescence de la pepsine montre une intensité d’émission maximale (Am)
située entre 340 et 355 nm. Bien qu’une tres faible baisse de cette intensité soit observée dans
le cas de 30% d’éthanol, ainsi qu’une légere augmentation dans le cas de 10% de butanol, les

spectres de fluorescence sont quasi identiques en présence des alcools choisis.

Ces similitudes structurales pourraient expliquer la conservation et la poursuite de I’activité

enzymatique méme en présence de ces solvants.
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CONCLUSION :

Nous avons pu montrer dans ce chapitre que 'utilisation d’un pH 5,5 permet de maintenir
I’hémoglobine dans sa conformation la plus proche possible de I'état natif. De plus,
I’hydrolyse pepsique de I’hémoglobine en milieu aqueux a ce pH, permet de mettre en
évidence le mécanisme d’hydrolyse de type «one by one ». Ce mécanisme a aboutit a la
production d’une population peptidique, moins hydrophobe avec de tres faibles
concentrations. Cela, lorsqu’aucun agent dénaturant n’est utilisé. Tandis qu’en présence
d’agent dénaturant tel que 1’urée, cette hydrolyse s’effectue selon un mécanisme de type
« zipper », aboutissant ainsi a une trés forte population peptidique de nature variable.
L’utilisation de solvant structurant, tels que certains alcools dont le TFE (10%), le méthanol
(40%), 1I’éthanol (30%), le propanol (20%) ou le butanol (10%), permet d’effectuer un autre
mécanisme d’hydrolyse. Ce nouveau mécanisme d’hydrolyse pepsique de 1’hémoglobine,
combine les caractéristiques des mécanismes « zipper » (par la formation de peptides
intermédiaires) et « one by one » (par I’hydrolyse progressive des chaines). Ce mécanisme a
favorisé 1’obtention d’une population peptidique moins dispersée et de concentration

significative. Pour un degré d’hydrolyse faible (DH=1%), la plupart des peptides obtenus sont

des peptides intermédiaires et de nature hydrophobe.

L’utilisation de 10% de TFE a démontré la faisabilité de la mise en place d’un systeéme

hydroalcoolique pour générer des peptides intermédiaires.

Toutefois, méme si les concentrations peptidiques obtenues en présence de 10% de TFE sont
faibles, 1’utilisation de méthanol, d’éthanol, de propanol ou de butanol aux concentrations
précitées, permet d’améliorer la production de ces peptides. La meilleure concentration de
peptides est obtenue lors de 1’utilisation de 10% de butanol. Dans ces conditions d’hydrolyse,

I’activité enzymatique demeure stable et une cinétique d’hydrolyse peut étre effectuée.
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Chapitre 2

Effets des mélanges hydro-alcooliques sur la structure de I’hémoglobine bovine et

sur Uhydrolyse pepsique.
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Nous avons étudié dans le chapitre précédent, I’hydrolyse de I’hémoglobine en milieu aqueux
et en milieu hydroalcoolique. Ces deux hydrolyses ont donc abouti a des populations
peptidiques différentes compte tenu des profils chromatographiques obtenus. Les mécanismes
mis en jeu en milieu alcoolique différent de ceux obtenus en milieu aqueux a I’état natif et a
I’état dénaturé de I’hémoglobine. Les résultats obtenus lors de 1’utilisation de 40% de
méthanol, 30% d’éthanol, 20% de propanol ou de 10% de butanol sont similaires a ceux

obtenus lors de I’utilisation de 10% de TFE, seule la concentration peptidique change.

Afin de comprendre les phénomenes ayant permis la réalisation des mécanismes d’hydrolyse
obtenus en milieu hydroalcoolique et de justifier la similarité des résultats en présence de 40%
de méthanol, 30% d’éthanol, 20% de propanol ou de 10% de butanol, I’étude structurale de

I’effet de ces solvants sur la conformation de I’hémoglobine a donc été effectuée.

L’effet du méthanol, de 1’éthanol, du propanol et du butanol a concentration respectivement
de 40, 30, 20 et 10%, et du TFE 10% sur la structure de I’hémoglobine bovine a été réalisé
par spectrofluorimétrie, par spectrophotométrie UV-visible et par Dichroisme Circulaire

(DO).

Afin d’interpréter les variations structurales observées lors de 1’ajout de ces solvants, les
études comparatives sont effectuées en considérant deux témoins : I’hémoglobine sans solvant
a pH 5,5 (hémoglobine native) et 1’hémoglobine a pH 5,5 en présence d’urée 6M

(hémoglobine dénaturée).
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I- Etude des variations structurales de I’hémoglobine par spectrofluorimétrie
La mesure de la fluorescence a été réalisée a une longueur d’onde d’excitation de 290 nm.
L’émission de la fluorescence est enregistrée de 300-550 nm. L’analyse a été réalisée avec 3
uM d’échantillon. La figure 33 représente I’intensité de fluorescence en fonction de la

longueur d’onde

0% Méthanol 40% Ethanol 30%
a)

Propanol 20% Butanol 10%  --------- Urea 6M TFE 10%

180

50 -

160 - i

M constante dielectrique

Intensité de fluorescence

300 350 400 450 500 550
LONGUEUR D'ONDE (nm)

Figure 33: Spectre de fluorescence de 1’hémoglobine bovine (3uM) a pH 5,5 en absence de
solvants (0%), en présence d’urée 6M et en présence de 40% de méthanol, 30% d’éthanol,
20% de propanol ou de 10% de butanol (v/v) (a) et graphique des constantes diélectriques des

milieux d’étude (b).

La fluorescence des protéines est un indicateur trés sensible du microenvironnement des
résidus Trp (Hirsh et Nagel, 1981). Ainsi, I’évaluation de I’exposition du tryptophane et de
ses environs permet de mettre en évidence la variation structurale des chaines protéiques.
L’intensité d’émission entre 300-400 nm augmente avec 1’ajout de solvants. La longueur
d’onde d’émission maximale est située a 330 nm en absence et en présence d’alcool et a 334
nm en présence d’urée. Les intensités les plus élevées sont observées lorsque 1’hémoglobine
est a I’état dénaturé et lorsqu’elle est en présence de 10% de TFE, la plus faible intensité étant

observée dans le cas de I'utilisation de 40% de méthanol. L’étude comparative de 1’effet du
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méthanol, de 1’éthanol, du propanol et du butanol sur la fluorescence de I’hémoglobine
(Figure 33 a), montre qu’a 330 nm, I’intensité est plus élevée dans le cas de I’utilisation de
10% de butanol puis de 20% de propanol, mais beaucoup plus faible lors de 1’utilisation de
30% d’éthanol et encore plus faible lors de 1’ajout de 40% de méthanol. Le spectre de
fluorescence du tryptophane de I’hémoglobine en présence de solvants est compris entre celui
de I’hémoglobine a I’état dénaturé et de I’hémoglobine a I’état natif, dans le cas du butanol,
du propanol et de I’éthanol; ce spectre, dans le cas de ’hémoglobine en présence de méthanol
est inférieur a celui de I’hémoglobine a 1’état natif. Les concentrations d’alcools choisies
entrainent donc une augmentation de 'intensité d’émission du tryptophane, sauf dans le cas

de I’emploi de 40% de méthanol ol une diminution de cette intensité est observée.

L’exposition du tryptophane Trp 37 est beaucoup plus importante en présence de 10% de
TFE ou cette exposition est quasi similaire a celle effectuée lorsque la protéine est a I’état
natif, importante lors de I'utilisation de 20% de propanol et de 10% de butanol puisque
I’intensité d’émission est beaucoup plus grande que celle obtenue dans le cas de la protéine
native. Dans ces deux précédents cas, la structure protéique s’éloigne de celle native et se

rapproche de celle a I’état dénaturé.

Toute fois, Dalgalarrondo et al., (1993), soutenaient que 1’effet des solvants dépend surtout de
la nature de la protéine. Ces résultats obtenus soutiennent donc cette assertion puis que dans
le cas de I’hémoglobine une forte augmentation de I’intensité de fluorescence a été observée
lors de I’ajout de butanol 10% et de propanol 20%, alors que dans celui de la pepsine une tres

faible variation était observée lors de I’ajout de ces deux solvants.

De méme, Povey et al., (2007) ont montré, apres €tude de la fluorescence du lysozyme en
présence de 0-50% TFE, que I’intensité de fluorescence du tryptophane est élevée de 0-20%
de TFE comparativement a 30-50% de TFE ou cette intensité diminue considérablement.
Cependant cette variation ne se fait pas de fagon systématique et dépend de la protéine en
présence. Dans le cas de la phosphatase alcaline par exemple (Zhang et al., 2000), I’intensité
de la fluorescence du Trp est faible de 0-20% puis augmente de 26-70% avec I’augmentation

de la concentration de TFE.

L’analyse des constantes diélectriques (Figure 33 b) des solvants utilis€és montre une tres
faible variation de cette constante (en moyenne de 3 F.m™) entre I’éthanol, le propanol, le

butanol et le TFE, tandis qu’une différence d’environs 16 F.m™ existe entre ces alcools et le
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méthanol. Toutefois cette différence demeure peut significative en comparaison avec celle de
I’eau. La variation de cette constante n’est donc pas proportionnelle a 1’effet observé. Ce qui
confirme que la variation structurale des protéines ne se fait pas de facon systématique en

présence des alcools, mais dépend surtout de la protéine en présence.

II- Etudes structurales de I’hémoglobine par spectrophotométrie UV-Visible
Les études spectrophotométriques ont été réalisées dans I’UV-Visible entre 200 et 700 nm,
avec une concentration d’hémoglobine de 3 puM. La figure 34 représente I’intensité

d’absorption de I’hémoglobine bovine en fonction de la longueur d’onde.

Butanol 10% - === urea 6M TFE 10%

0% Mét . ithanol 30%
' Méthanol 40% ane

Propanol 20%

3,5 A

Absorbance

Longueur d'onde (nm)

Figure 34 : Spectre d’absorbance UV-Visible de I’hémoglobine bovine (3uM) a pH 5,5 en
absence de solvants (0%), en présence d’urée 6M et en présence de 40% de méthanol, 30%

d’éthanol, 20% de propanol ou de 10% de butanol (v/v)

Les quatre domaines de variation précédemment décrits (paragraphe I.2) sont observés; il
s’agit de I’UV lointain (200-250nm), UV proche (250-300), Bande de Soret (360-460 nm) et
la bande Q (500-700 nm).

Entre 200-250 nm, les spectres de 1’hémoglobine en présence des alcools coincident avec
ceux des deux témoins, méme si une légere différence est observée dans le cas de

I’hémoglobine dénaturée. Les concentrations de départ étant les mémes, I’absorbance des
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liaisons peptidiques (215 nm) reste donc d’intensité égale. Des différences significatives sont
effectuées entre 360-460 nm et entre 500-600 nm. En effet les analyses de 1’absorption au
niveau de la bande de Soret et de la bande Q refleétent un changement au niveau de 1’état
d’oxydation de I’heéme (Zhu et al., 2002 ; Brian et Konerman, 2007), donc une variation des

structures tertiaires et quaternaires de I'hémoglobine.

Le spectre d’absorption de 1’hémoglobine native coincide avec celui de I’hémoglobine en
présence de 40% de méthanol et de 30% d’éthanol quelque soit la longueur d’onde. Par contre
en présence de butanol, de propanol et de TFE, une forte différence est observée par rapport a

I’hémoglobine a I’état natif.

De 360-460 nm, en présence de 10 % de TFE, la longueur d’onde d’absorption maximale de
I’hémoglobine native et de I’hémoglobine dénaturée, située a 405 nm dans le cas de ces deux
témoins, est décalée a 410 nm. A cette longueur d’onde, I’absorbance est inférieure a celle du
témoin natif et d’intensité égale a celle du témoin dénaturé. Wang et al., (2009), attribuent ce
décalage, a une conversion de I’hémoglobine en hémichromes, apres étude de I’interaction de
I’hémoglobine avec un surfactant, la GDA (n-dodecylammonium o-glutamate). En effet
d’apres ces auteurs, dans le processus d’interaction de ce surfactant avec 1’hémoglobine, la
bande de Soret a 405 est décalée a 410 nm avec la présence d’un nouveau pic a 537 nm puis
I’augmentation de la concentration en GDA entraine un phénomene inverse. Cette variation
témoignerait d’'une dénaturation de 1’hémoglobine par 1’action du surfactant (Wang et al.,

2009).

Tandis qu’en présence de 10% de butanol et de 20% de propanol, 1’absorbance a 405 est
inférieure a celle de la protéine a I’état natif mais demeure supérieure a 1’absorbance de

I’hémoglobine dénaturée. Cette diminution d’absorbance est due a la précipitation de I’heme.

Entre 500-700 nm, des doublets de pics situés a 530/560 nm et 500/630 nm sont observées
selon la nature des alcools. En présence de 10% de TFE, 10% de butanol et de 20% de
propanol tous les spectres ont des longueurs d’onde d’absorption maximale identiques entre
elles et différentes des deux témoins (hémoglobine a 1’état natif et a 1’état dénaturé). En
présence de ces alcools, deux pics de forte intensité apparaissent a 530 nm et a 560 nm. La
présence de ces deux maximums, additionnée au décalage a 410 nm précédemment observé

dans le cas de 10% de TFE, confirment la formation d’hémichromes. T
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Toutefois, en présence de TFE, une disparition totale des pics a 500 nm et 630 nm présents a
I’état natif et a 1’état dénaturé (pic a 630 nm seulement) et caractéristiques de 1’hémoglobine
sous sa forme méthémoglobine (Olson, 1976; Zijlstra et al., 2000; Johnson, 2005) est aussi
observée. Alors que I’ajout de méthanol, d’éthanol, de propanol et de butanol aux
concentrations précitées n’entraine pas une disparition totale du pic a 630 nm. A cette
longueur d’onde, I’absorbance de I’hémoglobine en présence de 40% de méthanol et de 30 %
d’éthanol, est supérieure a celle observée dans le cas de ’hémoglobine native et inferieure a

I’absorbance obtenue dans le cas de I’ajout de 20 % de propanol ou de 10% de butanol.

Cependant, contrairement aux autres alcools. Les spectres d’absorption de 1’hémoglobine
bovine en présence de 30% d’éthanol, de 40% de méthanol et en absence de solvants,
coincident une fois encore. En présence de ces deux solvants, I’état d’oxydation de

I’hémoglobine ne varie donc pas.

III-  Etudes structurales de I’hémoglobine par dichroisme circulaire
Les études de dichroisme circulaire sont réalisées de 188-250 nm avec une concentration
protéique de 3 uM et de 250-595 avec une concentration de 18,6 uM. La figure 35 représente

I’intensité de 1’éllipcité molaire [O] en fonction de la longueur d’onde de 188- 250 nm.
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Figure 35: Dichroisme circulaire de I’hémoglobine bovine (3 uM) en présence d’alcools,
sous forme native et dénaturée dans du tampon acide acétique/acétate de sodium 0,1 M pH
5,5

Le spectre de dichroisme montre que 1’éllipcité molaire de 208-222 nm ne varie pas en
présence de solvant. Le pourcentage d’hélices initialement a 98%, est le méme (95%) en
présence de 40% de méthanol et de 30% d’éthanol et de 92% en présence 10% TFE. 1l subit
une légere baisse en présence de 20 % de propanol et atteint 86% en présence de butanol. Les
structures secondaires de 1’hémoglobine en présence de ces alcools ne présentent aucune
différence significative. La conformation native et les structures en hélice des protéines
dépendent de plusieurs variables comme la température, le pH, la force ionique et la

composition en solvant.

Ces résultats confirment ceux précédemment obtenus. En effet, dans le cas du TFE, Main et
Jackson (1999) ont démontré qu’en présence de faibles concentrations (10% v/v), le TFE
n’entraine pas de changement significatif sur le repliement de la FKBP12 (FK506 Binding
Protein) une protéine cellulaire de type alpha/béta. Les premiers changements structuraux
interviennent a des concentrations en TFE comprises entre 13% et 20% (v/v). Ivernizzi et al.,

(2007) ont montré que les premiers repliements de la béta lactoglobuline en présence de TFE
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commencent a des concentrations de TFE comprises entre 13-18% (v/v). A faible
concentration, le TFE interagit avec les groupements carboxyles et avec les groupes
hydrophobes a la surface de la protéine et augmente les interactions internes des protéines
(Roccatano et al., 2002, Wei et al., 2006, Povey et al., 2007). En effet, les liaisons hydrogenes
ne sont pas détruites par le TFE ce qui n’est pas le cas des interactions hydrophobes,
observations faites par Kentsis et al., (1998). L’action du TFE est donc spécifique a chaque

protéine.

Les études réalisées par Conio et al., en 1970 sur la poly-L-ornithine et 1’acide poly-L-
glutamique ont permis d’établir que 1’ordre selon lequel les alcools stabilisent au mieux la
conformation des structures en hélice alpha est butanol > propanol > éthanol > méthanol
(Conio et al., 1970)]. Cependant 1’effet de ces alcools est contraire a celui observé pour les
grosses molécules comme le collagene et le tropocollagen (Bianchi ef al., 1970) comme c¢’est
le cas dans cette présente étude. L ajout de ces alcools permet une conservation des structures

secondaires.

La figure 36 représente 1’intensité de 1’éllipcité molaire [O] en fonction de la longueur d’onde

de 250-595 nm.
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Figure 36 : Dichroisme circulaire de I’hémoglobine bovine (18,6 uM) en présence d’alcools,
sous forme native et dénaturée dans du tampon acide acétique/acétate de sodium 0,1 M pH

5,5
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Les analyses effectuées dans I’UV-visible entre 245-595 nm, montrent que les spectres
d’éllipcité de 1I’hémoglobine en présence de 40% de méthanol, 30% d’éthanol, 20% de
propanol ou 10 % de butanol, entre 245-345 et entre 400-600 sont inferieurs a celui du témoin
1 (hémoglobine a 1’état natif) et supérieurs a celui du témoin 2 (hémoglobine a 1’état

dénaturé). Contrairement a ce qui est observé lors de I'utilisation de 10% TFE.

En présence du méthanol, de 1’éthanol, du propanol ou du butanol, les longueurs d’onde
d’éllipcité positive et négative sont les mémes que celles des deux témoins (hémoglobine
dénaturée par ’'urée 6M et hémoglobine native) avec des intensités plus faibles que celle de
I’hémoglobine native mais supérieures a celle de I’hémoglobine dénaturée. L’effet Cotton
négatif a 390 nm, di a la chaine béta de I’hémoglobine (Melki, 1972), est aussi observé en
présence des différents solvants comme dans le cas de la protéine a 1’état natif ou dénaturé
avec des intensités quasi identiques. Cependant dans le visible, en présence d’éthanol et du
méthanol, la longueur d’onde d’éllipcité positive maximale est située a 415 nm et en présence
de propanol et de butanol cette longueur d’onde est de 420 nm, ces maximums sont
caractéristiques respectivement des chaines a et § de I’hémoglobine (Melki, 1972). Dans le
cas de I’hémoglobine native, ce maximum est localisé a 417 nm, caractéristique de 1’effet
cotton dans les hémoprotéines (Kataoka et al., 1993). Cela suppose que dans le cas de
I’éthanol et du méthanol, I’éllipcité de la chaine alpha de I’hémoglobine I’emporte sur celle de
la chaine béta, tandis que dans le cas du propanol et du butanol I’effet contraire est observé.
L’hémoglobine native quant a elle présente I’éllipcité issue de la contribution des deux

chaines (alpha et béta).

Il est important de remarquer que dans le cas de l'utilisation de 40% de méthanol, de 30%
d’éthanol, de 20% de propanol ou de 10% de butanol, la structure tertiaire de la protéine bien
qu’étant différente de celle de I’hémoglobine native, demeure dans un état autre que celui de
I’hémoglobine dénaturée par 1'urée. Cette structure tertiaire reste comprise entre 1’état
dénaturé et I’état natif. Cependant, un effet différent est observé lors de I’emploi de 10% de

TFE.

En effet, le spectre caractéristique de 1’hémoglobine en présence de TFE a 10% ne se trouve

pas entre ceux des deux témoins quelque soit le domaine d’étude. L’intensité positive de

N

I’éllipcité molaire est quasi inexistante entre 245-400 nm. De plus, a cette concentration
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I’ajout de TFE entraine une forte baisse de 1’éllipcité a 260 nm et a 417 nm. A cette derniere

longueur d’onde, 1’éllipcité reste identique a celle de I’hémoglobine dénaturée.

Ces résultats témoignent de différences significatives au niveau de la structure tertiaire de la
protéine. En présence de TFE, cette structure est fortement modifiée. La dénaturation
protéique observée est méme plus importante que celle en présence d’urée, compte tenu de la
forte baisse de 1’éllipcité au niveau de I’UV-proche. Ces résultats confirment les résultats
obtenus lors des études spectroscopiques précédentes (absorption UV-Visible et fluorescence)
ou tous les spectres en présence de 10% TFE ne se trouvaient pas a I'intermédiaire des deux
témoins. Ces spectres €taient similaires a ceux de I’hémoglobine dénaturée, hormis dans le

cas de I’étude des structures secondaires.

Par contre, I'utilisation de 10% de butanol et de 20% de propanol, conduit a une variation des
structures tertiaires et quaternaires de 1’hémoglobine observable griace aux trois méthodes
spectroscopiques utilisées. En effet I’étude de la fluorescence a montré que 1’exposition du
tryptophane est nettement plus importante lors de 1'utilisation de ces deux solvants. Le
dichroisme circulaire a montré que ces solvants entrainaient une variation de la structure
tertiaire qui est comprise entre I’état dénaturé et 1’état natif de I’hémoglobine. La
spectrophotométrie a confirmé cette différence d’état structural par des spectres se
démarquant bien de celui de ’hémoglobine a I’état natif. Aussi, lors de I’utilisation de 30%
d’éthanol et de 40% de méthanol, seule 1’analyse de la structure tertiaire par dichroisme
circulaire, a permis de mettre en évidence le changement structural de 1’hémoglobine bovine.
Dans ces deux cas, la structure de 1’hémoglobine se trouve aussi entre 1I’état natif et 1’état

dénaturé.

Ces résultats confirment les propriétés selon lesquelles, les alcools ont la capacité de
déstabiliser la structure tertiaire des protéines (dénaturation de la protéine) et de stabiliser la
structure secondaire de la protéine (cas du méthanol et d’autres alcools courts) (Liu et al.,
2003), observation faite lors de I'utilisation des alcools précités. L’augmentation de la chaine
hydrocarbonée entraine une augmentation de 1’habilité dénaturante de 1’alcool vis-a-vis des

protéines (Jansson et al., 2005) comme ce fit le cas du butanol et du propanol.

Ces changements sont dus a la perturbation des liaisons hydrophobes qui entraineraient un
changement de la conformation (Liu et Bolen, 1995). De plus, d’autres études ont montré que

ces alcools induisaient un changement conformationnel sur des protéines hémiques telle que
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la myoglobine (Eliezer et al., 1993) ou non hémiques telle que 1’alpha chymotrypsin (Rezaei-
Ghaleh et al., 2007). Ces résultats ont été obtenus par 1’étude de la variation de I’intensité

d’absorption de I’héme.

I1 se pourrait donc, que I’utilisation de 40% de méthanol, 30% d’éthanol, 20% de propanol ou
de 10% de butanol permettrait d’obtenir une structure dénaturée autre que celle observée lors
de I'utilisation de I'urée 6M, Molten Globule ; puisque les spectres spectroscopiques sont
entre 1’état natif et 1’état dénaturé. Alors qu’en présence de 10% de TFE, il s’agirait d’une
autre dénaturation aux caractéristiques proches de celles observées dans le cas de I'utilisation
d’urée 6M, c'est-a-dire une dissociation du tétramere mais avec conservation des structures

secondaires.
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CONCLUSION :

Nous avons montré au cours de ce chapitre, que I’ utilisation des solvants permet d’une part de
conserver toutes les structures secondaires de 1’hémoglobine ; mais aussi de modifier en
méme temps les structures tertiaires et quaternaires. Cette propriété serait a I’origine de la
mise en place d’une hydrolyse permettant d’obtenir une faible population peptidique enrichie

en peptides intermédiaires.

Lors des hydrolyses effectuées dans le chapitre précédent ; nous avons constaté que 1’ajout de
40% de méthanol, de 30% d’éthanol, de 20% de propanol ou de 10% de butanol, suivait un
mécanisme identique aboutissant aux mémes profils chromatographiques. Bien que des
différences structurales aient ét€ observées entre les doublets [éthanol 30%-méthanol 40%]
d’une part, et [butanol 10%-propanol 20%] d’autres part, le point commun entre ces quatre
solvants concernant les variations structurales de 1’hémoglobine, est qu’ils favorisent une
restructuration de 1’hémoglobine en une conformation se trouvant entre 1’état natif et 1’état
dénaturé. Ce qui expliquerait cette similitude du mécanisme d’hydrolyse et surtout des profils
chromatographiques permettant d’améliorer 1’hydrolyse en présence de 10% de TFE,

hydrolyse étant aussi différente du « one by one » et du « zipper ».

Estelle Y. ADJE
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Chapitre 3

Identification et caractérisation des peptides issus des hydrolysats : Etudes

comparatives et Obtention d’une nouvelle famille peptidique.

Estelle Y. ADJE
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I- Peptides issus de I’hydrolysat a faible degré d’hydrolyse : Conséquences de
I’utilisation des alcools

Un couplage LC-MS ainsi qu'une MS/MS ont permis d’identifier et de comparer les
peptides présents dans chacun des hydrolysats de I’hémoglobine bovine pour un degré
d’hydrolyse faible (DH=1%) correspondant a un temps d’hydrolyse de 2,5 min. Le choix d’un
faible degré d’hydrolyse permet d’identifier tous les peptides intermédiaires produits au
cours de I’hydrolyse. L’étude comparative a été effectuée entre les hydrolysats réalisés en
milieu aqueux (état natif et dénaturé de 1I’hémoglobine) et ceux réalisés en milieu

hydroalcoolique amélioré (10% butanol, 20% propanol, 30% d’éthanol ou 40% de méthanol).

A ce stade de I’hydrolyse, I’analyse spectrométrique de chacune des fractions CLHP obtenues
lors de I’hydrolyse en présence des alcools précités, révele une similarité des peptides
produits. En présence de 10% de butanol, 20% de propanol, 30% d’éthanol ou de 40% de
méthanol, les peptides identifiés sont les mémes, bien qu’une variation au niveau de la

concentration de chaque peptide soit observée.

Cependant, la comparaison de I’identité des peptides obtenue au niveau de chaque fraction
d’hydrolysats montre que la population peptidique en présence de solvant est différente de

celle observée en absence de solvant, ainsi qu’en présence d’urée (état dénaturé).

Le tableau 11 représente le récapitulatif des résultats obtenus en présence et en absence de

solvants ainsi qu’a 1’état dénaturé.

Estelle Y. ADJE
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Tableau 11: Etude comparative des peptides obtenus dans les différents hydrolysats apres un
temps d’hydrolyse de 2,5 min. (- : absence du peptide ; x : présence du peptide). Les peptides
communs sont marqués par des fonds colorés.

* Séquences non élucidées

Masse 0% Présence Présence
Peptides

(Da) alcool d'alcool d’urée 6M
520,7 al33-137 X _ _

563,7 B114-118 X _ _

586,5 a59-65 X _ _

653 a 137-141 X X _

668,6 a 100-105 _ X _

695,6 B136-142 X _ _

7399 B114-120 X _ _

775,7 a80-86 X _ _

797 a 99-105 X X X
815,8 al129-136 X _ _

*856 o 36-42, 37-43, 38-44, 116-123; ou 89-95, 96-102 | _ _ X
*879 (9-16; 028-34, 127-134 _ _ X
903 102-109 X _ _

P10 fessos - x|
1003,8 |[a129-138 X _ _
1023,2 | 025-33 _ _ X
1039,1 [B106-115 X _ _
*1057,1 |B87-95; al17-126, 116-126, 34-42 _ _ X
1067,6 | 044-53 _ _ X
*1209,2 [a51-63, 77-88 _ _ X
1238,1 |a37-46 X _ _

12654 (B 114-124 _ X _
1305 B74-84 X _ _
1308 B31-40 X _ X
*1324,8 |B95-105; a65-76 _ _ X

Estelle Y. ADJE
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1378,8

*1403,3
*1451,8
1270,5
1530,3
1569,1

1692,1

1710,6
*1789.,9

20404

2045,8
*2047,8
2087,4
*2091,8
21233

*3174,2
3176,6

3297,7
3372

B114-125

3-16, 84-94, 122-134; B127-140, 128-141
al129-141, 62-75; p59-63, 44-57

@ 96-106

B126-140

B30-41; 025-38, 106-120, 119-133

B108-122, 114-128, 120-134; a107-122

B70-84
042-57, 49-67; 38-53

all0-128
B100-117
B123-142; a33-49
a74-92

al02-121; B90-107
a 67-86

2253,6  |34-53
254 Jelorzs
2392 |p85-105
27422 |099-124, 2-29
2751,6 | o 86-109
28382 |a 107-133
29413 | 79-104

B12-39,21-48, 112-141
B 1-30

B 62-91
o 34-65

© 2011 Tous droits réservés.
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3436

3520,1

3556,1
3626,1
3633,3
3651,6
3651,1

3753,2

3820
3900,5
4430,1
*4800
4973

*6091,2
6092
*6204
*6659

*6773,1

B71-101

B 2-34

B 114-145
B45-78
B22-54

a 73-105
@ 73-105

al-36

B57-91

a 106-141

a 67-106

a 68-11, 90-133
a 1-46

a2-58, 71-126

B 71-125

B 72-127; B52-110, 53-111, 81-137, 82-138
B58-117; a2-65, 3-66, 6-68, 23-84

02-66; B49-110

Comme attendu, en milieu hydroalcoolique, la protéolyse de 1’hémoglobine est limitée. En

effet, alors qu’une cinquantaine de peptides ont pu étre identifiés dans 1’hydrolysat de

I’hémoglobine a I’état dénaturé, seulement 29 peptides ont été identifiés dans 1’hydrolysat en

présence d’alcool et 24 peptides dans celui de ’hémoglobine a I’état natif.

Parmi les peptides obtenus, en présence d’alcools, 16 peptides peuvent étre considérés comme

des peptides communs aux différents hydrolysats. La plupart de ces peptides communs (8

peptides), ont été identifiés au niveau de 1’hydrolysat d’hémoglobine dénaturée.

© 2011 Tous droits réservés.
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Cependant, Parmi les peptides identifi€s, dix-sept peptides peuvent étre considérés comme de
nouveaux peptides présents seulement a ces conditions d'hydrolyses, c’est a dire lorsque
I’hydrolyse de I’hémoglobine est réalisée en présence de 40% de méthanol, 30% d’éthanol,
20% propanol ou de 10% de butanol. Ces peptides sont la conséquence directe de I’effet des

solvants sur la conformation de I’hémoglobine, donc sur les sites de coupures de la pepsine.

A 1'état natif, sans solvant, I'nydrolyse pepsique de I'hémoglobine bovine 4 pH 5,5, conduit 2
la formation de 24 peptides essentiellement de petite taille, entre 520-2195 Da, peptides
résultant du mécanisme «one-by-one ». Tandis que l'identification des peptides issus de
I’hydrolysat de I’hémoglobine dénaturée donne des peptides de taille comprise entre 797-
6773 Da. Ce hydrolysat complexe étant di au mécanisme "zipper". Toutefois, en présence de
ces alcools et quelle que soit l'alcool, I'hydrolyse d'hémoglobine suit un mécanisme se
trouvant entre celui «one by one» et «zipper». En effet, ces nouvelles conditions
d’hydrolyse, ont permis 1'identification de peptides intermédiaires de 796-5438 Da. La taille et
le nombre des peptides sont plus élevés dans 1I'hydrolysat d'hémoglobine sans solvant et sont

plus faibles dans I'hydrolysat de I’hémoglobine dénaturée.

I.1- Analyse comparative des peptides obtenus en absence et en présence
de solvants : mise en évidence des domaines de flexibilité de

I’hémoglobine

Les caractéristiques des peptides a DH= 1% apres hydrolyse pepsique de I’hémoglobine a
I’état natif et ceux des peptides obtenus en présence d’alcools, respectivement représentés par

les tableaux 12 et 13.

Estelle Y. ADJE
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Tableau 12: Masse moléculaire, séquence peptidique, pourcentage d’hydrophobie et charge
globale des peptides issus de 1’hydrolyse de I’hémoglobine bovine native par la pepsine en

absence d’alcool.

Masse (Da) Peptides Séquence peptidique Hydrophobie (%) Charge nette a pH 7
2253,6 a34-53 (F)LSFPTTKTYFPHFDLSHGSA 30 +2
2195,4 B126-145 (L)QADFQKVVAGVANALAHRYH 50 +3
2040,4 a110-128 (L)ASHLPSDFTPAVHASLDKF 42 +1
1917,2 a47-66 (F)DLSHGSAQVKGHGAKVAAAL 45 +3
1813,2 B14-30 (F)WGKVKVDEVGGEALGRL 41 0
1710,6 B70-84 (S)FSNGMKHLDDLKGTF 33 +1
1530,3 B126-140 | (L)QADFQKVVAGVANAL 60 0
1381,1 B1-13 MLTAEEKAAVTAF 61 -1
1378,8 B114-125 | (L)ARNFGKEFTPVL 41 +1
1308,2 B31-40 (L)LVVYPWTQRF 50 +1
1305 B74-84 (G)MKHLDDLKGTF 36 +1
1238,1 a37-46 (F)PTTKTYFPHF 20 +2
1039,1 B106-115 (L)YGNVLVVVLAR 70 +1
1003,8 a129-138 | (F)LANVSTVLTS 50 0
903 102-109 (N)FKLLGNVL 62 +1
815,8 a129-136 (F)LANVSTVL 62 0
796,9 099-105 (F)KLLSHSL 37 +1
775,7 080-86 (A)LSELSDL 42 0
739,9 B114-120 (L)ARNFGKE 28 +1
695,6 B136-142 (G)VANALAH 71 +1
652,8 « 137-141 | (L)TSKYR 0 +1
586,5 a59-65 (H)GAKVAAA 71 +1
563,7 B114-118 | (L)ARNFG 40 +1
519,5 al33-137 (V)STVLT 40 0

Estelle Y. ADJE
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Tableau 13: Masse moléculaire, séquences, pourcentage d’hydrophobie, charge globale et
prediction des structures secondaires des peptides issus de I’hydrolyse de 1’hémoglobine
bovine par la pepsine en présence d’alcools (40% méthanol, 30% éthanol, 20% propanol ou
10% butanol). Les logiciels « antimicrobial peptide database analysis » (http://aps.unmc.edu/)
et «Pole Biolnformatique Lyonnais » (http://pbil.ibcp.fr) avec la « cons. Seq. Method » ont

été utilisés pour étudier ces caractéristiques structurales.

Masse Hydrophobie | Charge nette | Structure secondaire
Peptides Séquences
(Da) (%) apH7
5437,3 B 77-125 (H)LDDLKGTFAALSELHCDKLHVDPENFKLLGNVLVVVLARNFGKEFTPVL | 48 0 53% a hélice
4972,6 a 1-46 VLSAADKGNVKAAWGKVGGHAAEYGAEALERMFLSFPTTKTYFPHF 43 +3 50% a hélice
4430,1 a 67-106 (L)TKAVEHLDDLPGALSELSDLHAHKLRVDPVNFKLLSHSLL 42 +2 60% a hélice
3900,5 o 106-141 | (L)LVTLASHLPSDFTPAVHASLDKFLANVSTVLTSKYR 44 +3 53% a hélice
3787,3 o 107-141 | (L)VTLASHLPSDFTPAVHASLDKFLANVSTVLTSKYR 42 +3 47% o hélice
3651,1 a 73-105 (H)LDDLPGALSELSDLHAHKLRVDPVNFKLLSHSL 42 +1 43% a hélice
3556,1 114-145 | (L)ARNFGKEFTPVLQADFQKVVAGVANALAHRYH 42 +4 72% a hélice
3539,9 a 3-36 (L)SAADKGNVKAAWGKVGGHAAEYGAEALERMFLSF 47 +1 66% a hélice
3520,1 B2-34 (M)LTAEEKAAVTAFWGKVKVDEVGGEALGRLLVVY 51 -1 58% a hélice
3473,9 a 110-141 | (L)ASHLPSDFTPAVHASLDKFLANVSTVLTSKYR 40 +3 56% a hélice
3404,8 al-33 VLSAADKGNVKAAWGKVGGHAAEYGAEALERMF 48 +1 67% a hélice
3371,8 a 34-65 (F)LSFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVKGHGAKVAAA 37 +5 67% Random Coil
3297,7 B 62-91 (A)HGKKVLDSFSNGMKHLDDLKGTFAALSELH 36 +3 72% a hélice
3257,6 al-32 VLSAADKGNVKAAWGKVGGHAAEYGAEALERM 46 +1 63% a hélice
3176,6 B 1-30 MLTAEEKAAVTAFWGKVKVDEVGGEALGRL 50 +4 42% a hélice
3151,5 o 107-136 | (L)VTLASHLPSDFTPAVHASLDKFLANVSTVL 50 +1 60% a hélice
2941,3 B 79-104 (D)DLKGTFAALSELHCDKLHVDPENFKL 42 0 58% a hélice
2838,2 o 107-133 | (L)VTLASHLPSDFTPAVHASLDKFLANVS 48 +3 56% a hélice
2751,6 a 86-109 (D)LHAHKLRVDPVNFKLLSHSLLVTL 50 +5 50% Random Coil
2392,7 3 85-105 (F)AALSELHCDKLHVDPENFKLL 47 0 43% o hélice
2353,6 o 107-128 | (L)VTLASHLPSDFTPAVHASLDKF 45 +1 41% a hélice
2195,4 B 126-145 | (L)QADFQKVVAGVANALAHRYH 50 +3 70% a hélice
2123,3 a 67-86 (L)TKAVEHLDDLPGALSELSDL 40 -3 85% a hélice
1270,5 a 96-106 (P)VNFKLLSHSLL 54 +2 91% Random Coil
1265,4 3114-124 | (L)ARNFGKEFTPV 36 +1 99% Random Coil
910,1 o 99-106 | (F)KLLSHSLL 50 +2 99% Random Coil
797 a 99-105 (F)KLLSHSL 50 +2 99% Random Coil
668,8 o 100-105 | (K)LLSHSL 37 +1 99% Random Coil
653,7 o 137-141 | (L)TSKYR 0 +1 93% Random Coil
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Alors que la plupart des peptides obtenus en absence de solvant possedent une taille inferieur
ou egale a 10 acides aminés, 1’analyse comparative des caractéristiques des peptides obtenus
en absence ou en présence d'alcools, montre que les peptides de tailles superieur a 10 acides
aminés (comprise antre 10-40 acides aminés) sont majoritairement obtenus lorsque
I’hydrolyse se fait en milieu hydroalcoolique. De plus ces peptides ont pour la plupart, la
capacité d’adopter une structuration secondaire en hélice alpha, ils posseédent une charge
globale positive et sont de nature hydrophobe (avec 43,5% d’hydrophobie moyenne). D’apres
I’ensemble des coupures observées, les liaisons clivées sont majoritairement du type Leu-X
ou Phe-X, avec des coupures préférentiellement localisées sur les sites Leu-X dans le cas de
I’hydrolyse en présence d’alcool (environs 60% des coupures en leu-X contre seulement 30%

en absence de solvants).

La spécificité de la pepsine semble donc d’avantage accrue en présence de solvant. Les
peptides obtenus dans ces conditions d'hydrolyses nouvelles ont surtout une charge globale
positive a un pH 7 (83% contre seulement 66% en absence de solvants). Le tableau 14 est un
récapitulatif des différences observées lors de 1’hydrolyse de I’hémoglobine en présence et en

absence d’alcool.

Tableau 14 : Etude comparative des spécificités de coupures primaires de la pepsine en début

d’hydrolyse (DH= 1%)

En absence d’alcool En présence d’alcool

Localisation des coupures
majoritaires (position C-

terminale)

Nombre de coupures total 47 48
Peptides issus de la chaine 13 20
alpha
Peptides issus de la chaine béta | 11 9
Leucine : 17 Leucine : 27

Phénylalanine : 13
Alanine : 3

Autres acides aminés : 14

Phénylalanine : 8
Alanine : 2

Autres acides aminés : 11

En début d’hydrolyse, en absence de solvants, la pepsine hydrolyse autant la chaine alpha que

la chaine béta ; tandis qu’en présence de solvant la majorité des coupures s’effectue au niveau
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de la chaine alpha (deux fois plus de peptides sont issus de la chaine alpha par rapport a ceux
obtenus au niveau de la chaine béta). Cela peut étre expliqué par les spécificités observées au
niveau de chacune des chaines et par le fait que I’alcool permet effectivement de réaliser une

hydrolyse dirigée de I’hémoglobine.

En effet, selon les études bibliographiques précédemment menées, la chaine béta bien que
comprenant 145 résidus dont 57% de résidus hydrophobes n’est constituée que d’une faible
proportion de résidus leucine. Ce qui n’est pas le cas de la chaine alpha, qui pour environs le
méme pourcentage de résidus hydrophobes (54%) est constituée a majorité de résidus leucine
et alanine. Ce qui favoriserait la préférence de coupure pour la chaine alpha. Cependant étant
donné que le pourcentage de peptides issus de la chaine alpha est plus important en présence
de solvant qu’en absence de solvant. Cela signifierait que 1’alcool favoriserait 1’exposition de

la chaine alpha, rendant ainsi plus accessibles les sites de coupures de la pepsine.

Les peptides obtenus peuvent étre mis en relation avec 1'hydrophobie des acides aminés des
chaines polypeptidiques. Les cartographies peptidiques des hydrolysats obtenus en absence et

en présence de solvants sont représentées respectivement par les figures 37 et 38.

En effet, comme le montrent ces cartographies, les peptides détectés au stade précoce de
I'hydrolyse (a DH = 1%) sont tous issus des régions N-terminale et C-terminale des chaines o
et B de I'hémoglobine bovine dans le cas de 1’hydrolyse en milieu hydroalcoolique. Il s’agit
des régions de 1 a 46 et 106 a 141 pour la chaine a et des régions 1 a 30 et 114 a 145 pour la
chaine PB. Ces régions possedent des pourcentages d’hydrophobie relativement plus élevées

(Su et al., 2007).

Cependant, en présence des alcools, de nouveaux peptides situés dans la zone centrale de la
chaine o (en particulier dans la région 67 a 106), éventuellement a l'intérieur du cceur
hydrophobe de la molécule, sont accessibles des ce début de I'hydrolyse. Cela signifierait que
la présence d'alcools, permettrait a la pepsine de cliver non seulement les liaisons peptidiques
hydrophobes des régions exposées, mais aussi celles situées a l'intérieur de la protéine. De
plus, lors de I’hydrolyse de I’hémoglobine dénaturée ou tous les sites de clivage par la pepsine
sont exposés, 1’absence de peptides issus de cette région montre que 1’enzyme utilise un
nouveau chemin de clivage des chaines de 1’hémoglobine bovine dans ces milieux

hydroalcooliques. L hydrolyse s’effectue de facon ciblée et dirigée.
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I.2- Impact de la présence des solvants sur I’hydrolyse pepsique de

I’hémoglobine bovine

L’établissement de la carte peptidique des hydrolysats (Figures 37 et 38), permet de
faire une étude des variations structurales de I’hémoglobine bovine et de mettre en relation les

coupures enzymatiques et la variation structurale de I’hémoglobine.

En effet, en analysant les zones de coupure il est possible d’identifier les domaines de
flexibilité de la protéine. En début d’hydrolyse, en absence d’alcool, dans la région al-30
(extrémité N-terminale de la chaine alpha) aucun peptide appartenant a cette zone n’a pu €étre
identifié. Cela pourrait étre dii au faite que les peptides appartenant a cette zone soient
présents a I’état de trace, étant donné la présence de peptides dans la région environnante (o
34-35). Par contre, en présence d’alcools tous les peptides intermédiaires issus de cette zone
ont été identifiés. Il semblerait donc que 1’ajout d’alcool ait favorisé la stabilisation des
peptides intermédiaires issus de cette extrémité N-terminale ol le premier intermédiaire

peptidique est le peptide a.1-46.

Une mise en relation des études structurales effectuées dans le chapitre précédent et de
domaine non clivé est possible puisque la région a 1-30 contient le tryptophane a 14 (Figure
39). En effet, lors des études de fluorescence, 1’analyse de 1’effet des solvants sur la structure
de I’hémoglobine, avaient montré qu’en absence de solvant I’exposition du tryptophane soit
inferieure a celle obtenue en présence des solvants. Comparativement a ce qui est observé
dans le cas de I’hémoglobine humaine (Alper et al., 1976), il se pourrait que les résultats

obtenus au niveau de 1’étude des variations structurales impliquent aussi ce tryptophane.

Compte tenu des analyses précédemment effectuées, un autre domaine de flexibilité pourrait
donc étre la région du cceur hydrophobe qui compte tenu du fait qu’en présence de solvants,
I’hémoglobine subit des modifications conformationnelles favorisant les coupures obtenues

dans cette région.
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Hémoglobine bovine Domaine al de I’hémoglobine

Trp a 14

Figure 39 : Localisation du domaine a 1-30

La stabilisation des intermédiaires peptidiques est aussi effective dans les régions a 67 -106, o
106-141, B 77-125 et B 1-34. Cette stabilisation pourrait étre li€ée a I’obtention de ce

hydrolysat moins complexe mis en évidence en milieu hydroalcoolique.

En effet, les alcools choisis ayant la capacité de conserver ou d’induire la formation des
structures secondaires des peptides et protéines comme ce flit démontré dans cette étude lors
des analyses structurales de I’hémoglobine (Chapitre 2) a eu un effet non seulement sur les

structures secondaires de I’hémoglobine mais aussi sur la conservation et/ou la formation des
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structures secondaires (notamment des hélices alpha) des intermédiaires peptidiques produits
des le début de 1’hydrolyse. Ces structurations pourraient avoir limité I’accessibilité des sites
de clivage de la pepsine aboutissant ainsi, a une hydrolyse limitée et maitrisée dans les

milieux hydroalcooliques choisis.
I 3- La famille o 67-106 : Une nouvelle famille peptidique

L’hydrolyse de 1’hémoglobine bovine réalisée en présence de 40% de méthanol, 30%
d’éthanol, 20% de propanol ou 10% de butanol permet d’aboutir a la production de 29
peptides. Ces peptides sont localisés au niveau de la région C-terminale et N-terminale, mais

aussi au niveau du cceur hydrophobe de I’hémoglobine (Figure 38).

Parmi les peptides issus de 1’hydrolyse pepsique en présence des alcools précités, au début de
I’hydrolyse la cartographie peptidique de la chaine a permet de mettre en évidence entre
autres, trois familles peptidiques classées en fonction de la génération peptidique produite et
cela grace a la capacité qu’ont ces alcools de stabiliser les peptides intermédiaires formés. Il
s’agit des familles al-46, a67-106, et a106-141. La particularité de la famille a 67-106, tient
du fait que hormis le peptide 99-105, tous les membres de cette famille appartiennent aux 17
nouveaux peptides identifiés seulement en présence d’alcool. De plus, méme dans le cas de
I’hydrolyse a I’état dénaturé, dans cette étude ou dans les études précédemment réalisées au
sein du laboratoire et en dehors, la stabilisation des intermédiaires peptidiques issus de cette
famille n’a jamais été possible. Grace a la présence des alcools, les intermédiaires peptidiques
issus de cette famille ont pu étre identifiés. Cette nouvelle famille constitue I'une des

conséquences directes de 1’ajout de solvant au cours de I’hydrolyse.

La famille a67-106 est constituée des peptides a67-106, a76-105, a96-106, 099-106, 099-105
et al00-105.

La mise en évidence de cette famille permet de faire un screening de tous les peptides
potentiellement actifs issus de la chaine alpha de I’hémoglobine bovine. L’hydrolyse en
présence de ces alcools permet de stabiliser la structure secondaire des peptides intermédiaires
produits, cette stabilisation pourrait étre a 1’origine d’un ralentissement de I’hydrolyse de ces

peptides par la pepsine.
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I1- Peptides issus de I’hydrolysat apres 24h d’hydrolyse
En vue de vérifier la similarité des peptides obtenus apres 24h d’hydrolyse, les hydrolysats
issus de I’hydrolyse pepsique de 1’hémoglobine bovine a pH 5,5 en milieu aqueux , a 1’état
natif et dénaturé (présence d’urée 6M) ainsi que les hydrolysats réalisés en présence de 40%
de méthanol, 30% d’éthanol, 20% de propanol ou de 10% de butanol ont tous été analysés par
couplage LC-MS/MS. Des collectes de fractions issus de 1’analyse chromatographique ont
aussi été réalisées en vue d’effectuer de la spectrométrie de masse en tandem afin d’identifier

certains peptides.

Comme ce fiit le cas lors des analyses des hydrolysats de début d’hydrolyse, les analyses
spectrométriques ont montré une similitude au niveau de I’identité des peptides pour tous les
hydrolysats réalisés en milieu hydro alcoolique d’une part mais aussi une similitude entre les
peptides issus de ces hydrolysats et ceux issus des deux hydrolysats réalisés en milieu aqueux.
Ces résultats peuvent s’expliquer par la cinétique d’évolution d’une réaction enzymatique

pour des temps d’hydrolyse plus importants (supérieurs a 15h).

En effet, les travaux précédemment réalisés au sein du laboratoire (Lignot, 1998) ont montré
que la courbe d’évolution du degré d’hydrolyse pepsique de I’hémoglobine bovine, peut étre
représentée par une courbe exponentielle croissante de 0-15h, puis qui tend vers une phase
stationnaire a partir de 15h, ce qui conduit a des peptides identiques au sein des hydrolysats.
Comme ce qui est constaté dans cette présente étude, apres 24h d’hydrolyse. Le figure 40

établit la cartographie peptidique des hydrolysats apres 24h d’hydrolyse.

Cette cartographie montre que les peptides finaux peu hydrophobes obtenus apres 24h
d’hydrolyse, majoritairement de taille inférieure a 10 acides aminés, sont repartis a tous les
niveaux des chaines alpha et béta et cela de fagon quasi identique. En effet, 69 peptides ont

été identifiés dont 36 sont issus de la chaine a et 32 de celle B.
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CONCLUSION :

L’analyse chromatographique et spectrométrique des hydrolysats pepsiques de I’hémoglobine
bovine en milieux aqueux et hydro alcooliques a permis au cours de ce chapitre, d’identifier,
dés le début de I’hydrolyse (DH=1%), des populations peptidiques différentes aux
caractéristiques variables entre les hydrolysats témoins et ceux obtenus dans les

concentrations d’alcool choisis.

En effet, en milieu aqueux, I’hydrolyse de I’hémoglobine native a aboutit a I’obtention de 24
peptides finaux provenant équitablement des chaines alpha et béta de 1’hémoglobine,
majoritairement de petite taille (taille inferieure ou égale a 10 acides aminés). Alors qu’une
cinquantaine de peptides environs a été obtenue lors de I’hydrolyse de 1’hémoglobine en
conditions dénaturantes, 29 peptides de taille comprise entre 10 et 40 acides aminés dont 90%
sont des peptides intermédiaires, de nature hydrophobe et capables de se structurer en hélices
alpha ont été identifiés en milieux hydroalcooliques. L’obtention de ce hydrolysat spécifique
et moins complexe pourrait étre fortement lié a la spécificité de clivage des chaines
polypeptidiques par la pepsine localisée en position C-terminale des leucines plus importante
en milieu hydroalcoolique, et a la capacité qu’ont ces alcools d’induire la formation ou de
conserver les structures secondaires des intermédiaires peptidiques formés et de

I’hémoglobine bovine.

La stabilisation des peptides intermédiaires formés grace a la présence des alcools a permis de
mettre en évidence la flexibilité protéique et 1’identification de nouvelles séries peptidiques
dont la série a 67-106 spécifiques a ces hydrolysats hydroalcooliques. La similarité des
hydrolysats peptidiques obtenus en début d’hydrolyse en milieux hydroalcooliques, et apres
24h d’hydrolyse dans entre les hydrolysats témoins et ceux obtenus en milieu
hydroalcoolique, a permis de mettre en évidence un nouveau chemin réactionnel d’hydrolyse

pepsique de I’hémoglobine bovine en présence des alcools choisis.
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Chapitre 4 :

Mise en évidence de Dactivité antimicrobienne : Intérét des peptides obtenus en

milieu hydroalcoolique
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I- Mise en évidence des activités biologiques des fractions peptidiques issues de

I’hydrolysat obtenu en milieu hydro alcoolique

Au cours des dernieres décennies, la recherche de nouveaux médicaments a mis en évidence
un groupe de polypeptides de taille moyenne, de 10- 40 acides aminés présentant des activités
biologiques tres intéressantes (Toke, 2006). Parmi ces activités 1’activité, antimicrobienne
demeure la plus représentative compte tenu du nombre important de peptides découverts (plus
de 800 peptides identifiés a ce jour et consultables sur  http:/
www.bbcm.univ.trieste.it/_tossi/pag2.htm. Ces peptides antimicrobiens ou AMPs possedent
généralement une charge globale positive a un pH physiologique, bien que quelqu’un faible
nombre de AMPs négativement chargés ait ét€ découvert (Lai et al., 2002 ; Brogden et al.,
2005). A partir de I’hydrolyse pepsique de I’hémoglobine, I’obtention de ces peptides de taille
moyenne susceptibles de présenter une activité antimicrobienne se fait grace a la réalisation
d’un degré d’hydrolyse tres court. En présence de 40% méthanol, 30% d’éthanol, 20% de
propanol ou de 10 % de butanol, comme précédemment décrit, un degré d’hydrolyse de 1% a
donc été appliqué. A ce degré d’hydrolyse, les profils chromatographiques ainsi que les
peptides obtenus étant identiques, La mise en évidence et la caractérisation de peptides actifs
ont été effectués sur I’hydrolysat de I’hémoglobine bovine par la pepsine a pH 5,5 en présence
de 10% de butanol. Apres analyse par CLHP, les fractions chromatographiques ont été
numérotées de 1-12 (figure 41), identifiées et collectées. Chacune des fractions collectées a
ensuite été évaporée par speed-vac puis 1 mg a été solubilisé dans de I’eau distillée afin de

tester leurs activités antimicrobiennes.

Cette activité a ét€é évaluée sur milieu solide selon la méthode décrite dans le chapitre
matériels et méthodes. La présence d’une zone d’inhibition met en évidence 1’activité
antimicrobienne. La cécropine A, un peptide antimicrobien a été utilis€é comme témoin positif.
Les résultats des analyses effectuées sont illustrés par le tableau 15. La photo 2 est un

exemple des lectures effectuées sur boite de Pétri.
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Figure 41 : Profil chromatographique de 1’hydrolysat a DH=1% en présence d’alcool

présentant les différentes fractions.

Cécropine A

Photo2: Boite de pétri présentant des zones d’inhibition. La souche testée est Staphylococcus

aureus.
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Tableau 15: Activité antimicrobienne de fractions issues de I’hydrolyse pepsique de
I’hémoglobine bovine en présence de 10% de butanol.
Les peptides précédemment identifiés (Nedjar-Arroume et al., 2008) sont en caractere gras.
Les fractions actives sont identifiées par un fond coloré. + : actif, - : pas actif, +/- : faiblement

actif.
Souches microbiennes
Fractions | Masse (Da) | Fragments | M. luteus A270 L. innocua S. aureus E. coli
F 797 0 99-105 . . . .
! 668,83 o 100-105
E 910 o 99-106 [ . . .
: 653,7 a 137-141
3297,7 B 62-91
F 3371,8 o 34-65 s + + +
3257,6 a1-32
21233 o 67-86
F
4 2392,7 B 85-105 N . N .\
2353,6 o 107-128
3520,1 B 2-34
F 3539,9 o 3-36 N N " .
3404,8 o 1-33
3651,1 o 73-105
21954 p 126-145
E, 1270,5 0 96-106 N N . .\
1265.4 B 114-124
2941,3 B 79-104
4430,1 o 67-106
Fy 3176,6 B 1-30 + + + +
2751,6 o 86-109
Fq 54373 B 77-125 - - R -
Fy 2838,2 a107-133| + + -+ +
B 4972.6 o 1-46
a 3473,9 a110-141| + + + +
3151,5 a 107-136
Fu 37873 |a107-141] T * * *
3556,1 p 114-145
F, 3900,5 0 106-141 | + + " n
Chaine Alpha[15053,1 o 1-141 + + i ¥
Chaine béta [15954,3 [P 1-145 - - - .
héme 616 - +/- - +/-

Comme le montre le tableau 15, toutes les fractions présentent une activité antimicrobienne.

Parmi ces fractions, les fractions 8, 9 et 12 constituent des fractions pures. Les diametres

d’inhibition varient de 0,5-0,9 cm tandis qu’ils sont de 1,5 cm dans le cas du témoin positif, la
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cécropine A. Toutefois, il est important de constater que la chaine alpha de 1’hémoglobine
présente aussi une activité antimicrobienne contre les souches testées, avec un diamétre
d’inhibition variant de 1,2-1,5 cm. La chaine béta quant a elle n’a montré aucune activité vis-
a-vis des souches testées. En effet, tres peu d’études font état de I’activité antimicrobienne des
chaines de I’hémoglobine, bien que cette protéine soit I’une des mieux caractérisée en raison
de sa fonction principale de transporteur d’oxygene. Aucune étude ne met en évidence la
présence d’activité concernant les chaines de 1’hémoglobine bovine, la plupart des études

concernant I’hémoglobine humaine.

Parish et al., (2001) avaient démontré que les chaines de I’hémoglobine humaine, ainsi que le
tétramere lui-méme, présentaient une activité antimicrobienne contre un large panel de
bactéries gram- et gram+. Récemment Zhou et al. (2008) ont montré que les chaines
alpha/béta de 1I’hémoglobine humaine présentaient une activité antimicrobienne vis-a-vis
d’Escherichia coli et que la présence de ces chaines pouvait entrainer une réduction de la

contamination vaginale par cette bactérie chez le rat.

A T'image d’autres protéines telles que le Lysozyme (composée de 129 acides aminés)
découvert par Alexander Fleming en 1922 et utilisé depuis plusieurs années dans les
domaines des industries pharmaceutiques et agroalimentaires, les chaines de I’hémoglobine et

surtout la chaine alpha, faciles a isoler en concentration importante, pourraient aussi

constituer un nouveau matériel applicable dans ces domaines.

Les fractions non pures issues de I’hydrolyse de 1’hémoglobine en présence d’alcool, ont
ensuite été séparées afin d’évaluer I’activité des peptides vis-a-vis des souches bactériennes.
Compte tenu de la faible concentration des peptides obtenus cette activité a été testée sur trois
souches bactériennes selon la méthode de mise en évidence précédemment décrite :
Micrococcus luteus, Listeria innocua et Escherichia coli. Une concentration de 1mg/ml de
chaque peptide a été utilisée. Le tableau 16 représente les résultats obtenus suite a ces tests

d’activité.
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Tableau 16 : Activité antimicrobienne des peptides présents dans les différentes fractions
issues de I’hydrolyse pepsique de I’hémoglobine bovine en présence de 10% de butanol.

Les peptides précédemment identifies (Nedjar-Arroume et al., 2008) sont en caractere gras.
Les fractions actives sont identifiées par un fond coloré. + : actif, - : pas actif, +/- : faiblement

actif.
Souches microbiennes
Fraction | Masses (Da) | Fragments | M. luteus L. innocua E. coli
B |797  99-105 + + +
' ]668.8 o 100-105 + + +
g 910 a 99-106 + + +
> 16537 «137-141|  + + +
32977 B 62-91 + + +
F;  13371,8 o 34-65 + + +
3257,6 01-32 + + +
2123,3 o 67-86 - - -
Fa12392,7 B 85-105 - +- ;
2353,6 o 107-128 + +
3520,1 B 2-34 ) ) ]
F o |3539.9 a 3-36 + + +
3404,8 o 1-33 + + +
+ + +
3651,1 a 73-105
2195,4 p 126-145 + + +
F 1270,5 o 96-106 + + +
6
12654 B114-124| * + +
29413 B 79-104 i + +
4430,1 o 67-106 + + +
F; 13176,6 B 1-30 + N N
2751,6 0, 86-109 + + +
Fy (54373 B 77-125 - - -
Fy 128382 0 107-133 + +
. 4972,6 o 1-46 + + +
134739 0 110-141| + + +
3151,5 0 107-136 + + +
Fi 137873 «107-141| + +
3556,1 p114-145| + +
F,  [3900,5 o 106-141 + + +

Parmi les peptides identifiés seulement deux peptides ne sont pas des peptides actifs vis-a-vis

des souches gram+ sélectionnés; il s’agit des fragments a 67-86 et 3 2-34, tous deux de charge

globale négative (respectivement de -3 et -1) a pH 7. Toutefois, ces peptides contiennent ou

© 2011 Tous droits réservés.
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sont issus de fragments ayant présentés des activités antimicrobiennes. La perte d’activité de

ces peptides vis-a-vis des souches testées pourrait tre liée a leur charge a pH neutre.

Le peptide a 67-86 est issu de la série o 67-106. Les autres fragments (73-105, 96-106,99-
106, 99-105 et 100-105), de charge globale positive a pH neutre, ont montré une activité

antimicrobienne.

P’TKAVEH’LDDLPGALSELSD®L HAHKLRVDP**VNF*K ®LLSHSL % 1

!

a 67-86

Tandis que le peptide P 2-34 est issu du peptide B 1-30, qui a préalablement montré une
activité antimicrobienne contre les mémes souches.

Les peptides B 77-125 et B 85-105 quant a eux, ont présenté une tres faible activité
respectivement vis-a-vis des souches Escherichia coli et Listeria innocua.

La CMI des peptides a été déterminée selon la méthode précédemment décrite en microplaque
(cf section Matériels et méthodes), en microplaque. Cette CMI a été déterminée vis-a-vis de,
Listeria innocua, Escherichia coli, Salmonella enteridis et Staphilococcus Aureus.

La détermination de la CMI (tableau 17) montre que ces peptides actifs présentent des
activités antimicrobiennes avec des CMI allant de 1-183 uM vis a vis des souches testées.
Hormis les huits peptides précedemment identifi€s (Nedjar-Arroume et al., 2008), les dix-
neuf nouveaux peptides antimicrobiens possedent des CMI non negligeable, pouvant meme
atteindre 5 uM, comme dans le cas des peptides o 34-65 et B 62-91. Parmis les 15 peptides
spécifiques au milieu hydro alcoolique, 13 de ces peptides présentent des CMI allant de 5 - 183 uM.
Ce tableau montre que la chaine o, comparativement a celle B, est trés active vis-a-vis des quatre

souches testée, avec une CMI pouvant méme atteindre 2 pM.
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Tableau 17 : Détermination de la CMI des peptides actifs issus de I’hydrolyse pepsique de

I’hémoglobine bovine en présence de 10% de butanol.

Les peptides précédemment identifiés (Nedjar-Arroume et al., 2008) sont en caractére gras.
Les peptides non actifs sont identifiés par un fond coloré. ND : Non Déterminé.

CMI : uM
. Masses . . .. .. .
Fraction (Da) Fragments | Micrococcus luteus Listeria innocua Escherichia coli
F 797 0 99-105 [39,2 39,2 78,4
: 668,8 | a 100-105 |46,78 187,1 46,78
i 910 o 99-106 |34 34 68
§ 653,7 |a137-141 |9 1 9
3297,7 |p62-91 |18 5 5
F; 3371,8 |a34-65 |9 9 5
3257,6 |a1-32 90 38 154
21233 |0 67-86 |- - -
F, 2392,7 |p85-105 |- ND -
2353,6 |0 107-128 |53 53 26
3520,1 |p2-34 ) ) i
F, 3539,9 |a3-36 70 35 70
34048 | 1-33 73 73 146
43 43 171
3651,1 |a73-105
21954 |p126-145 |71 71 71
E 12705 |0 96-106 |24 24 98
0 6 6 12
12654 |B114-124
29413 |p79-104 |70 42 170
4430,1 |067-106 |141 35 35
F; 3176,6 | 1-30 45 45 45
2751,6 |a86-109 |4 11 11
F, 54373 [p77-125 |- - 183
Fy 2838,2 |0 107-133 |9 37 73
- 4972,6 |0 1-46 100 25 100
Y 134739 |a110-141 |72 36 72
3151,5 |a107-136 |76 38 76
Fi 137873 |0 107141 gz ;‘g g;
3556,1 |p114-145
Fi, (39005 |[a106-141 |64 32 64
10 (et
Chaine o | 15053,1 | a1-141 |2 41 Staphylococcus
aureus)
Chaine B [15954,3 |p 1-145 31
Heme |616 ND
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II- Analyse de ’activité antimicrobienne de peptides issus de la famille o 67-106 :

effet bactéricide ou bactériostatique ?

Quatre peptides issus de la famille a67-106 ont été choisis afin d’évaluer leur activité

antimicrobienne :

-a67-106 : TKAVEHLDDLPGALSELSDLHAHKLRVDPVNFKLLSHSLL (4430 Da)
- a73-105 : LDDLPGALSELSDLHAHKLRVDPVNFKLLSHSL (3651 Da)

-2 99-105 : KLLSHSL (797 Da)

- a 100-105 : LLSHSL (668,9 Da)

Apres détermination de la CMI vis-a-vis de, Listeria innocua, Escherichia coli, et
Staphylococcus Aureus, dont le récapitulatif des résultats obtenus est présenté dans le tableau
18, 'effet bactéricide ou bactériostatique de peptides a ensuite été évalué (tableau 19).

Tableau 18: CMI des peptides issus de la famille a 67-106

CMI en uM
a 67-106 | a73-105 | ¢ 99-105 | a 100-105
E. Coli 35,27 171,18 78,4 46,79
L. innocua 35,27 42.79 39,2 187,1
M. Luteus A270 | 141,08 42,79 39,2 46,78
S. Aureus - - 39,2 -
S. enteritidis - - - -

Tableau 19: Taux de mortalité induit par les peptides issus de la famille o 67-106

Pourcentage de mortalité (%)
a 67-106 a 73-105 a 99-105 a 100-105
E. Coli 100 93 83 100
L. innocua 100 100 100 63
M. Luteus 100 100 100 100
S. Aureus - - 100 -

Comme le montre le tableau 8, ces peptides appartenant a la famille a 67-106, présentent tous

une activité antimicrobienne avec une CMI comprise entre 32,27- 187,1 uM. la population
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microbienne initialement de 2.10° UFC/ml dans les puits correspondants a la CMI est
finalement comprise entre 126- 284 10* UFC/ml aprés 24 h d’incubation. Ce qui correspond 2
une population finale de 63 a 100% (tableau 19). Ces résultats mettent en €vidence le

caractere bactéricide de ces peptides vis-a-vis de certaines souches bactériennes.

Une analyse des caractéristiques de ces peptides (tableau 20), montre que ces 4 peptides
possedent une charge globale positive et sont de structure variable. Cette charge positive a

permis leur interaction avec les membranes microbiennes, les rendant ainsi actifs.

Tableau 20: Caractéristiques des peptides purs

Sequence Masse (Da) | Nombre “Charge *Structure “Pourcentage
des d’acides apH7 d’hydrophobie
peptides aminés

a 67-106 4429 40 +2 56,27 % hélice 42

a 73-105 3650 33 +1 36,36 % hélice 42

o 99-105 796 7 +2 64,28% Random coil | 50

o 100-105 667 6 +1 66,66 % Random coil | 37

“Les caractéristiques structurales ont été obtenues a partir du site internet d’analyse des séquences
peptidiques du pole bioinformatique lyonnais (http://pbil.ibcp.fr) en utilisant les méthodes MLRC
et cons. Seq.

’La banque de données « antimicrobial peptide database » (http://aps.unmc.edu/) a été utilisée
pour la détermination de 1’hydrophobie et de la charge a pH 7 (Wang et Wang, 2004).

Estelle Y. ADJE
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CONCLUSION :

Prenant pour exemple I’hydrolysat obtenu en présence de 10% de butanol, ’activité
antimicrobienne des peptides obtenus a été effectuée au cours de ce chapitre. Cette €tude a
consisté a une mise en évidence de I’activité sur milieu gélosé et une détermination de la CMI
en milieu liquide en microplaque. L’effet bactéricide ou bactériostatique de certains de ces

peptides a aussi été déterminé.

Suite a I’analyse chromatographique 12 fractions, ont été collectées ainsi que les chaines de
I’hémoglobine afin de mettre en évidence leur activité antimicrobienne. Toutes les fractions
collectées ainsi que les chaines de I’hémoglobine ont présenté une activité antimicrobienne.
La forte activité de la chaine alpha comparée a celle béta, avec une CMI pouvant atteindre
2uM a été constaté. Cela peut s’expliquer par la différence des caractéristiques spécifiques de
cette chaine en comparaison avec la chaine béta : charge globale et pourcentage d’hélices plus

importants.

Parmi les 29 peptides obtenus en présence des alcools, 26 ont présenté une activité
antimicrobienne vis-a-vis de toutes les souches testées, 13 peptides étant spécifiques a la
présence des alcools. Quatre peptides issus de la nouvelle famille a 67-106 ont montré un

effet bactéricide vis-a-vis des souches testées.

Estelle Y. ADJE
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Chapitre 5 :

Autre activité induite par la famille a 67-106 : Inhibition de I’enzyme de conversion

de ’angiotensine.

Estelle Y. ADJE
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I- Rappels bibliographiques

Les maladies cardiovasculaires représentent la plus grande cause de déces chez I’adulte
dans les pays industrialisés (Bonow et al., 2002). L’hypertension se traduit par une pression
sanguine élevée (> 140 mm Hg pour la pression systolique et > 90 mm Hg pour la pression
diastolique selon les limites fixées par 1’Organisation Mondiale de la Santé). Cette affection
constitue le facteur de risque principal sur le plan cardiovasculaire. Les éléments contribuant
majoritairement a 1’augmentation de la pression sanguine sont le volume sanguin, le débit
cardiaque et les résistances périphériques vasculaires (Page et al., 1999). La pression artérielle
est maintenue par une régulation du débit cardiaque et des résistances vasculaires
périphériques, sous le contrdle rénal du volume de liquide intra-vasculaire (Figure 42). Tous
les médicaments antihypertenseurs agissent en modifiant ces parametres.

Lorsque la pression artérielle diminue lors d'un état de choc, d'une hémorragie ou de toute
autre cause, de la rénine est sécrétée par le rein. Cette rénine va agir sur une protéine
plasmatique fabriquée par le foie et libérer ainsi un décapeptide : I'angiotensine I.

Le Systeme Rénine-Angiotensine-Aldostérone (SRAA) est le systtme endocrine le plus
important dans le controle de la pression sanguine (Beevers et al., 2001). Les enzymes clés du

SRAA sont la rénine et ’enzyme de conversion de I’angiotensine-I (Figure 42).

1

Kallikréine
Augmentation
de |a sécrétion €— Any
d'aldostérone
L 4
Vasoconstriction Vasodilatation

Figure 42: Représentation du Systeme Rénine-Angiotensine-Aldostérone (SRAA)

La rénine permet la conversion de 1’angiotensinogene en angiotensine-I (inactive), qui sera

ensuite clivée (en position C terminale -His-Leu) par 'ECA en angiotensine-II, un

Estelle Y. ADJE
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octapeptide fortement vasoconstricteur (Merk index). Sa présence entraine une constriction
rapide des artérioles et donc une remontée rapide de la pression artérielle. Mais I'action de
l'angiotensine Il est double, elle stimule également la libération d’aldostérone. Ce qui entraine
au niveau des reins, une accumulation de sodium et une excrétion du potassium.
L'accumulation du sodium s'accompagne obligatoirement d'une rétention de l'eau, ce qui va
accroitre les volumes extracellulaires, donc le débit sanguin et par voie de conséquence la
pression artérielle et la neutralisation de la production de rénine.

L’ECA inactive aussi la bradykinine (peptide vasodilatateur). Le role clé de 'ECA dans le
SRAA combiné au faite qu’elle soit ubiquitaire, justifie qu’elle ait été choisie comme cible
privilégiée des agents thérapeutiques a méme d’intervenir contre I’hypertension (Maubois et
al., 1991). L'inhibition de 'ECA permet de prévenir la formation d'angiotensine II, le peptide
vasoactif du systeme rénine-angiotensine. L'ECA est une ectoenzyme ancrée dans la

membrane cellulaire, et ayant son site actif a la surface des cellules.

Caractéristiques des peptides a activité antihypertensive

L'examen systématique des séquences de peptides inhibiteurs de 'ECA a montré qu'ils
avaient tous l'enchainement Pro-Pro, Ala-Pro ou Ala-Hyp a leur extrémité C-terminale,
(Maruyama et Suzuki, 1982).

Cependant, en général, la présence d’acides aminés aromatiques tels que le Trp, Tyr et Phe ou
d’acide aminé tel que la Pro a l'extrémité C-terminale renforce l'activité inhibitrice (Gobbetti
et al., 2000). Toutefois, ces caractéristiques ne sont ni suffisantes ni essentielles pour conférer
l'activité inhibitrice de 'ECA.

Cheung et al. (1980) ont montré que les peptides constitués d'acides aminés ramifiés tels que
la valine ou I’isoleucine a l'extrémité N-terminale présentent des activités d’inhibition de
I’ECA et que les acides aminés de la partie C-terminale contribuent fortement a 1'élaboration

de l'activité.

II- Mise en évidence de I’activité anti hypertensive
Le test d’activité d’inhibition de 'ECA mis en ceuvre est inspiré de la méthode originale de
dosage de l'activité de 'ECA (Nakamura et al., 1995). Cette méthode consiste a doser la
quantité d’acide hippurique libérée au cours de 1’hydrolyse de I’Hippuryl-Histidyl-Leucine
(HHL, Sigma-Aldrich, Germany) par 'ECA de poumon de lapin (Sigma Aldrich, Germany).
200 pl d’une solution HHL 5 mM dans du tampon borate 100 mM, NaCl 300 mM pH 8,3 sont
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mélangés a 80 pl d’inhibiteur (échantillons a tester) préparé dans le méme tampon, puis
préincubés a 37 °C pendant 3 minutes. L’initiation de la réaction se fait par ajout de 20 ul
d’enzyme 2 0,1 U ml™ ajoutée au volume réactionnel et incubé pendant 30 minutes 2 37 °C. La
réaction est arrétée par ajout de 250 pul d’HCI a IN. Apres arrét de la réaction, 100 pl du
volume réactionnel sont injectés en CLHP (systeme Waters TM 600) sur colonne de phase
inverse C;g et élués par un gradient linéaire d’acétonitrile de 0 a 28% en 50 minutes et de 28 a
47% en 20 minutes. L.’acide hippurique libéré est quantifié a 228 nm par le logiciel Millénium
par estimation des aires sous la courbe du pic d’acide hippurique. Le taux d’inhibition de

I’ECA est déterminé par la formule suivante :

I : Inhibiteur

T-1 100
C

Inhibition de ECA (%) =

L’activité enzymatique témoin (T) est mesurée en remplacant les 80 ul d’inhibiteur
par du tampon et I'autolyse (C) en remplacant les 20 pl d’enzyme par 20 ul de tampon.

Chaque essai est réalisé trois fois.

Détermination des Cls

L’activité propre des peptides antihypertensifs est caractérisée en déterminant sa Clsy. Cette
valeur représente la concentration en peptides qui permet d’inhiber 50% de I’activité de
I’ECA dans les conditions du test. L’équation de la droite de régression linéaire de la courbe
d’inhibition permet alors de calculer la Clsyo. Les résultats illustrés sur la figure 43,
représentant un exemple de la détermination de Clsyp, montrent que dans cet example, la Clsg

est de I’ordre de 1 mg/ml.

y = 88,871 + 48,066
R’ = 0,9973

Inhibition de 1' ACE (%
N
(e}

0 T T T T
-0,3 -0,1 0,1 0,3 0,5 0,7

Log (concentration)

Figure 43 : Régression linéaire du pourcentage d’inhibition de I’ECA en fonction de

la concentration peptidique
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Comme la montre la figure 43, il suffit de faire varier la concentration et de déterminer
les activités d’inhibition correspondantes puis reporter le pourcentage d’inhibition en fonction
du logarithme décimale des concentrations utilisées pour avoir la linéarité ou encore la
proportionnalité entre la concentration et 1’activité antihypertensive. Finalement il suffit de
déduire d’apres la courbe celle en log qui correspond a 50% d’inhibition puis déterminer la

concentration exacte (10).
III-  Activité antihypertensive de la famille alpha 67-106

L’activité antihypertensive a été déterminée par mesure du pourcentage d’inhibition de
I’Enzyme de Conversion de I’ Angiotensine. Une gamme de concentration a été préparée afin
de déterminer la CI 5o des différents peptides. Des solutions de 2 ; 1,5; 1; 0,75; 0,5; 0,40 ;
0,30 et 0,25 mg/ml ont donc été préparées selon le peptide. Les résultats obtenus sont

représentés dans le tableau 21.

Tableau 21 : Cls, des peptides purs

Masses (Da)
Peptides [M + H]+ Clso" (mg/ml) Clso" (uM)
a 67-106 4430,1 1,62+0,07 366 + 16,10
a 73-105 3651,1 1,89+0,13 518,29 £ 37,3
a 99-105 797 0,033+0,003 42,51 +3,96
a 100-105 668 0,73+0,04 1095,5 + 65,5

Tous les quatre peptides testés entrainent une inhibition de [Dactivité de I'ECA. Le
pourcentage d’inhibition calculé, pour une concentration de 0,75 mg/ ml est d’environs 20%
pour les peptides o 67-106 et a 73-105, d’environ 50% pour le peptide a 100-105 et dépasse
les 100% dans le cas du peptide o 99-105. Ce pourcentage rendant compte de I’activité
antihypertensive (plus le pourcentage d’inhibition est important plus Dactivité
antihypertensive I’est aussi), ces peptides et particulierement le peptide a 99-105 possedent
donc un potentiel antihypertensif trés important. La détermination de la Clsyp permet de
quantifier donc ce potentiel. Comme le montre 1’analyse des séquences peptidiques, seule la

présence d’un résidu lysine differe le peptide a 99-105 et a 100-105.
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““TKAVEHLDDLPGALSELSDLHAHKLR VDPVNFKLLSHSLL"

v

LDDLPGALSELSDLHAHKLRVDPVNFKLLSHSL '*

“KLLSHSL'*

lOOLLSHSLIOS

Bien que I’activité antihypertensive soit améliorée par la diminution de la taille du peptide,
I’inhibition de ’ECA du peptide a 99-105 est 1000 fois plus importante que celle du peptide a
100-105. La présence de cette lysine en position N-terminale serait donc a I’origine de cette

augmentation de 1’activité.
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Dans ces travaux, nous avons réalisé une hydrolyse contrdlée de I’hémoglobine bovine par la
pepsine permettant d’obtenir un hydrolysat moins complexe riche uniquement de peptides
antimicrobiens. Concernant les caractéristiques de peptides antimicrobiens, notre attention
s’est portée principalement sur 1’obtention de peptides intermédiaires, de taille moyenne,
hydrophobes et de charge globale positive a pH neutre, compte tenu de leur diversité
d’applications. La mise en place d’un nouveau systeme enzymatique incluant la présence

d’alcools, c'est-a-dire, 1’hydrolyse de 1I’hémoglobine bovine par la pepsine en milieu

hydroalcoolique, a permis d’obtenir cet hydrolysat enrichi en peptides actifs.

Afin de mieux évaluer ’effet des alcools sur 1I’hydrolyse et la structure de 1’hémoglobine,
nous avons travaillé a un pH n’entrainant aucune variation structurale sur le substrat. Le pH
d’hydrolyse a donc été€ un pH de 5,5 car comme I’on montré les analyses structurales, c’est
seulement a ce pH que la protéine garde la conformation la plus proche de 1’état natif. De

plus, comme 1’a confirmé cette présente étude, a ce pH, I’enzyme demeure active.

L’hydrolyse réalis€e a ce pH en milieu aqueux a montré qu’a 1’état natif, ’hydrolyse de
I’hémoglobine suivait un mécanisme de type « one by one », aboutissant a la production de
peptides finaux de petites tailles tandis qu’en présence d’agent dénaturant tel que I'urée, un
hydrolysat trés complexe contenant des peptides de caractéristiques variables suivant un
mécanisme de type « zipper » a été obtenu. Ces deux états structuraux (état natif ou toutes les
structures protéiques secondaires, tertiaires et quaternaires sont conservées et état dénaturé ou
toutes ces structures protéiques sont altérées) ont représenté pour nous les limites structurales

inférieures et supérieures aboutissant a des mécanismes d’hydrolyse « extrémes ».

L’hydrolyse en milieux aqueux a ensuite €té remplacée par I’hydrolyse en milieu
hydroalcoolique afin d’obtenir un hydrolysat différent de celui obtenu en milieu aqueux. Nous
avons donc défini un état structural intermédiaire protéique pouvant nous permettre de réaliser
une hydrolyse se trouvant entre le mécanisme de type « one by one » et le mécanisme de type
« zipper ». Cet état structural se définit comme un état ou toutes les structures secondaires

sont conservées et en méme temps les structures tertiaires et quaternaires sont modifiées.

Les solvants utilisés pour réaliser cette hydrolyse ont été des solvants dits « structurants »
parce qu’ils sont utilisés dans la littérature comme agents permettant d’induire ou de

conserver les structures secondaires des polypeptides et protéines.
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L’utilisation de 10% de TFE a permis d’obtenir cet hydrolysat moins complexe riche en

peptides intermédiaires hydrophobes mais a concentration faible.

La réalisation de I’hydrolyse pepsique de I’hémoglobine bovine en présence de 40% de
méthanol, 30% d’éthanol, 20% de propanol ou de 10% de butanol a permis d’améliorer les

concentrations peptidiques avec une nette amélioration lors de 'utilisation de 10% de butanol.

La présence de ces alcools a permis de modifier les structures tertiaires et quaternaires de
I’hémoglobine en des structures se trouvant entre 1’€tat natif et I’état dénaturé, tout en gardant
intactes les structures secondaires. Ce flt grace a cet état structural, qu'une hydrolyse
contrdlée a pu étre réalisée. A cet effet, la réalisation d’une modélisation bioinformatique
permettant de visualiser ces modifications structurales pourrait étre envisagée afin de

mieux maitriser ce modeéle enzymatique.

La présence de ces alcools primaires a aussi permis de rendre plus spécifique 1’activité de
I’enzyme par une augmentation de 1’hydrolyse préférentiellement en position C-terminale des

leucines et de rendre plus stables les peptides intermédiaires produits au cours de I’hydrolyse.

Elle a aussi permis de rendre accessible le cceur hydrophobe de 1’hémoglobine permettant
ainsi d’obtenir une nouvelle famille peptidique jamais décrite jusqu’alors, il s’agit de la

famille a 67-106, famille issue de la chaine alpha de I’hémoglobine.

Ces alcools ont permis d’obtenir un hydrolysat moins complexe, permettant d’obtenir
seulement 12 fractions apres 1’analyse par RP-CLHP, contenant en tout 29 peptides. Parmi
ces peptides identifiés, seulement deux peptides n’ont montré aucune activité
antimicrobienne.  Tout les autres peptides ont quant a eux, présenté une activité
antimicrobienne conséquente (CMI de 1-180 uM) vis-a-vis de souches bactériennes gram- ou
gram +. Les activités hémolytiques de ces peptides resteront a déterminer afin de vérifier la
toxicité de ces peptides actifs .1l faudra également étudier les mécanismes d’action de ces

peptides antimicrobiens et la relation structure fonction.

La famille a 67-106 en plus de I’activité antimicrobienne, a présenté aussi une activité
antihypertensive potentielle par sa capacité d’inhibition de 'ECA, avec des ICs variant en
fonction de la taille du peptide. L’analyse structurale de ces peptides a permis de mettre en
évidence I'importance de la présence du résidu lysine en position N-terminale permettant

d’accroitre par un facteur 1000 cette activité.
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L’évaluation de cette activité a des degrés d’hydrolyse plus importants, pourrait permettre
d’identifier et d’isoler de nouveaux peptides antihypertensifs avec de ICsy encore plus
Jaibles. La stabilité des peptides vis-a-vis d’autres protéases ainsi que ’effet d’inhibiteurs

vis-a-vis de ces peptides seront a envisager.

L’analyse de cette autre activité permet de mettre en évidence le potentiel étendu de ces
peptides obtenus en milieu hydroalcoolique, comme agents pouvant intervenir dans divers
domaines. Compte tenu de la structure de ces peptides, la recherche de nouvelles activités

biologiques pourrait donc étre envisagée.

Des procédés de production de ces peptides pourraient étre développés afin d’obtenir en
quantité importante dans le cadre d’applications alimentaires ou pharmaceutiques. De plus
ce systeme enzymatique utilisant des alcools plus conventionnels permet de réduire les cofits

de production car la présence d’alcool limite le temps de séchage des hydrolysats.

On pourra également envisager une hydrolyse de I’hémoglobine bovine par la pepsine en
remplacant les solvants par effet de la température, du pH ou de concentrations ioniques,

des sels...
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The angiotensin I-converting enzyme (ACE) inhibitory activities of protein hydrolysates prepared
from cuttlefish (Sepia officinalis) proteins by treatment with various bacterial proteases were
investigated. The hydrolysate generated by the crude enzyme from Bacillus mojavensis A21
displayed the highest ACE inhibitory activity, and the higher inhibition activity (87.11 + 0.92% at
2 mg/mL) was obtained with hydrolysis degree of 16%. This hydrolysate was fractionated by size
exclusion chromatography on a Sephadex G-25 into eight major fractions (P;—Pg). Fraction Pg,
which exhibited the highest ACE inhibitory activity, was then fractionated by reversed-phase high
performance liquid chromatography (RP-HPLC). Eleven ACE inhibitory peptides were isolated, and
their molecular masses and amino acids sequences were determined using ESI-MS and ESI-MS/
MS, respectively. The structures of the most potent peptides were identified as Ala-His-Ser-Tyr, Gly-
Asp-Ala-Pro, Ala-Gly-Ser-Pro and Asp-Phe-Gly. The first peptide displayed the highest ACE
inhibitory activity with an 1Cso of 11.6 uM. The results of this study suggest that cuttlefish protein
hydrolysates are a good source of ACE inhibitory peptides.

KEYWORDS: Sepia officinalis; muscle protein hydrolysates; ACE inhibitory peptide; purification and

identification

INTRODUCTION

High blood pressure has been considered a risk factor for
developing cardiovascular diseases (arteriosclerosis, stroke and
myocardial infarction) and end-stage renal disease (/). Angio-
tensin I-converting enzyme (ACE) plays an important role in the
renin—angiotensin system (RAS), which regulates human blood
pressure and fluid homeostasis. The main molecule of the RAS,
angiotensin II, is produced through an enzymatic cascade con-
sisting of renin, an aspartic protease that first cleaves angiotensi-
nogen to form the decapeptide angiotensin I (Asp-Arg-Val-Tyr-
Ile-His-Pro-Phe-His-Leu, 1—10), and ACE, an M2 family me-
tallopeptidase that then further cleaves angiotensin I into the
octapeptide angiotensin II (1—8) by removing the C-terminal
dipeptide His-Leu (2). The resulting angiotensin II is a potent
vasoconstrictor, which stimulates the release of aldosterone and
antidiuretic hormone or vasopressin and increases the retention
of sodium and water and the regeneration of rennin. In addition,
ACE, also termed kininase II, inactivates the vasodilators bra-
dykinin (Arg-Pro-Pro- Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg) and kallidin
(Lys-bradykinin) in the kallikrein—kinin system by cleaving the
C-terminal dipeptide Phe-Arg. These effects directly act in con-
cert to raise blood pressure.

*Corresponding author. Tel: 216 74-274-088. Fax: 216 74-275-595.
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Specific inhibitors of ACE have been shown to be useful as
antihypertensive drugs. Three kinds of synthetic ACE inhibitors
were designed; they are grouped by their ligand for the active site
on ACE. Captopril, the major representative of his group, has a
sulfydryl moiety, lisinopril and enalapril have a carboxyl moiety,
and fosinopril has a phosphorus group (3). Although ACE
inhibitory drugs have demonstrated their usefulness, they are
not entirely without side effects, such as cough, lost of taste, renal
impairment and angioneurotic edema (4). Therefore, research
and development to find safer, innovative and economical ACE
inhibitors is necessary for the prevention and remedy for hyper-
tension.

A variety of ACE inhibitory peptides with various amino acids
sequences have been purified and identified in hydrolysates from
food proteins digested with different proteases such as milk
protein (5), gelatin (6), wheat protein (7), sardinelle (§), sea
cucumber (9), tuna (10), and tilapia (/7). In contrast to the many
ACE inhibitory peptides derived from vertebrate muscle, very few
studies on ACE inhibitory peptides from invertebrate muscles
have been conducted.

In this study, we investigated the ACE inhibitory activity of
cuttlefish muscle protein hydrolysates obtained by various enzy-
matic treatments. Eleven new antihypertensive peptides were
isolated from the hydrolysate obtained by treatment with crude
protease extract from Bacillus mojavensis A21, and their amino
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acids sequences were determined. Furthermore, the inhibition
pattern of the most active peptide on ACE was investigated
and the stability was evaluated under simulated gastrointestinal
digestion.

MATERIALS AND METHODS

Reagents. Angiotensin I-converting enzyme from rabbit lung and the
ACE synthetic substrate hippuryl-L-histidyl-L-leucine (HHL) were pur-
chased from Sigma Chemicals Co (St. Louis, MO). Acetonitrile was of
HPLC grade. Sephadex G-25 was purchased from Pharmacia (Uppsala,
Sweden). Water was obtained from a Culligan system; the resistivity was
approximately 18 MQ. All other chemicals and reagents used were of
analytical grade.

Materials. Cuttlefish (Sepia officinalis), in the size range of 8—10
cuttlefish/kg, was purchased from the fish market of Sfax city, Tunisia.
The samples were packed in polyethylene bags, placed in ice with a sample/
ice ratio of approximately 1:3 (w/w) and transported to the research
laboratory within 30 min. The mantle was cleaned, deskinned and
eviscerated and then stored in sealed plastic bags at —20 °C until used.

Proteolytic Enzymes. Alcalase 2.4L serine-protease from Bacillus
licheniformis was supplied by Novozymes (Bagsvaerd, Denmark). Pepsin
(10 U, from porcine stomach mucosa), chymotrypsin (5 U, from bovine
pancreas) and trypsin (10 U, from bovine pancreas) were purchased from
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). Crude enzyme preparations from
Aspergillus clavatus ES1 (12), Bacillus licheniformis NH1 (13) and Bacillus
mojavensis A21 (14) were prepared in our laboratory.

Preparation of Cuttlefish Muscle Protein Hydrolysates
(CMPHs) Using Various Proteases. Cuttlefish (S. officinalis) muscle
(500 g), in 1000 mL of distilled water, was minced, using a grinder
(Moulinex Charlotte HV3, France), and then cooked at 90 °C for 20 min
to inactivate endogenous enzymes. The cooked muscle sample was then
homogenized in a Moulinex blender for about 2 min. The samples were
adjusted to optimal pH and temperature for each enzyme: Alcalase (pH
8.0; 50 °C), crude enzymes from B. licheniformis NH1 and B. mojavensis
A21 (pH 10.0; 50 °C) and crude enzyme from A. clavatus ES1 (pH 8.0;
40 °C). Then, the substrate proteins were digested with enzymes at a 3:1 (U/
mg) enzyme/protein ratio for 4 h. Enzymes were used at the same activity
levels to compare hydrolytic efficiencies. During the reaction, the pH of the
mixture was maintained at the desired value by continuous addition of 4 N
NaOH solution. The enzymatic hydrolysis was stopped by heating the
solutions at 80 °C during 20 min. Protein hydrolysates were then
centrifuged at 5000g for 20 min to separate soluble and insoluble fractions.
Finally, the soluble fractions were freeze-dried using freeze-dryer
(Bioblock Scientific Christ ALPHA 1-2, Illkirch-Cedex, France) and
stored at —20 °C for further use.

Determination of the Degree of Hydrolysis. The degree of hydro-
lysis (DH), defined as the percent ratio of the number of peptide bonds
broken (/) to the total number of peptide bonds per unit weight (/y), in
each case, was calculated from the amount of base (NaOH) added to keep
the pH constant during the hydrolysis (/5) as given below.

h BxNb 1 1
DH (%) ZEXIOOZWXEXEXIOO

where B is the amount of NaOH consumed (mL) to keep the pH constant
during the reaction. Nb is the normality of the base, MP is the mass (g) of
protein (N x 6.25), and o is the average degree of dissociation of the o-NH,
groups released during hydrolysis expressed as

IOpH —pK

BT

where pH and pK are the values at which the proteolysis was conducted. The
total number of peptide bonds (/) in a fish protein concentrate was
assumed to be 8.6 mequiv/g (15).

Chemical Analysis. The moisture and ash content were determined
according to the AOAC (/6) standard methods 930.15 and 942.05,
respectively. Total nitrogen content of cuttlefish protein hydrolysates was
determined by using the Kjeldahl method. Crude protein was estimated by
multiplying total nitrogen content by the factor of 6.25. Lipids were
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determined gravimetrically after Soxhlet extraction of dried samples with
hexane. All measurements were performed in triplicate.

Determination of ACE Inhibition Activity. The ACE inhibition
activity was measured as reported by Nakamura et al. (/7). A sample
solution (80 uL) containing different concentrations of protein hydro-
lysates was added to 200 L containing 5 mM hippuryl-L-histidyl-L-leucine
(HHL), and then preincubated for 3 min at 37 °C. CMPHs and HHL were
prepared in 100 mM borate buffer, pH 8.3, containing 300 mM NaCl. The
reactions were then initiated by adding 20 uL of 0.1 U/mL ACE from
rabbit lung prepared in the same buffer and incubated for 30 min at 37 °C.
The enzyme reaction was terminated by the addition of 250 uL of 1.0 M
HCI. The released hippuric acid (HA) was quantified by RP-HPLC on a
Vydac C,g column connected to a system composed of a Waters TM 600
automated gradient controller pump module, a WaterWisp 717 automatic
sampling device and a Waters 996 photodiode array detector. The sample
was then eluted using an acetonitrile gradient from 0 to 28% and from 28
to 47% in 0.1% trifluoroacetic acid (TFA) (v/v) for 50 and 20 min,
respectively. The eluate was followed at 228 nm. Spectral and chromato-
graphic data were stored on a NEC image 446 computer. Millennium
software was used to acquire, analyze and plot chromatographic data. The
average value from three determinations at each concentration was used to
calculate the ACE inhibition rate as follows:

ACE inhibition (%) = [g_A] x 100

-C

where A is the absorbance of HA generated in the presence of ACE
inhibitor component, B the absorbance of HA generated without ACE
inhibitors and C is the absorbance of HA generated without ACE
(corresponding to HHL autolysis in the course of enzymatic assay).

The ICs, value was defined as the concentration of hydrolysate (mg/
mL) required to reduce the hippuric acid peak by 50% (indicating 50%
inhibition of ACE).

Purification and Characterization of ACE-Inhibitory Peptides.
The freeze-dried hydrolysate (1 g), with a DH of 16% obtained by
treatment with alkaline proteases from B. mojavensis A21, was suspended
in 5 mL of distilled water, and then loaded onto a Sephadex G-25 gel
filtration column (5 cm x 57 cm), pre-equilibrated and eluted with distilled
water. Fractions (4 mL each) were collected at a flow rate of 30 mL/h, and
the absorbance was measured at 226 nm. Fractions associated with each
peak showing ACE inhibitory activity were pooled and freeze-dried.
Peptides in fraction Py from Sephadex G-25, which exhibited the highest
ACE inhibitory activity, were dissolved in distiller water, filtered through
0.22 um, and then separated by RP-HPLC on a Vydac C;g column (10 mm x
250 mm) (Grace-Vydac, USA). Peptides were eluted with eluent A (water
containing 0.1% trifluoric acetic acid (TFA) for 20 min), then with a linear
gradient of acetonitrile (0—50% in 35 min) containing 0.1% TFA at a flow
rate of 1 mL/min. Online UV absorbance scans were performed between
200 and 300 nm at a rate of one spectrum per second with a resolution of
1.2 nm. Chromatographic analyses were completed with Millennium
software. The ACE inhibitory activities of the eluted peaks were deter-
mined. The liquid chromatographic system consisted of a Waters 600E
automated gradient controller pump module, a Waters Wisp 717 auto-
matic sampling device and a Waters 996 photodiode array detector.
Spectral and chromatographic data were stored on a NEC image 466
computer. Millennium software was used to plot, acquire and analyze
chromatographic data.

Identification of the Amino Acid Sequence of ACE Inhibitory
Peptides. The molecular mass and peptide sequencing were done on
positive ion mode using electrospray ionization mass spectrometry (ESI-
MS) and tandem mass spectrometry (MS/MS), respectively. ESI mass
spectrometry was performed using a triple quadrupole instrument Applied
Biosystems API 3000 (PE Sciex, Toronto, Canada) equipped with an
electrospray ion source. The system is controlled by the Analyst Software
1.4, allowing the control of the spectrometer, the analysis and the
processing data. Interpretations of MS/MS spectra were made with
Bioanalyst software. The freeze-dried samples from RP-HPLC were
dissolved in acetonitrile/water (20/80; v/v) containing 0.1% formic acid
for the positive mode. The solution was injected (nebulized) uninterrupted,
by a pump (model 22, Harvard Apparatus, South Natick, MA) with a flow
rate of 5 uL/min. The potential of ionization was of 5000 V in positive
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Figure 1. Hydrolysis curves of cuttlefish muscle proteins treated with
different enzymes.

mode. At the time of the recording of the spectrum, 30 scans on average
were added (MCA mode) for each spectrum. The gases used (nitrogen and
air) were pure (up to 99%) and produced by a compressor Jun-Air
4000—40 M and a nitrogen generator Whatman model 75-72 (Whatman
Inc., Haverhill, MA). Polypropylene glycol (PPG) was used for the
calibration and the optimization of the machine. The peptide sequence
was determined from the CID spectrum of the protonated analyze [M + H]"
by MS/MS experiments. Peptide sequences were done using the bioanalyst
software (Applied Biosystems, USA).

Stability of Ala-His-Ser-Tyr against Gastrointestinal Proteases.
In vitro digestion of the potent purified ACE-inhibitory peptide (Ala-His-
Ser-Tyr) was carried out according to the method of Kuba et al. (/8).
Peptide (0.2 mL, 1 mg/mL) was incubated with 0.05% pepsin (pH 2.0),
chymotrypsin or trypsin (pH 8.0) for 3 h at 37 °C. In successive digestion
test, the peptide was first incubated with pepsin for 3 h, evaporated in a
centrifugal concentrator and then incubated for 3 h at 37 °C with both
0.025% (w/v) chymotrypsin and 0.025% (w/v) trypsin. The reactions were
then heated for 5 min in boiling water to inactivate the enzyme. After
enzymatic treatment, each sample was centrifuged and the supernatant
was adjusted to pH = 8.3 and used for the ACE inhibitory activity
determination.

Determination of ACE Inhibition Pattern. To clarify the inhibitory
mechanism of the most potent peptide (Ala-His-Ser-Tyr) on ACE,
different concentrations of the ACE inhibitory peptide were added to
each reaction mixture according to the method of Wu and Ding (19), with
slight modifications. The enzyme activities were measured with different
concentrations of the substrate (HHL). ACE inhibitory pattern in the
presence of the inhibitor was determined with Lineweaver—Burk plot (20).

Statistical Analysis. Statistical analyses were performed with Stat-
graphics ver. 5.1, professional edition (Manugistics Corp., USA) using
ANOVA analysis. Differences were considered significant at p < 0.05.
Correlation coefficient between degree of hydrolysis (DH) and ACE-
inhibitory activity was performed by SPSS software using Pearson’s
correlation coefficient.

RESULTS AND DISCUSSION

Preparation of Cuttlefish Protein Hydrolysates Using Various
Proteases. The specificity of the enzyme used for the proteolysis
and process conditions greatly influenced the molecular weight
and amino acid residue composition of cuttlefish protein hydro-
lysates and thus their ACE inhibitory activities (27). In the present
study, to produce ACE inhibitory peptides, cuttlefish muscle was
hydrolyzed with various enzymes: Alcalase, crude enzyme pre-
parations from B. mojavensis A21, B. licheniformis NH1 and A.
clavatus ES1. The proximate composition of the cuttlefish muscle
showed that it had high protein content (80.67 & 0.26%). The ash
and lipid contents of the muscle were 9.91 &+ 0.04 and 3.4 £ 0.1%,
respectively.

© 2011 Tous droits réservés.
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Table 1. Degrees of Hydrolysis of Cuttlefish Muscle Proteins, ACE Inhibitory
Activities and ICs, Values of CMPH Obtained with Various Protease Treat-
ments

enzyme DH (%) ACE inhibn (%) ICs0 (mg/mL)
A21 proteases 18.7 70.00 4+ 1.00 1.12£0.07
NH1 proteases 15.0 49.32 + 0.62 2.01£0.21
Alcalase 12.5 51.47 £1.50 1.84 £ 0.11
ES1 proteases 5.0 22.57+1.30 443+0.36

The extent of protein degradation by proteolytic enzymes was
estimated by assessing the DH. The hydrolysis curves of cuttlefish
proteins with the different enzymes after 4 h of incubation are
shown in Figure 1. The hydrolysis of cuttlefish proteins was
characterized by a high rate of hydrolysis for the first 1 h. The rate
of enzymatic hydrolysis was subsequently decreased, and then the
enzymatic reactions reached the steady-state phase when no
apparent hydrolysis took place.

The crude protease from B. mojavensis A21 was the most efficient
(DH = 18.7%), followed by the crude enzyme from B. licheniformis
NHI1 (DH = 15%), while that of A. clavatus ES1 was the least
efficient (DH = 5%). High hydrolysis degree obtained with crude
proteases from NH1 and A21 strains could be due to the fact that
these extracts contain multiple proteases which offer the ability to
achieve higher degree of hydrolysis of cuttlefish proteins (/4, 22).
However, in the case of 4. clavatus ES1, Hajji et al. (23) reported
the production of only one protease by this strain.

The shape of hydrolysis curves is similar to those previously
published for hydrolysates from smooth hound (24), Atlantic
salmon (25), silver carp (26) and sardinelle (8).

ACE Inhibitory Activity of Cuttlefish Muscle Protein Hydro-
lysates. ACE inhibitory activity of the four CMPHs is presented
in Table 1. ACE inhibitory activity of hydrolysates at 2 mg/mL
varied greatly from 22.6% to 70.0%. The difference between
ACE inhibitory activities might be attributed to the different
molecular weights and different amino acid composition of ACE
inhibitory peptides present in the CMPHs.

The protein hydrolysate generated by the crude enzyme pre-
paration from A. clavatus ES1 showed the weakest ACE inhibi-
tory activity with an ICs, value of 4.43 4 0.36 mg/mL, while that
obtained by the crude enzyme preparation from B. mojavensis
A21 exhibited the highest ACE inhibitory activity with an ICsq
value of 1.12 £ 0.07 mg/mL. The obtained results clearly show
that high ACE inhibitory activity was observed only with hydro-
lysates with high DH, demonstrating that low molecular weight
peptides had more ACE inhibitory activity than high molecular
weight peptides. This is in line with previous works reporting
that low molecular weight peptides exhibited higher activity than
high molecular weight peptides (9, 27). In addition, the obtained
results suggest that protein hydrolysate prepared by treatment
with crude protease from A21 strain possibly contained more
potent ACE inhibitory activity peptides.

The ICs, value of A21 cuttlefish protein hydrolysate is lower
than those of hydrolysates from oyster, scallop, codfish skin, and
codfish bone, which presented an ICs, greater than 10 mg/
mL (28), whereas it is higher than those of S-conglycinin and
glycinin hydrolysates (0.126 and 0.148 mg/mL, respectively) (29).

Effect of the Degree of Hydrolysis on ACE Inhibitory Activity.
Since the extent of hydrolysis highly influences the recovery and
the functionality of the proteins, it is imperative to control the
hydrolysis of proteins. Thus, cuttlefish muscle proteins were
hydrolyzed by the crude enzyme from B. mojavensis A21, and
the degree of hydrolysis and the ACE inhibition activity were
measured. As shown in Figure 2, no ACE-inhibitory activity was
detected with the undigested cuttlefish muscle proteins, while

http://doc.univ-lille1.fr



Article

ACE inhibitory activity of hydrolysates increased with extended
incubation time. Higher ACE inhibition (p < 0.05) activity
(87.11 £ 0.92% at 2 mg/mL) was obtained with a DH of 16%
(about 2 h) and further digestion resulted in a decrease in the
inhibition level (Figure 2).

The degree of hydrolysis (DH) is an important indicator used
to describe a protein hydrolysis reaction (/5). Many studies have
suggested the importance of DH relating to ACE inhibitory
activity. In the present study, we found that ACE-inhibitory
activity was positively correlated with DH value (r = 0.8333,p <
0.001) based on Pearson’s correlation analysis (Figure 3), suggest-
ing that, for cuttlefish muscle proteins, it is essential to reach a
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Figure 2. Comparison of ACE inhibitory activity and degree of hydrolysis
of CMPH as a function of hydrolysis time.
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certain level of degree of hydrolysis to allow maximum release of
active peptides from inactive protein precursors.

The above results indicated that the hydrolysate obtained by
treatment with crude enzyme preparation from B. mojavensis A21
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Figure 4. Elution profile of CMPH obtained with crude enzyme from
B. mojavensis A21 separated by size exclusion chromatography on Sepha-
dex G-25 (lower panel) and the ACE inhibitory activities of the separated
fractions (P1—Pg) (upper panel). Values presented are the means of
triplicate analyses.
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Figure 3. Relationship between degree of hydrolysis (DH) of cuttlefish muscle proteins treated with varied proteases and ACE-inhibitory activity based on

Pearson’s correlation analysis (r=0.8333, p < 0.001).
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Figure 5. Purification of ACE inhibitory peptides in peak Pg by reversed-phase HPLC chromatography on a Vydac Cg column (10 mm x 250 mm).

Table 2. Structure, Molecular Weight and ICs, Values of Peptides in Fraction
Pe from Gel Filtration Separated by RP-HPLC

fractions mass (M + H)* in Da sequence ICs value? (M)
Pe.1 270.3 Gly-His-Gly 122.0
Ps.2 359.1 Gly-Asp-Ala-Pro 225
Ps.3 2341 Ala-Gly-Ser 527.9
Pe.sa 321.0 Ala-Gly-Ser-Ser 672.1
Pe.5 4771 Ala-His-Ser-Tyr 11.6
Ps.6 331.2 Ala-Gly-Ser-Pro 37.2
Ps7 520.1 Gly-Val-His-His-Ala 71.8
Pe.s 338.0 Asp-Phe-Gly 44.7
Pso 280.0 Phe-Gly-Gly 825
Pe.10 288.2 Ala-Val-val 66.6
Pe-11 302.1 lle-Ala-Val 153.4

@The ICs value of each peptide is the mean of three experimental repeats.

possessed potent ACE inhibitory peptides. Therefore, this hydro-
lysate was selected for further study.

Isolation and Purification of ACE Inhibitory Peptides. The ACE
inhibitory peptides, in cuttlefish muscle protein hydrolysates with
a DH of 16%, treated with the B. mojavensis A21 proteases,
were separated by gel filtration chromatography on a Sephadex
G-25 column. As reported in Figure 4a, eight fractions were
separated and designated as P, —Pg. Each fraction was pooled and
freeze-dried, and its ACE inhibitory activity was determined. All
fractions (at 1 mg/mL) displayed ACE inhibitory activity as
shown in Figure 4b. Of the eight fractions collected, fraction
P exhibited the highest level of ACE inhibitory activity (ICsq =
0.52 £ 0.03 mg/mL), followed by fraction Ps (ICso = 0.93 +
0.07 mg/mL).

Fraction P4 was further separated by RP-HPLC on a Cig
column using a linear gradient of acetonitrile. As can be seen from
the chromatographic profile at 214 nm, given in Figure 5, at least
eleven subfractions designated P4 ;—Pg.1 were present in fraction
Ps. These fractions were collected, and their ACE inhibitory
activities were determined. Although ACE inhibitory activity was
observed in all subfractions, fraction P45 exhibited the highest
inhibitory activity (ICsy value 0.0055 mg/mL) followed by P,
Ps.¢ and Pg_g with ICs, values of 0.008, 0.0123, and 0.015 mg/mL,
respectively. The other fractions showed moderate or very low
ACE inhibitory activity.

Identification of the ACE Inhibitory Peptides. Peptides in
subfractions Pg.;—Pg.;; were analyzed by ESI-MS for molecular

© 2011 Tous droits réservés.

mass determination and by ESI-MS/MS for amino acid se-
quences. Eleven peptides were identified, and their ICsy values
were determined (Table 2). These inhibitors are novel peptides
with ACE inhibitory activity that had never been reported. The
amino acid sequences of the three potent ACE inhibitors were
Ala-His-Ser-Tyr, Gly-Asp-Ala-Pro and Ala-Gly-Ser-Pro, and
their I1Cs, values were 11.6, 22.5, and 37.2 uM, respectively.

According to previous reports on the structure—activity
relationships between different peptide inhibitors of ACE
(30), binding to ACE is strongly influenced by the C-terminal
amino acid residue. Gobbetti et al. (37) reported that pep-
tides with Trp, Tyr, Phe, Pro or hydrophobic amino acids
at the C-terminal were effective for ACE inhibitory activity.
Several identified ACE inhibitory peptides have a proline
residue in the C-terminal position, but this is neither sufficient
nor essential to confer activity. Further, Cheung et al. (32)
indicated that ACE prefers competitive inhibitors that contain
hydrophobic amino acid residues such as Pro, Phe, and Tyr at
the three positions from the C-terminal. In this study, two of
the three potent ACE inhibitory activity peptides identified
had Pro at C-terminal and the most potent inhibitory peptide
had Tyr at the C-terminal position. On the other hand, seve-
ral studies reported that hydrophobic amino acid residues
were preferred at the N-terminal position. Among the eleven
identified peptides, nine peptides had Ala, Gly or Ile at the
N-terminal.

Interestingly, Ala-His-Ser-Tyr peptide with Tyr residue at
C-terminal was found to possess the strong ACE-inhibitory
activity with an 1Csy value of 11.6 uM. The ACE inhibitory
activity of the most potent inhibitor was higher than Ileu-Trp-Glu
(ICs0, 315.3 uM) and Ileu-Ala-Glu (ICs, 34.7 uM) peptides from
the sea cucumber (Acaudia molpadiodea) hydrolysate (9), and
Leu-Val-Gln-Gly-Ser (ICsy, 43.7 uM) from fermented soybean
extract (33).

The peptides with moderate ACE inhibitory activity had a high
content of branched and/or aromatic amino acids (Pro, Glu, Val,
Phe and Tyr) in their peptide sequences such as Asp-Phe-Gly
and Gly-Val-His-His-Ala peptides with 1Cs, values of 44.7 and
71.8 uM, respectively. Ala-Gly-Ser and Ala-Gly-Ser-Ser showed
only weak ACE inhibitory activity. The presumed reason for this
low level of activity inhibition was that these peptides were not
sufficiently hydrophobic for ACE inhibition and contained Ser, a
hydrophilic amino acid, at the C-terminal.
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Table 3. In vitro Stability of Ala-His-Ser-Tyr to Digestive Proteases
enzyme ACE inhibn (%)
control 100
pepsin 100
trypsin 99.2
chymotrypsin 98.9
pepsin + trypsin + chymotrypsin 98.1
30 1
g
g
2
g
g
[
5 1
L5 1,0 05 0,0 05 1,0 L5 2,0 25
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Figure 6. Lineweaver—Burk plot of the inhibition of ACE by the most
potent purified peptide (Ala-His-Ser-Tyr) from cuttlefish muscle protein.
ACE activity was measured in the absence or presence of inhibitory peptide
(Ala-His-Ser-Tyr) as described in the text using HHL as the enzyme sub-
strate (O, control; O, 25 «M; B, 50 uM). 1/V and 1/S represent the reci-
procal of velocity and substrate, respectively. Each point represents the
mean value of three experiments.

Stability of Ala-His-Ser-Tyr against Gastrointestinal Protease.
In order to exert an antihypertensive effect in vivo, the ACE
inhibitory peptides must be absorbed in their intact form from
intestine and further be resistant to plasma peptidase degradation
to reach their target sites. Thus, to predict the antihypertensive
effect in vivo, the stability of the most potent ACE inhibitory
peptide, Ala-His-Ser-Tyr, against gastrointestinal proteases in
vitro, was evaluated. As reported in Table 3, the peptide is stable,
since incubation with gastrointestinal proteases did not change its
activity (p > 0.05) (Table 3). Due to its digestion-resisting pro-
perties and long-lasting antihypertensive activity, this peptide
may potentially be used as a functional food useful in prevention
and/or treatment of hypertension.

Determination of ACE Inhibition Pattern of Ala-His-Ser-Tyr.
The ACE inhibition pattern of the most potent ACE inhibitory
peptide, Ala-His-Ser-Tyr, was investigated by Lineweaver—Burk
plot (Figure 6). The kinetic study revealed that ACE inhibitor
Ala-His-Ser-Tyr acts as a noncompetitive inhibitor. This indi-
cates that the novel peptide cannot bind to the catalytic site of
ACE and thus could not be hydrolyzed by the enzyme.

Although most of the reported peptides acted as competitive
inhibitors for ACE, a few peptides inhibiting ACE activity in a
noncompetitive manner have been reported, including Val-Gly-
Cys-Tyr-Gly-Pro-Asn-Arg-Pro-GIn-Phe from algae protein
waste (34), Val-Val-Tyr-Pro-Trp-Thr-Gln-Arg-Phe from oyster
(Crassostrea talienwhanensis Crosse) proteins (35), Phe-Gly-Ala-
Ser-Thr-Arg-Gly-Ala from Alaska Pollack (Theragra chalcogrammay

© 2011 Tous droits réservés.
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frame protein (36) and Ile-Phe-Leu and Trp-Leu from fermented
soybean food (/8). The inhibition site of the noncompetitive
inhibitor on ACE was not specified, and the precise inhibition
mechanism of ACE inhibitory peptide is also not yet clear.

Conclusion. ACE inhibitory peptides were selected from hydro-
lysates of continental proteins, and there were only a few reports
on the identification of peptides from marine protein hydrolysates
and in particular from invertebrate muscle. In the present study,
cuttlefish muscle protein hydrolysates obtained by treatment with
various proteases were found to possess ACE inhibitory activity.
Among the four proteolytic preparations, crude enzyme from
B. mojavensis A21, which contained multiple proteases, was the
most suitable for the production of the hydrolysate with the
highest ACE inhibitory activity.

By gel permeation chromatography on a Sephadex G-25, and
reversed-phase HPLC, eleven ACE inhibitory peptides were
purified from the muscle of cuttlefish hydrolysates with a DH
of 16% and their sequences were identified by ESI-MS/MS and
molecular weight analysis. The peptide Ala-His-Ser-Tyr displayed
the highest ACE inhibitory activity with an ICsy of 11.6 uM.
Further, this purified peptide maintained inhibitory activity even
after incubation in vitro digestion with gastrointestinal proteases.
The kinetic study revealed that the ACE inhibitor of the potent
peptide acts as a noncompetitive inhibitor.

The obtained results show that cuttlefish muscle is a promising
protein source for the production of ACE inhibitory peptides that
could be utilized to develop functional foods for prevention of
hypertension. Further work should be done to purify and identify
ACE inhibitory peptides in the other fractions collected by gel
filtration. In addition, potent ACE inhibitory peptides should be
tested on spontaneously hypertensive rats to examine their
properties and functions as antihypertensive compounds in vivo.
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ABSTRACT

A peptic hemoglobin hydrolysate was fractioned by a semi-preparative reversed-phase
HPLC and some fractions have an antibacterial activity against four bacteria strains:
Micrococcus luteus A270, Listeria innocua, Escherichia coli and Salmonella enteritidis. These frac-
tions were analyzed by ESI/MS and ESI/MS/MS, in order to characterize the peptides in these
fractions. Each fraction contains at least three peptides and some fractions contain five
peptides. All these fractions were purified several times by HPLC to obtain pure peptides.
Thirty antibacterial peptides were identified. From the isolated antibacterial peptides, 24
peptides were derived from the « chains of hemoglobin and 6 peptides were derived from
the B chains of hemoglobin. The lowest concentration of these peptides (minimum inhi-
bitory concentration (MIC)) necessary to completely inhibit the growth of four bacteria strain
was determined. The cell population of all of the tested bacteria species decreased by at least
97% after a 24-h incubation with any of the peptides at the minimum inhibitory concentra-
tion.

© 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Antimicrobial peptides were classified into two categories:
those obtained from protein hydrolysis and newly called

In view of the emergence of resistant pathogenic bacteria, the
discovery of new antimicrobial molecules having a mechan-
ism of action different from that of traditional antibiotics is of
considerable interest. In the 1970s, peptides presenting an
antimicrobial activity were discovered in amphibians, insects
and plants [4,9,11]. These discoveries generated a growing
interest to isolate and identify other antimicrobial peptides.
Since then, many antimicrobial peptides resulting from
various species have been discovered [12,13,16].

cryptides [33] and those obtained by ribosomal synthesis. The
latter constitutes a significant part of innate immunity. These
antimicrobial peptides constitute the first line of defense of
the body [7,19,23]. Some of these antimicrobial peptides are
not obtained by synthesis but by the proteolytic degradation of
some proteins present within the organism.

During the 1990s, several peptides having antimicrobial
activities were generated in vitro in protein hydrolysates. First,
in 1991, Tomita et al. [32] highlighted the inhibiting effects of a
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peptic hydrolysate of lactoferrin towards Gram-positive and
Gram-negative bacteria, yeasts and filamentous fungi. The
antimicrobial activity of this peptic hydrolysate of lactoferrin
is due to the presence of the peptide, lactoferricin, isolated by
Bellamy et al. [2]. The hydrolysis of casein generated
antimicrobial peptides. From the as2-casein, Zucht et al. [35]
isolated casocidin I (165-203). In 1999, Recio and Visser [31]
identified two other antimicrobial peptides corresponding to
fragments 183-207 and 164-179, after peptic hydrolysis. Lahov
and Regelson [17] isolated the peptide isracidin, corresponding
to the fragment 1-23 of s1-casein. Two antimicrobial peptides
were also obtained from the k-casein. The first peptide was
isolated and identified by Malkoski et al. [22] within a
hydrolysate obtained by the digestion with chymosin and
endoproteinase Glu-C. This peptide named kappacin and
corresponding to fragment 138-158, has an activity towards
pathogenic germs of the mouth. The second peptide whose
sequence corresponds to fragment 6-117, was isolated by
Liepke et al. [20] from peptic hydrolysis. Two whey proteins,
the a-lactalbumin and the B-lactoglobulin, also treated by
proteolytic hydrolysis produced several peptides exhibiting an
antimicrobial activity. Pellegrini et al. [27] isolated three
peptides: LTD1 (« 1-5), LTD2 (o 17-31/109-114), and LDC («
61-68/75-80) mainly active towards Gram-positive bacteria by
tryptic and chymotrypsic hydrolysis from «-lactalbumin and
in 2001, after tryptic digestion of the B-lactoglobulin, they
isolated four peptides (15-20, 25-40, 78-83, and 92-100) having
an antimicrobial activity towards Gram-positive bacteria [28].

Several authors reported obtaining antimicrobial peptides
by enzymatic hydrolysis of proteins other than milk proteins.
Ibrahim et al. [14] isolated a peptide (109-200) having an
antimicrobial activity against Staphylococcus aureus and Escher-
ichia coli K12 by acid hydrolysis spared from the hen
ovotransferrin. Then in 2001, they also isolated a peptide
(98-112) having antimicrobial properties towards Gram-
positive and Gram-negative bacteria [15] after hydrolysis by
clostripain from the lysozyme from hen egg white.

In 1999, Fogaca et al. [10] isolated an active peptide towards
Gram-positive bacteria and mushrooms from the hemolymph
of a tick parasitizing bovines (Boophilus microplus). The
sequence of this peptide corresponded to fragment 33-61 of
the « chain of bovine hemoglobin but the same peptide could
not be obtained by enzymatic hydrolysis. Bovine hemoglobin
is known to be a source of peptides exhibiting biological
activities [15]. Several biologically active peptides could be
obtained during the peptic hydrolysis of bovine hemoglobin: a
heme-solubilizing peptide: B 1-30 [18], a peptide carrier of
photosensitizing agents: a 110-125 [3], opioid peptides: LVV
hemorphin-7 (8 31-40), VV hemorphin-7 (3 32-40) [29], VV
hemorphin-4 (8 32-37) [21] or valorphin (B 32-38) [8].

Parish et al. [26] obtained four B fragments presenting
antimicrobial activities against Gram-positive and Gram-
negative bacteria after hydrolysis of the human hemoglobin
by cyanogen bromide. Froidevaux et al. [11], for the first time,
isolated an antimicrobial peptide, peptide a 1-23, active
towards Micrococcus luteus A270, by enzymatic hydrolysis of
bovine hemoglobin. Recently, in our laboratory, we isolated
five antimicrobial peptides which correspond to peptides a
107-136 [6], a 107-141, a 107-133, a 137-141 and B 126-145 [24]
from the peptic hydrolysate of hemoglobin.

© 2011 Tous droits réservés.

In this paper, we reportisolation and characterization of 24
new antibacterial peptides from bovine hemoglobin during
peptic digestion at low degree of hydrolysis.

2. Materials and methods
2.1. Materials

All common chemicals and solvents were of analytical grade
from commercial sources. Bovine hemoglobin and pig pepsin
were purchased from Sigma Chemicals. Acetonitrile was of
HPLC grade. Water was obtained from a Millipore MilliQ
system; the resistance was about 18 M(Q. All aqueous HPLC
eluents were bubbled with Waters In Line Degasser.

2.2. Hydprolysate preparations

Hemoglobin solution (100 ml) at 1% (w/v) was digested by pig
pepsin (EC 3.4.23.1) (40,000 Anson units; Sigma Chemicals) at
23 °Cin 0.1 M sodium acetate buffer, pH 4.5, in the presence of
urea (5.3M). The enzymatic hydrolysis was stopped by
addition of disodium tetraborate (0.32M, pH 12.7) up to a
final pH of 10. The enzymatic hydrolysis of hemoglobin was
performed at 3% degree of hydrolysis (DHc) according to the
trinitrobenzene sulphonate method [1].

2.3.  HPLC analysis

Theliquid chromatographic system consisted of a Waters 600E
automated gradient controller pump module, a Waters Wisp
717 automatic sampling device and a Waters 996 photodiode
array detector. Spectral and chromatographic data were
stored on a NEC Image 466 computer. Millennium software
was used to plot, acquire and analyze chromatographic data.

All of the chromatographic processes were performed on a
Vydac C4 column (250 mm x 10 mm). The mobile phase was
water/trifluoroacetic acid (1000:1, v/v) as eluent A and
acetonitrile/water/trifluoroacetic acid (600:400:1, v/v) as eluent
B. The flow rate was 5 ml/min. Samples were filtered through
0.22 pm filters and then injected. The gradient applied was 0-
67% (v/v) B over 30 min then 67-87% (v/v) B over 35 min. On-
line UV absorbance scans were performed between 200 and
300 nm at a rate of 1 spectrum/s with a resolution of 1.2 nm.
Chromatographic analyses were completed with Millennium
software [34].

2.4. Mass spectrometry analysis

MS and MS/MS measurements were performed in positive ion
mode using electrospray ionization (ESI) and ESI/MS/MS,
respectively. ESI mass spectrometry was performed using a
triple quadrupole instrument, Applied Biosystems API 3000 (PE
Sciex, Toronto, Canada).

The system is controlled by the Analyst Software 1.4,
allowing the control of the spectrometer, the analysis and the
data processing. Interpretations of spectra MS-MS were made
with the Bioanalyst software. The freeze-dried samples were
dissolved in a solvent acetonitrile/water (20/80, v/v) containing
formic acid 0.1% for the positive mode. The solution was
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injected (nebulized) uninterrupted, by a pump (Model 22,
Harward Apparatus, South Natick, USA) with a flow rate of
5 pl/min. The potential of ionization was of 5000V (volt) in
positive mode. At the time of the recording of the spectrum, 30
scans on an average were added (MCA mode) for each
spectrum.

The gases used (nitrogen) were pure (up to 99%) and
produced by a compressor Jun-Air 4000-40 M and a nitrogen
generator Whatman model 75-72 (Whatman Inc., Haverhill,
MA, USA). Polypropylene glycol (PPG) was used for the
calibration and the optimization of the machine.

2.5.  Bacteria and antimicrobial assays

The antibacterial activity was determined by the method of
Parish et al. [26].

Four bacterial species were used as test micro-organisms
for the determination of antibacterial activity: two Gram-
negative (E. coli and Salmonella enteridis) and two Gram-positive
(M. Tuteus A270 and Listeria innocua). The bacterial strains used
as indicator bacterial species were isolated from food products
in our laboratory, except M. luteus A270.

The antibacterial activity was measured as the diameter of
clear zone of growth inhibition by comparison to a positive
control which was chloramphenicol, and to a negative control:
sodium phosphate buffer in Petri plates [6].

The minimum inhibitory concentration (MIC) of the
peptide was determined by liquid growth inhibition assay in
a microtiter plate assay system [11]. MIC is the lowest
concentration of the peptide that completely inhibited the
strain growth after 24 h of incubation. The mode of action of
the peptide was also determined. One hundred microliters of
cell suspension were distributed in a microtiter plate well and

1.00
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=)
[
—
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Fig. 1 - HPLC chromatogram of the denatured hemoglobin
hydrolysate. Peptic hydrolysis of hemoglobin was
followed at 3% of corrected degree of hydrolysis and at
23 °C in 0.1 M sodium acetate buffer at pH 4.5. This
hydrolysate was analyzed by RP-HPLC on a C4; column
(250 mm X 10 mm). The mobile phase was water/
trifluoroacetic acid (1000:1, v/v) as eluent A and
acetonitrile/water/trifluoroacetic acid (600:400:1, v/v) as
eluent B. The flow rate was 5 ml/min. The gradient applied
was 0-67% (v/v) B over 30 min then 67-87% (v/v) B over
35 min.

© 2011 Tous droits réservés.

100 pl of the peptide were added. Cells were enumerated on
nutrient agar medium before and after 24 h of incubation at 30
or 37 °C.

3. Results
3.1.  Purification of the antibacterial fractions by HPLC

Previously [6], the peptic hydrolysis of hemoglobin was
followed by different degrees of hydrolysis and we showed

Table 1 - The active fractions against these bacterial
species were analyzed by ESI/MS and ESI/MS/MS

Fractions Mass (M+H)" (Da) Peptides
1 796 B 140-145
451 B 81-84
909 a 99-106
2 2728 o 1-28
2657 a 1-27
1305 B 91-101
1746 o 84-98
3 2841 a 1-29
1650 a 109-124
1650 o 110-125
1240 a 3645
1240 a 37-46
1380 B 1-13
4 1812 B 14-30
3258 a 1-32
2038 o 110-128
5 4292 { 44-83
4292 B 45-84
3488 o 34-66
6 4802 B 40-83
4802 B 41-84
3540 o 67-98
3635 a 33-66
1734 a 33-46
1587 « 33-45
1587 o 34-46
7 2753 B 121-145
2196 B 126-145
3177 B 1-30
8 6086 B 31-84
5274 o 34-83
6655 a 36-97
6655 o 37-98
5435 « 47-98
9 1820 B 31-44
2838 a 107-133
7151 a 33-98
5422 o 33-83
7004 a 33-97
7004 a 34-98
10 3788 o 107-141
3556 B 114-145
2104 B 3147

The measurements were performed in positive ion mode.
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Fig. 2 - Purification and identification of fraction 10 by HPLC and MS. (A): MS of fraction 10, (B): HPLC chromatogram of
fraction 10, (C): MS of peak 1 (g 31-47), (D): MS of peak 2 (x 107-141) and (E): MS of peak 3 (B 114-145).

that for 3% degree of hydrolysis, a maximum of intermediate
peptides of medium size were obtained. As numerous
antibacterial peptides were composed of a large amino acid
sequence [11], a peptic hydrolysis of hemoglobin was therefore
performed at this degree of hydrolysis. Recently [24], this
hemoglobin hydrolysate was separated by a semi-preparative
reversed-phase HPLC and 26 peptide fractions were used for
researching antibacterial activities towards M. luteus A270, L.
innocua, E. coli and S. enteritidis.

The active fractions against these bacterial species were
analyzed by ESI/MS and ESI/MS/MS, in order to characterize
the peptides in these fractions. Some fractions contained only
one peptide and were then pure. Itis the case of the a 1-23 [11],
o 107-136 [6], o 107-141, « 137-141, a 133-141, and B 126-145
[24].

Other active fractions contained several peptides. These
fractions are numbered from 1 to 10 in Fig. 1. These fractions
were analyzed by ESI/MS and ESI/MS/MS, in order to
characterize the peptides in these fractions (Table 1). Each
of the 10 fractions contained at least three peptides and some
fractions contained five peptides. All these fractions were
purified several times by HPLC to obtain pure peptides. As
example, Fig. 2 presents the MS and the HPLC chromatogram
of fraction 10. This fraction contained three peptides of
different mass (3787, 3555 and 2103). The purification of this
fraction showed three well-separated peptides and the mass
of each fraction was determined. The same procedure was
used with the nine other fractions. Forty-three purified

© 2011 Tous droits réservés.

peptides were obtained and enough peptide was purified in
order to check the antibacterial activity.

3.2 Obtaining antibacterial peptides

The antibacterial activity of each pure peptide was tested
towards M. luteus A270, L. innocua, E. coli and S. enteritidis. The
antibacterial activity of each peptide was carried out according
to the double-layer technique of Parish et al., described in
Section 2 [26]. After 24 h incubation of the bacterial strains
with the peptide at 37 °C, the antimicrobial activity of the
peptide was detected by the appearance of a zone of growth
inhibition around the well containing the strain and the
peptide. The validation of the test was made by a high number
of tests carried out and by the use of blanks: an antibiotic,
tetracycline at a concentration of 0.1 mg/ml and the sodium
phosphate buffer 10 mM pH 7.5.

Thirty peptides showed an antibacterial activity against
these bacterial species (Table 2). Among these peptides, two
active peptides (B 126-145 and o 107-141) were already
published [24].

Fraction 1 contains two active peptides: 8 140-145 and « 99—
106. Fraction 2 contains three active peptides: a 1-28, a 1-27
and « 84-98. Four antibacterial peptides o 1-29, o 36-45, o 37-46
and B 1-13 were obtained in fraction 3. Only one active peptide
was obtained starting from fractions 4 and 5. These peptides
are, respectively a 1-32 and a 34-66. Four peptides present an
antibacterial activity in the fraction 6: « 33-66, « 33-46, a 33-45
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and « 34-46. Three active peptides were obtained in fractions 7
and 8: B 121-145, B 126-145 [24] and B 1-30 from the fraction 7
and a 34-83, « 36-97 and « 37-98 from the fraction 8. § 1-30 was
already reported as a peptide solubilizator of the hem [18].
Fraction 9 contains five antibacterial peptides: a 107-133, o 33-
98, a 33-83, a 33-97 and a 34-98. Two active peptides were
obtained from fraction 10: « 107-141 [24], and B 114-145.

3.3. Determination of minimum inhibitory concentration
of antibacterial peptides

The MIC of all peptides (except for two peptides « 99-106 and a
84-98 where their quantity is low) was determined on M. luteus
A270, L. innocua, E. coli and S. enteritidis (Table 3).

According to the obtained values of MIC, the peptides can
be classified into two groups C; and C,. Peptides of group C,
present lower MIC than peptides of group C; (MIC values of
group C, < 20 uM). Therefore, there are 19 peptides that belong
to the group C; and 11 peptides that belong to the group C,.

With all the peptides, at a concentration corresponding to
the MIC, and any bacterial species, cell population decreased
by at least 97% after 24 h incubation.

4, Discussion

Hydrolysis of bovine hemoglobin by pepsin allowed obtaining
30 antibacterial peptides. Twenty-four active peptides were
located on the o chains of hemoglobin (Fig. 3) and six
antibacterial peptides were located on the B chain of
hemoglobin (Fig. 4). These active peptides can be classified
into three families in the a chains of hemoglobin (a4, &, and as)
and into two families in the g chains (8, and B,). Family o
derived from peptide o 1-32, family a, derived from peptide «
33-98 and family a3 derived from peptide « 107-141. Families
B1 and B, are derived from peptides B 1-30 and B 114-145,
respectively.

Different mathematical models from the Network protein
sequence analysis Internet server of the pole bio-informatique
lyonnais (http://pbil.ibcp.fr) were used to study these pure
antibacterial peptides structural characteristics.

Table 4 presents the structural properties of the 30
antibacterial peptides. All active peptides have a positive
charge at pH 7 and can be classified into two groups S; and S,
in regard to these structure whatever the chains of bovine
hemoglobin. The first group S; has some characteristics of the
reported antibacterial peptides [6,30]. These peptides contain
over a score of amino acid residues with an overall positive
charge, a substantial portion of hydrophobic residues and a
high percentage of a-helical structure.

The second group S, is different. The peptides are small
(<15 amino acids), positively charged, with no or small portion
of hydrophobic residues, and do not present a secondary
structure (random coil structure). Proposing secondary struc-
ture for peptides smaller than 15 residues is highly con-
troversial but it can be supposed that positively charged
antibacterial peptides with a random coil structure in aqueous
solution could be structured in contact with biological
membrane [5,25]. This group has probably a mechanism of
action different from that generally described for antibacterial

© 2011 Tous droits réservés.

Table 2 - Antibacterial activity of all peptide fractions
obtained from the total hemoglobin hydrolysate

Peptides Bacteria strains

Salmonella  Escherichia Listeria  Micrococcus

enteritidis coli innocua luteus
B 140-145 + + + +
B 81-84 - - - -
a 99-106 + + + +
a 1-28 + + + +
a 1-27 + + + +
B 91-101
o 84-98 + + + +
a 1-29 + + + +
«a 109-124 - - - -
a 110-125 - - - -
a 36-45 + + + +
o 37-46 + + + +
B 1-13 + + + +
B 14-30 - - - -
a 1-32 + + + +
a 110-128 = = = =
B 44-83 - - - -
B 45-84 = = = =
o 34-66 + + + +
B 40-83 - - - -
B 41-84 = = = =
a 67-98 - - - -
a 33-66 + + + +
a 33-46 + + + +
a 3345 + + + +
o 34-46 + + + +
B 121-145 + + + +
B 126-145 + + + +
B 1-30 + + + +
B 31-84 = = = =
o 34-83 + + + +
a 36-97 + + + +
o 37-98 + + + +
a 47-98 — - - -
B 31-44 - - - -
« 107-133 + + + +
a 33-98 + + + +
« 33-83 + + + +
a 33-97 + + + +
«a 34-98 + + + +
a 107-141 + + + +
B 114-145 + + + +
B 31-47

peptides: adsorption by electrostatic interaction on the
membrane and by the hydrophobic part, insertion of the
structured peptide in the membrane which involves pores
formation.

By comparing Tables 3 and 4, we can see that the most
active peptides (group C,) in Table 3 are the same peptides
than peptides of the group S, in Table 4. Then, two groups of
antibacterial peptides can be established in regard to their
activity (MIC) and their structure (a-helix or random coil): C;S;
and C,S,.
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Table 3 - MIC values (M) of the pure antibacterial peptides

Peptides Groups MIC (uM)
Salmonella enteritidis Escherichia coli Listeria innocua Micrococcus luteus

a 1-32 C1 38 154 38 90
a 1-29 Cq 27 54 27 54
a 1-28 Cq 27 54 27 54
a 1-27 Cq1 38 54 27 38
a 1-23 Cq 27 54 54 100
a 33-98 C1 90 90 49 90
a 33-97 Cy 90 90 49 90
a 34-98 Cq 90 90 49 90
a 36-97 Cq 87 87 49 49
a 37-98 Cq1 87 87 49 49
a 33-83 Cq 45 80 80 45
a 34-83 C1 45 80 80 45
a 33-66 C, 5 1 1 9
a 34-66 Cy 5 9 1 5
a 33-46 Cy 9 9 1 5
« 33-45 Cn 5 9 1 5
«34-46 C, 5 9 1 5
a 36-45 Cy 9 9 1 1
a37-46 Cy 9 9 1 1
a 107-141 Cq 87 87 43 87
a 107-136 Cq 76 76 38 76
a 107-133 Cq 37 73 37 9
« 133-141 C, 8 2 15
a 137-141 Cy 5 9 1 9
B 114-145 C1 73 73 85 85
B 121-145 Cq 73 73 73 85
B 126-145 Cq 35 71 71 71
B 140-145 ©h 9 2 10 9
B 1-30 Cq 45 45 45 45
B 1-13 Cy 6 4 6 4

The minimum inhibitory concentration (MIC) of the peptide was determined in a microtiter plate assay system after 24 h incubation at 30 or

37 °C.
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Fig. 3 - Identification of the active peptides on the « chain of bovine hemoglobin. («::»): antibacterial peptide groups S, and

C;. («—»): antibacterial peptide groups S, and C,.
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Table 4 - Structural characteristics of the pure antibacterial peptides

Peptides Mass (Da) Number of Percentage of Charge Prediction of Groups
amino acids hydrophobic at pH 7 secondary
residues (%) structure
a 1-32 3257 32 46 +1 58% a helix S1
a 1-29 2840 29 48 +1 58% a helix S1
a 1-28 2727 28 46 +1 50% o helix S1
a 1-27 2656 27 44 +1 50% a helix S1
a 1-23 2236 23 47 +2 47% o helix S1
a 33-98 7150 66 40 +4 50% « helix S;
a 33-97 7003 65 38 +4 49% o helix S1
a 34-98 7003 65 38 +4 49% « helix S1
a 36-97 6654 62 37 +4 52% a helix S,
a 37-98 6654 62 37 +4 52% « helix S;
a 33-83 5421 51 40 +3 49% o helix S1
a 34-83 5273 50 38 +3 50% « helix S1
a 33-66 3634 34 41 +5 63% random coil S,
a 34-66 3487 33 39 +5 61% random coil S,
o 33-46 1733 14 35 +2 72%random coil S,
a 33-45 1586 13 30 +2 74% random coil S,
a 34-46 1586 13 30 +2 74% random coil S
o« 36-45 1239 10 20 +2 75% random coil S,
o 37-46 1239 10 20 +2 75% random coil S,
o« 107-141 3787 35 42 +3 47% o helix S1
a 107-136 3151 30 50 +1 54% « helix S1
a 107-133 2839 27 40 +3 48% o helix S1
« 133-141 1054 9 22 +2 59% random coil S,
a 137-141 654 5 0 +2 93% random coil S,
B 114-145 3555 32 50 +5 72% o helix S1
B 121-145 2752 25 52 +3 79% « helix S1
B 126-145 2195 20 50 +3 70% o helix S1
B 140-145 768 6 33 +3 33% random coil S,
B 1-30 3177 30 47 +4 42% o helix S1
g 1-13 1380 13 54 +1 15% random coil S,

The structural characteristics were obtained from the Network protein sequence analysis Internet server of the pole bio-informatique lyonnais
(http://pbil.ibep.fr).

Surprisingly, these results show that the most active

peptides are also the shortest ones and do not have the 5. Conclusion

classical characteristics of the antibacterial peptides. Perhaps

these peptides act by a mechanism closer to the antibacterial Peptic digestion of bovine hemoglobin at low degree allowed
activity of parabens than the activity of amphipathic peptides obtaining 30 antibacterial peptides. Twenty-four active pep-
by involving their terminal tyrosyl group [6]. tides were located in the « chains and were classified into
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three families. Six active peptides were located in the g chains
and were classified into two families. These active peptides
can be classified into two distinct groups in regard of their
activity and their structure. Most of these antibacterial
peptides were intermediate peptides and were generally
isolated from a very complex peptidic hydrolysate which
contains more than 100 peptides. Some of these peptides have
no hemolytic activity [6,11,24], but toxicity control experi-
ments have to be performed. Thus, if they are not toxic, so
many antibacterial peptides, derived from bovine hemoglobin,
would be interesting as preservatives for storage and
distribution of meat-based products. This is in accordance
with the current context of food safety and food protection by
means of natural products.
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Abstract In this study, smooth hound protein hydroly-
sates (SHPHs), obtained by treatment with various gas-
trointestinal proteases, were analyzed for their angiotensin
I-converting enzyme (ACE) inhibitory activities. Protein
hydrolysates were obtained by treatment with crude alka-
line enzyme extract, low molecular weight (LMW) alkaline
protease, trypsin-like protease and pepsin from Mustelus
mustelus, and bovine trypsin. All hydrolysates exhibited
inhibitory activity toward ACE. Hydrolysate generated
with alkaline protease extract displayed the highest ACE
inhibitory activity, and the higher inhibition activity
(82.6% at 2 mg/mL) was obtained with a hydrolysis degree
of 18.8%. This hydrolysate was then fractionated by size
exclusion chromatography on a Sephadex G-25 into five
major fractions (P;—Ps). ACE inhibitory activities of all
fractions were assayed, and P3 was found to display a high
ACE inhibitory activity (62.24% at 1 mg/mL). P; was then
fractionated by reversed-phase high-performance liquid
chromatography (RP-HPLC) and ten fractions of ACE
inhibitors were found (F;—F;q). Sub-fraction F5 showed the
strongest ACE inhibitory activity, being able to suppress
more than 60% of initial enzyme activity at a concentration
of 100 pg/mL. The amino acid sequence of peptide F3 was
determined by ESI/MS and ESI-MS/MS as Ala-Gly-Ser,
and the ICsy value for ACE inhibitory activity was
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0.13 £ 0.03 mg/mL. Further, purified peptide F3 main-
tained inhibitory activity even after in vitro digestion with
gastrointestinal proteases in order to demonstrate gastro-
intestinal stability digestion to enable oral application.
These results indicate that smooth hound protein hydroly-
sate possesses potent antihypertensive activity.

Keywords Smooth hound muscle - M. mustelus -
Intestine crude extract - Enzymatic treatment -
ACE inhibitory activities - Protein hydrolysates

Abbreviations

SHPH Smooth hound protein hydrolysate
ACE  Angiotensin-converting enzyme
LMW  Low molecular weight

DH Degree of hydrolysis

Introduction

High blood pressure has been considered a risk factor for
developing cardiovascular diseases (arteriosclerosis, stroke
and myocardial infarction) and end-stage renal disease [1].
Angiotensin I-converting enzyme (ACE, dipeptidyl car-
boxy peptidase, EC 3.4.15.1) plays an important physio-
logical role in the regulation of blood pressure by virtue of
the rennin angiotensin system [2, 3]. It is a multifunctional
zinc-containing enzyme, located in different tissues. ACE
converts the inactive decapeptide, angiotensin I to the
potent vasopressor octapeptide, angiotensin II and inacti-
vates bradykinin [2].

Inhibition of ACE is considered to be a useful thera-
peutic approach in the treatment of high blood pressure.
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Several effective oral ACE inhibitors have been developed,
namely, captopril, enalapril, and lisinopril and all are cur-
rently used as clinical antihypertensive drugs [4]. Although
synthetic ACE inhibitors are effective as antihypertensive
drugs, they cause adverse side effects such as coughing,
allergic reactions, taste disturbances, and skin rashes.
Therefore, research and development to find safer, inno-
vative, and economical ACE inhibitors is necessary for the
prevention and remedy for hypertension.

Structure—activity correlation among different peptide
inhibitors of ACE indicates that binding to ACE is
strongly influenced by the C-terminal tripeptide sequence
of the substrate. ACE appears to prefer substrates or
competitive inhibitors that mainly have hydrophobic
(aromatic or branched side chains) amino acid residues
at the three C-terminal positions. ACE inhibition studies
with Trp, Tyr, Phe, or Pro residues were most effective
in enhancing substrate binding [5]. Nevertheless, the
structure—activity relationship of ACE inhibitory peptides
has not yet been established, and very different hypo-
tensive sequences have been derived from a large num-
ber of food proteins [6]. It is postulated that the
mechanism of ACE inhibition involves inhibitor inter-
action with an anionic binding site that is distinct from
the catalytic site.

Since the discovery of ACE inhibitors in snake venom
[7], several reports have been published on the ACE
inhibitory activity of peptides from food proteins, like
casein [8], rapeseed [9], mushroom [10], whey protein [11],
porcine muscle [12], bovine skin gelatin [13], soybean
[14], sake and sake lees [15], and fish proteins [16, 17].

Proteases such as pepsin, chymotrypsin, and trypsin are
frequently used in hydrolysis to produce ACE inhibitory
peptides [18-20]. Microbial alkaline proteases are also
utilized in the production of ACE inhibitors from food
proteins such as sardine (Sardina pilchardus) [21] and
rapeseed [9]. However, there are a small number of reports
on the use of digestive enzymes from fish in the producing
bioactive peptides [22, 23].

The smooth hound Mustelus mustelus is the most
abundant hound shark in the Mediterranean Sea. It is found
in the eastern Atlantic from the British Isles to South
Africa, including the Mediterranean Sea. This species is
found throughout the Tunisian coasts, including Sfax.
Smooth hound is relatively important in the fish-catches
of Tunisia and is utilized for human consumption.
M. mustelus is generally available all year long, and the
production was about 192 tons in 2007.

In a previous paper, we have shown that digestive pro-
teases from smooth hound were very well suited for the
generation of hydrolysates enriched in antioxidative pep-
tides, from muscle protein of the same species [22]. In the
present study, we have attempted to isolate and identify
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inhibitory peptide from smooth hound muscle protein
hydrolysate as powerful displaying ACE inhibitory.

Materials and methods
Smooth hound sample preparation

Smooth hound (M. mustelus) was purchased from the fish
market of Sfax City, Tunisia. Muscle and internal organs
(stomach and intestines) were separated, rinsed with cold
distilled water, then immediately frozen and stored at
—20 °C until used.

Enzymes and chemicals

Angiotensin I-converting enzyme (ACE) from rabbit lung
and the ACE synthetic substrate hippuryl-L-histidyl-L-leu-
cine (HHL) were purchased from Sigma Chemicals Co (St
Louis, MO, USA). Acetonitrile was of HPLC grade.
Sephadex G-25 was purchased from Pharmacia (Uppsala,
Sweden). Water was obtained from a Culligan system; the
resistivity was approximately 18 MQ. Other chemicals and
reagents used were of analytical grade.

The enzymes used for the production of protein hydrol-
ysates were the following: pepsin from M. mustelus stomach
[24]; low molecular weight (LMW) alkaline protease [25],
trypsin-like protease [26] and crude enzyme extract from
M. mustelus intestines, and bovine trypsin (purchased from
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA)).

Preparation of crude protease extract from smooth
hound intestines

Intestines from M. mustelus (150 g) were homogenized for
1 min with 300 mL of extraction buffer (10 mM Tris—HCI,
pH 8.0). The homogenate was centrifuged at 8,500 g for
30 min at4 °C. The pellet was discarded and the supernatant
was collected and referred to as crude alkaline protease
extract (Fig. 1). Alkaline protease activity in the crude
extract was measured by the method of Kembhavi et al. [27]
using casein as a substrate. One unit of protease activity was
defined as the amount of enzyme required to liberate 1 pg of
tyrosine per min under the experimental conditions used.
Pepsin, low molecular weight protease, and trypsin-like
protease were purified as reported by Bougatef et al. [24-26].

Production of smooth hound muscle protein
hydrolysates (SHPHs) using various proteases

The production of protein hydrolysates was carried out as
reported by Bougatef et al. [22]. The scheme for the pro-
duction of protein hydrolysates is given in Fig. 1.
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Fig. 1 Flow diagram for the
production process of smooth
hound protein hydrolysates
(SHPHs) by gastrointestinal
proteases
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The degree of hydrolysis (DH) was determined as
reported by Adler-Nilsen [28]. For the hydrolysate pro-
duced by pepsin treatment, DH was determined as descri-
bed by Hoyle and Merritt [29].

Determination of the ACE inhibition activity

The ACE inhibition activity was assayed as reported by
Nakamura et al. [30]. For each assay, 80 pL of SHPH at
different concentrations was added to 200 pL of 5 mM
hippuryl-L-histidyl-L-leucine (HHL), and then pre-incu-
bated for 3 min at 37 °C. SHPH and HHL were prepared
in 100 mM borate buffer, pH 8.3, containing 300 mM
NaCl. The reaction was then initiated by adding 20 pL of
0.1 U/mL ACE from rabbit lung prepared in the same
buffer and incubated for 30 min at 37 °C. The enzyme
reaction was stopped by the addition of 250 pL of 0.1 M
HCI. The released hippuric acid (HA) was quantified by
RP-HPLC on a Vydac C;g column connected to a system
composed of a Waters TM 600 automated gradient con-
troller pump module, a WaterWisp 717 automatic sam-
pling device, and a Waters 996 photodiode array detector.
The sample was then eluted using an acetonitrile gradient
from O to 28% and from 28 to 47% in 0.1% trifluoro-
acetic acid (TFA) (v/v) for 50 and 20 min, respectively.
The elution profile was monitored at 228 nm. Spectral
and chromatographic data were stored on a NEC
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image 446 computer. Millennium software was used to
acquire, analyze, and plot chromatographic data. The
average value from three determinations at each concen-
tration was used to calculate the ACE inhibition rate as
follows:

o B—A

ACE inhibition (%) = [ﬁ] x 100
where A is the absorbance of HA generated in the presence
of ACE inhibitor component, B is the absorbance of HA
generated without ACE inhibitors, and C is the absorbance
of HA generated without ACE (corresponding to HHL
autolysis in the course of enzymatic assay).

The ICso value was defined as the concentration of
hydrolysate (mg/mL) required to reduce the hippuric acid
peak by 50% (indicating 50% inhibition of ACE).

Fractionation of SHPH obtained by treatment
with crude alkaline proteases by Sephadex G-25 gel
filtration

The freeze-dried hydrolysate (1 g), with a DH of 18.8%),
was suspended in 20 mL of distilled water, then loaded
onto a Sephadex G-25 gel filtration (5 cm x 54 cm), pre-
equilibrated and eluted with distilled water. Fractions
(5 mL each) were collected at a flow rate of 60 mL/h, and
the absorbance was measured at 226 nm. Fractions
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associated with each peak showing ACE inhibitory activity
were pooled and freeze-dried.

Reversed-phase high-performance liquid
chromatography (RP-HPLC)

The fraction P3 from Sephadex G-25, which exhibited the
highest ACE inhibitory activity, was further separated by
RP-HPLC on a Vydac C;g column (10 mm x 250 mm)
(Grace-Vydac, USA). The liquid chromatographic system
consisted of a Waters 600E automated gradient controller
pump module, a Waters Wisp 717 automatic sampling
device, and a Waters 996 photodiode array detector.
Spectral and chromatographic data were stored on a NEC
image 466 computer. Millennium software was used to
plot, acquire, and analyze chromatographic data. The
mobile phase was water/trifluoroacetic acid (1000:1, v/v)
as eluent A and acetonitrile/trifluoroacetic acid (1000:1, v/v)
as eluent B. Samples were filtered through 0.22 pm filters,
and then applied on the C;g column and eluted by eluent
A for 15 min then with a linear gradient of acetonitrile in
45 min. The flow rate was 1 mL/min. Online UV absor-
bance scans were performed between 200 and 300 nm at a
rate of one spectrum per second with a resolution of
1.2 nm. Chromatographic analyses were completed with
Millennium software.

Mass spectrometry analysis

MS and MS/MS measurements were performed in positive
ion mode using Electrospray ionization (ESI) and ESI/MS/
MS, respectively. ESI mass spectrometry was performed
using a triple quadrupole instrument Applied Biosystems
API 3000 (PE Sciex, Toronto, Canada). The system is
controlled by the Analyst Software 1.4, allowing the con-
trol of the spectrometer, the analysis and the processing
data. Interpretations of spectra MS—-MS were made with the
Bioanalyst software. The freeze-dried samples were dis-
solved in a solvent acetonitrile/water (20/80 v/v) contain-
ing formic acid 0.1% for the positive mode. The solution
was injected (nebulized) uninterrupted, using a pump
(Model 22, Harward Apparatus, South Natick, USA) with a
flow rate of 5 pl./min. The potential of ionization was of
5,000 V in positive mode. At the time of the recording of
the spectrum, 30 scans on average were added (MCA
mode) for each spectrum. The gases used (nitrogen and air)
were pure (up to 99%) and produced by a compressor Jun-
Air 4000-40 M and a nitrogen generator Whatman model
75-72 (Whatman Inc, Haverhill, MA, USA). The poly-
propylene glycol (PPG) was used for the calibration and
the optimization of the machine. The peptide sequence was
determined from the CID spectrum of the protonated ana-
lyze [M+H]* by MS/MS experiments.
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Digestion stability study

The stability of the ACE inhibitory activity of the purified
peptide from fraction F; against gastrointestinal proteases
was assessed in vitro. Samples (2 mg/mL) were individu-
ally incubated with pepsin (pH 2.0), or trypsin (pH 8.0) for
3 h at 37 °C. In successive digestion test, the sample was
first incubated with trypsin for 3 h, heat treated for 5 min in
boiling water to inactivate the enzyme, and then incubated
3 h at 37 °C with chymotrypsin. The reactions were then
heated for 5 min in boiling water to terminate the reactions.
The digests were used for measuring the ACE inhibitory
activities.

Determination of ACE inhibition pattern

To clarify the inhibitory mechanism of the most potent
peptide (Ala-Gly-Ser) on ACE, different concentrations of
the ACE inhibitory peptide were added to each reaction
mixture according to the method of Wu and Ding [31],
with slight modifications. The enzyme activities were
measured with different concentrations of the substrate
(HHL). ACE inhibitory pattern in the presence of the
inhibitor was determined with Lineweaver—Burk plot.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed with Statgraphics ver.
5.1, professional edition (Manugistics Corp., USA) using
ANOVA analysis. Differences were considered significant
at p < 0.05.

Results and discussion
Production of SHPH using gastrointestinal proteases

The hydrolysis of proteins, which is measured in terms of
degree of hydrolysis (DH), is an important parameter in
determining size dependent functional properties of protein
hydrolysates preparations [32]. DH affects the size and
hence the amino acid composition of the peptides, which can
affect the taste of protein hydrolysate by producing bitter
peptides at high DH [32]. Change in amino acid composition
as affected by DH could also modulate the biological
activity of the peptides formed during hydrolysis.

ACE inhibitory peptides can be produced by solvent
extraction, enzyme hydrolysis, and microbial fermentation
of food proteins. The most common way to produce ACE
inhibitory peptides is through enzymatic hydrolysis of food
proteins. The specificity of the proteolytic enzyme and
process conditions influence the peptide composition of
hydrolysates and thus their ACE inhibitory activities [33].
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In the present study, intestine crude enzyme extract,
LMW alkaline protease, trypsin-like protease and pepsin
from smooth hound viscera, and bovine trypsin were used
for the production of protein hydrolysates. The crude
alkaline protease extract was most efficient, whereas pepsin
was least efficient. After 4 h of hydrolysis, the DH reached
about 20.3, 15.4, 12.0, 10.1, and 9.2% with crude alkaline
protease extract, LMW protease, trypsin-like protease,
bovine trypsin, and pepsin, respectively [22].

ACE inhibitory activities of SHPH obtained
with various proteases

The hydrolysates obtained after 4-h incubation with gas-
trointestinal proteases were then assayed for ACE inhibi-
tory activity. All hydrolysates, at 2 mg/mL, showed ACE
inhibitory activities at different level (data not shown). The
highest ACE inhibitory activity (67.27%) was observed
with intestinal crude enzyme hydrolysate followed by
LMW protease hydrolysate (52.34%). Pepsin hydrolysate
exhibited the lowest ACE inhibitory activity (45.12%).

The ICsq values for ACE inhibition of all hydrolysates
varied between 0.85 and 3.55 mg/mL (Fig. 2). The ICs,
value of SHPH (0.85 £ 0.02 mg/mL) obtained with
intestinal crude protease extract was lower than those of
hydrolysates from oyster, scallop, codfish skin, and herring
skin whose presented an ICs, greater than 10 mg/mL [34],
whereas it is higher than those from bonito (ICsy =
0.029 mg/mL) [35], salmon (ICsy = 0.038 mg/mL) [36],
and sardine (ICsy = 0.082 mg/mL) [37]. This can be
attributed to the impact of the enzyme’s specificity which is
a key factor influencing both the characteristics of
hydrolysates and the nature and composition of peptides
produced. Proteolysis can operate either sequentially,
releasing one peptide at a time, or through the formation of
intermediates that are further hydrolyzed to smaller pep-
tides as proteolysis progresses, which is often termed “the
zipper mechanisms” [38]. Depending on the specificity of
the enzyme, environmental conditions, protein source, and
the extent of hydrolysis, a wide variety of peptides size will
be generated. Resulting protein hydrolysate will possess
peculiar properties according to the new peptides
generated.

These results indicated that the crude alkaline protease
extract from M. mustelus intestines would be effective in
producing ACE inhibitory peptides.

Effect of the degree of hydrolysis on ACE inhibitory
activity

The degree of hydrolysis is a measure of the extent of
hydrolysis degradation of a protein, and it is the most
widely used indicator for comparison among different

© 2011 Tous droits réservés.
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Fig. 2 Degrees of hydrolysis of smooth hound muscle proteins and
ICs5o values of SHPH obtained with various proteases treatment.
Reaction conditions are illustrated in Table 1. The reaction conditions
were as follows: reaction volume, 500 mL; [substrate], 50% (w/v);
pH 8.0; temperature 50 °C; and E/S 0.27% (w/w, protein)

protein hydrolysates. During hydrolysis, a wide variety of
larger, medium than smaller peptides are generated,
depending on enzyme specificity. In order to study the
effect of the DH on the generation of ACE inhibitory
activity, smooth hound muscle proteins were hydrolyzed
by the crude protease extract from the intestines of
M. mustelus, and the degree of hydrolysis and the ACE
inhibition activity were determined. Figure 3 shows ACE
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Fig. 3 Generation of ACE inhibitory activity during the enzymatic
hydrolysis of smooth hound muscle proteins with crude alkaline
protease extract. The reaction conditions were as follows: reaction
volume, 500 mL; [substrate], 50% (w/v); pH 8.0; temperature 50 °C;
and E/S 0.27% (w/w, protein)
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Fig. 4 Elution profile of SHPH obtained with alkaline protease
extract separated by size exclusion chromatography on Sephadex
G-25 (a) and the ACE inhibitory activities of the separated fractions
(P;—Ps) (b). The column (5 cm x 54 cm) was equilibrated and eluted
with distilled water at a flow rate of 30 mL/h. Values presented are
the mean of triplicate analyses

inhibitory activity of released smooth hound peptides along
the enzymatic hydrolysis. This profile shows clearly that
hydrolysis was necessary in order to release ACE inhibi-
tory peptides. However, undigested smooth hound muscle
proteins (DH: 0%) exhibited very low ACE inhibitory
activity (about 1.5% at 2 mg/mL). Further, Fig. 3 shows
that the ACE inhibitory activity was correlated with the DH
of hydrolysis. Higher ACE inhibition (p < 0.05) activity
(82.6% at 2 mg/mL) was obtained with a DH of 18.8%
(after 120 min incubation). Further digestion up to a DH
value of 18.8% resulted in a decrease in the ACE inhibitory
activity. The obtained results clearly show that hydrolysis
was required to release ACE inhibitory peptides from an
inactive form within the sequence of smooth hound muscle
proteins.

Fractionation of the protein hydrolysate obtained by
treatment with alkaline proteases from M. mustelus
intestines by gel filtration G-25

The hydrolysate, with a DH of 18.8%, obtained by treat-
ment with crude alkaline protease extract, which displayed
the highest ACE inhibitory activity, was then fractionated
by gel filtration chromatography on a Sephadex G-25
column. Five fractions were separated and designated as
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Fig. 5 RP-HPLC elution profile pattern on a Vydac C;g column
(10 mm x 250 mm) of the fraction P3

P,—Ps (Fig. 4a). Fractions were pooled, freeze-dried, and
the inhibition against ACE was determined. All fractions
displayed ACE inhibitory activity, as shown in Fig. 4b.
Fraction P; exhibited the highest level of ACE inhibitory
activity (62.24 £ 2.21% at 1 mg/mL) followed by fraction
P, (53.14 £ 1.82%).

The ICs, value of P; was determined with logarithmic
linearization [39] to be 0.33 mg/mL. These results indi-
cated that ACE inhibitory peptides are present in the
SHPH. Compared with several reports on various protein
hydrolysates, which showed ICsy for ACE inhibitory
activities in the range of 0.18-246.70 mg/mL [40, 41], the
SHPH had moderate ACE inhibitory activity.

Table 1 Hydrolysis conditions of smooth hound muscle proteins

Enzyme Source Optimum conditions
Temperature ( °C) pH
Crude enzyme extract M. mustelus intestine 50 8.0
LMW protease M. mustelus intestine 40 8.0
Trypsin-like protease M. mustelus intestine 37 8.0
Pepsin M. mustelus stomach 37 2.0
Bovine trypsin Bovine pancreas 37 8.0

Table 2 1Cs, values of fractions from RP-HPLC

Fractions 1C5q value (mg/mL)
F1 0.613 £ 0.086
F2 0.754 £+ 0.093
F3 0.130 £ 0.030
F4 0.324 £+ 0.041
F5 0.257 + 0.012
F6 0.463 £+ 0.022
F7 0.522 £+ 0.031
F8 0.613 £+ 0.052
F9 0.270 £ 0.061
F10 0.783 £ 0.023
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RP-HPLC analysis and identification of F3 peptide

The active fraction P53, which displayed the highest level of
ACE inhibitory activity, was further purified by RP-HPLC
on a Cg column using a linear gradient of acetonitrile. As
can be seen from the chromatographic profile at 214 nm,
given in Fig. 5, at least ten major fractions (F;—F;¢) were
present in fraction P3. These fractions were collected, and
their ACE inhibitory activities were determined. All frac-
tions showed ACE inhibitory activity, and sub-fraction F3
possessed the highest activity (more than 60% at 100 pg/
mL) (Table 2).
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The active fraction F3 was analyzed by ESI/MS and ESI/
MS/MS, in order to characterize the peptide in this fraction
(Fig. 6a, b). The Fig. 6a shows that this active fraction
contained only one peptide. The accurate relative molec-
ular mass of the peptide of one mass unit for the attached
proton is 234 Da. The Fig. 6b shows the CID spectrum of
the (M + H)" ion and displays notation of fragment ions
of the peptide according to this CID spectrum. According
to the fragmentation of this peptide by ESI/MS/MS
(Fig. 6b), we determined the sequence of the peptide as
Ala-Gly-Ser. This peptide has not yet been found in other
protein hydrolysates with ACE inhibitory activity. The
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Fig. 7 Lineweaver-Burk plots of the inhibition of ACE by the most
potent purified peptide (Ala-Gly-Ser) from smooth hound muscle
protein. ACE inhibitory activity was determined in the absence or
presence of Ala-Gly-Ser as described in the text using HHL as the
enzyme substrate (filled square, control; open triangle, 100 uM; filled
triangle, 200 uM). 1/V and 1/S represents the reciprocal of velocity
and substrate, respectively. Each point represents the mean value of
three experiments

ICs value of the purified peptide was 0.13 £+ 0.03 mg/mL
(Table 2).

According to previous studies on ACE inhibitory pep-
tides, hydrophobic amino acids in the N-terminal region of
the active peptide plays important roles in binding the ACE
active site, and leucine and valine residues are the amino
acids most frequently observed in other ACE inhibitory
peptides [42, 43]. More recently, Wu et al. [44] proposed
models for ACE inhibitory peptides through computational
analysis of published data. According to their proposal, the
most favorable tripeptide sequences consists of hydrophobic
amino acid residues at the N-terminus, positively charged
amino acids at the middle position, and aromatic amino
acids at the C-terminus. The ACE inhibitory peptide iden-
tified here, Ala-Gly-Ser, differs from the common structural
motif. The peptide had Ala at the N-terminal position, which
might contribute to ACE binding. However, it contained Ser,
a hydrophilic amino acid, at the C-terminal.

The structure—activity correlations between the various
ACE inhibitory peptides remain ambiguous. An increasing
number of sequences reported in recent years have revealed
a variety of structures with inhibitory activity, and some
common structure patterns have evolved. According to
previous reports on the structure—activity relationships
between different peptide inhibitors of ACE [45], binding
to ACE is strongly influenced by the C-terminal amino acid
residue. Gobbetti et al. [46] reported that peptides with Trp,
Tyr, Phe, Pro, or hydrophobic amino acids at the C-ter-
minal were effective for ACE inhibitory activity. Several
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identified ACE inhibitory peptides have a proline residue in
the C-terminal position, but this is neither sufficient nor
essential to confer activity. Further, Cheung et al. [5]
indicated that ACE prefers competitive inhibitors that
contain hydrophobic amino acid residues such as Pro, Phe,
and Tyr at the three positions from the C-terminal.

Digestive stability of the purified peptide

In order to exert an antihypertensive effect in vivo, the
ACE inhibitory peptides must be absorbed in their intact
form from intestine and further be resistant to plasma
peptidases degradation to reach their target sites. To
investigate the resistance of the purified peptide against
gastrointestinal proteases, the digestion stability was eval-
uated, by incubating the purified peptide with different
proteases and testing the residual ACE inhibitory activity.
The ACE inhibitory activity of the peptide was not affected
by in vitro incubation with gastrointestinal proteases (data
not shown). This result suggests that the purified peptide
may be resistant to digestion in the gastrointestinal tract.
These findings are in accordance with that reported by Yu
et al. [19] showing the stability of globin hydrolysate
against gastrointestinal proteases.

Determination of ACE inhibition pattern of Ala-Gy-Ser

The ACE inhibition pattern of the most potent ACE
inhibitory peptide, Ala-Gly-Ser, was investigated by Li-
neweaver—Burk plot (Fig. 7). The kinetic study revealed
that ACE inhibitor Ala-Gly-Ser acts as a non-competitive
inhibitor. This indicates that the novel peptide cannot bind
to catalytic site of ACE and thus could not be hydrolyzed
by the enzyme.

Although most of the reported peptides acted as com-
petitive inhibitors for ACE, a few peptides inhibited ACE
activity in a non-competitive manner have been reported,
including the following: Val-Gly-Cys-Tyr-Gly-Pro-Asn-
Arg-Pro-Gln-Phe from algae protein waste [47], Val-Val-
Tyr-Pro-Trp-Thr-Gln-Arg-Phe from Oyster (Crassostrea
talienwhanensis Crosse) proteins [48], Phe-Gly-Ala-Ser-
Thr-Arg-Gly-Ala from Alaska Pollack (Theragra chalco-
gramma) frame protein [49] and Ile-Phe-Leu and Trp-Leu
from fermented soybean food [14]. The inhibition site of
the non-competitive inhibitor on ACE was not specified,
and the precise inhibition mechanism of ACE inhibitory
peptide is also not yet clear.

Conclusion

In this study, hydrolysates from smooth hound muscle
protein obtained by treatment with various proteolytic
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preparations were analyzed for their ACE inhibitory
activity.

The obtained results show that smooth hound muscle is

a promising protein source for the production of ACE
inhibitory peptides that could be utilized to develop func-
tional foods for prevention of hypertension. Further works
should be done to characterize potent ACE inhibitory
peptides from SHPH and to determine their antihyperten-
sive activity in vivo.
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Résumé

L’hydrolyse de I’hémoglobine bovine par la pepsine peut étre considérée comme une
voie importante d’obtention de peptides antimicrobiens face a I’émergence des résistances
bactériennes aux divers antibiotiques. Des alcools connus comme des solvants structurants ont
été utilisés afin d’aboutir a une hydrolyse ménagée de 1’hémoglobine par la pepsine. Le
méthanol, I’éthanol, le propanol, le butanol ou le trifluoroéthanol ont été utilisés en vue de
préserver ou d’induire de nouvelles modifications structurales de I’hémoglobine. L hydrolyse
pepsique de 1’hémoglobine en milieu hydroalcoolique a aboutit a un mélange peptidique
moins complexe majoritairement compos€é de peptides intermédiaires a activité
antimicrobienne.

L’étude des variations structurales a été réalisée par dichroisme circulaire,
spectrofluorimétrie et spectrophotométrie UV-visible.

L’utilisation de 10% de TFE a permis 1’obtention d’un hydrolysat moins complexe
riche en peptides intermédiaires hydrophobes mais a concentration faible. La présence de 40%
de méthanol, 30% d’éthanol, 20% de propanol ou de 10% de butanol a amélioré cette
concentration. Ces alcools ont rendu plus spécifique D’activité de 1’enzyme par une
augmentation de I’hydrolyse préférentiellement en position C-terminale des leucines. Ils ont
également rendu accessible le cceur hydrophobe de 1’hémoglobine permettant ainsi d’obtenir
une nouvelle famille peptidique: la famille o 67-106. Cette famille a montré une activité
antimicrobienne vis-a-vis de quatre souches bactériennes (CMI: 35,2-187,1 uM) et une
activité antihypertensive potentielle par sa capacité d’inhibition de I’enzyme de conversion de
I’angiotensine (Clso: 42,55-1095 uM).

Mots clés: hydrolyse pepsique, hémoglobine bovine, structures, alcools, peptides
antimicrobiens.

Abstract

In view of the emergence of resistant bacteria, hydrolysis of bovine hemoglobin by
pepsin can be considered as an important way for the obtaining of antimicrobial peptides.
Known alcohols as structural solvents were used to lead to a limited hydrolysis of bovine
hemoglobin. Methanol, ethanol, propanol, butanol, or trifluoroethanol were used in order to
preserve or induce further structural changes of hemoglobin. Peptic hydrolysis of hemoglobin
in hydroalcoholic solution has permitted to obtain less complex hydrolysate mainly composed
of intermediate antimicrobial peptides.

Structural changes of proteins were investigated using spectroscopic methods, such as,
UV-visible spectophotometry, fluorescence spectroscopy and circular dichroism.

Use of 10% TFE was allowed to less complex hydrolysate, containing intermediate
hydrophobic peptides. Neverless, concentration of these peptides was low. Use of 40%
methanol, 30% ethanol, 20% propanol or 10% butanol has improved this concentration. These
alcohols have induced and increased more specific activity of pepsin, located preferentially in
C-terminal position of leucine. They have also made available the hydrophobic core of
hemoglobin allowing to a new peptide family: 67-106 o family.

This family showed antimicrobial activity against four bacterial strains (MIC: 35.2-187.1 uM)
and displayed at the same time ACE inhibitory activity (ICso: 42.55-1095 uM).

Keywords: Peptic hydrolysis, bovine hemoglobin, structures, alcohols, antimicrobial peptides
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