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INTRODUCTION
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Face a I’émergence de bactéries pathogeénes résistantes, la découverte de nouvelles
molécules antimicrobiennes possédant un mécanisme d’action différent de celui des

antibiotiques classiques, présente un intérét non négligeable.

Dans les années soixante dix, des peptides présentant une activité antimicrobienne
furent découverts chez les amphibiens, les insectes et les plantes (Csordas et Michl 1970,
Habermann 1972, et Fernandez de Caleya et al., 1972). Ces découvertes ont déclenché un
intérét croissant pour isoler et identifier d’autres peptides antimicrobiens. Depuis, de
nombreux peptides antimicrobiens issus de différentes especes ont été¢ découverts (Hancock et

Chapple 1999, Izadpanah et Gallo 2005).

Les peptides antimicrobiens se repartissent en deux catégories : ceux synthétisés par
voie non ribosomale, et ceux obtenus par synthése ribosomale. Ces derniers constituent une
part importante de I’immunité innée : aprés leur syntheése, ils sont stockés dans des granules
au sein de leucocytes ou de cellules épithéliales, puis lorsque 1’organisme est attaqué par un
agent pathogene, ces peptides antimicrobiens sont libérés sur le lieu de D’infection et
constituent la premicre ligne de défense de 1’organisme (Devine 2003, Marshall et Arenas

2003, et Levy 2004).

Certains de ces peptides antimicrobiens ne sont pas obtenus par synthése mais par la
dégradation protéolytique de certaines protéines présentes au sein de 1’organisme. Au cours
des années 1990, plusieurs peptides possédant des activités antimicrobiennes ont été¢ mis en
¢évidence in vitro dans des hydrolysats de protéines. Tomita ef al., (1991), ont été les premiers
a mettre en évidence les effets inhibiteurs d’un hydrolysat pepsique de lactoferrine, vis a vis
de bactéries a Gram-positif et a Gram-négatif, de levures et de champignons filamenteux.
L’activité antimicrobienne de cet hydrolysat pepsique de lactoferrine est due a la présence
d’un peptide la lactoferricine isolée par Bellamy et al., (1992). L hydrolyse des caséines a
permis également de générer des peptides antimicrobiens. A partir de I’a,p-caséine, Zucht et
al., en 1995, ont isolé la casocidine I (165-203), puis en 1999, Recio et Visser, ont identifi¢
deux autres peptides antimicrobiens correspondant aux fragments 183-207 et 164-179, apres
hydrolyse pepsique. En 1996, Lahov et Regelson ont isol¢ un peptide D’isracidine,
correspondant au fragment 1-23 de I’0jcaséine. Deux peptides antimicrobiens ont été obtenus
a partir de la k-caséine. Le premier a ¢té isolé et identifi¢ par Malkoski et al., (2001) au sein
d’un hydrolysat obtenu par action de la chymosine et de I’endoprotéinase Glu-C. Ce peptide
nommé kappacine correspondant au fragment 138-158, posséde une activité vis a vis de
germes pathogeénes de la bouche. Le second peptide dont la séquence correspond au fragment
6-117, a été isolé par Liepke et al., (2001) a partir d’une hydrolyse pepsique.

11
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Deux protéines du lactosérum I’ai-Lactalbumine et la -Lactoglobuline, ont aussi
générés par hydrolyse protéolytique plusieurs peptides présentant une activité
antimicrobienne. Pellegrini et al, en 1999, ont isolé par hydrolyse trypsique et
chymotrypsique de I’a-Lactalbumine trois peptides, LTDI1 (o 1-5), LTD2 (a 17-31 / 109-
114), et LDC (a 61-68/75-80) principalement actifs vis a vis des bactéries a Gram-positif,
puis en 2001, apres digestion trypsique de la B-lactoglobuline, quatre peptides (15-20, 25-40,

78-83, et 92-100) ayant une activité antimicrobienne vis a vis des bactéries a Gram-positif.

Si la majorité de ces peptides antimicrobiens a été isolée a partir de 1’hydrolyse
enzymatique de protéines du lait, plusieurs auteurs ont rapporté¢ 1’obtention de peptides
antimicrobiens par hydrolyse enzymatique d’autres protéines. Ibrahim et al., ont en 1998,
isolé par hydrolyse acide ménagée de I’ovotransferrine de poule, un peptide (109-200)
possédant une activité antimicrobienne vis a vis de Staphylococcus aureus et Escherichia coli
K12. Puis en 2001, ils ont également isolé apres hydrolyse par la clostripaine du lysozyme de
blanc d’ceuf de poule un peptide (98-112) ayant des propriétés antibactériennes vis a vis des

bactéries a Gram-positif et a Gram-négatif.

En 1999, Fogaca et al., ont isol¢ de ’hémolymphe d’un tique parasitant les bovins
(Boophilus microplus), un peptide actif contre des bactéries a Gram-positif et des
champignons. Ces auteurs ont montré que la séquence de ce peptide correspondait au
fragment 33-61 de la chaine o de ’hémoglobine bovine mais, n’ont pu obtenir celui-ci par
hydrolyse enzymatique. L’hémoglobine bovine, est connue pour étre une source de peptides
présentant des activités biologiques (Ivanov et al., 1997). Au sein du laboratoire, plusieurs
peptides actifs ont pu €tre obtenus lors de son hydrolyse pepsique : un peptide solubilisateur
de I’héme : B 1-30 (Lebrun et al., 1998), un peptide transporteur d’agents photosensibilisants
: o 110-125 (Cempel et al., 1995), des peptides opioides : la LVV hémorphine-7 ( 31-40), la
VV hémorphine-7 (§ 32-40) (Piot et al., 1992), et la VV hémorphine-4 (§ 32-37) (Lignot et
al., 1999). A partir de 2001, deux équipes ont réussi a identifier d’autres peptides
antimicrobiens. Parish et al., ont obtenu apres coupure des chaines de I’hémoglobine humaine
par le bromure de cyanogeéne quatre fragments issus de la chaine [ présentant des activités
antimicrobiennes contre des bactéries a Gram-positif et a Gram-négatif. Et au sein du
laboratoire, Froidevaux et al.,(2001a) ont pour la premiére fois, mis en évidence et préparé
par hydrolyse enzymatique de I’hémoglobine bovine, un peptide antimicrobien, le peptide o

1-23, actif vis a vis de Micrococcus luteus.

12
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Le premier objectif de cette étude est de générer de nouveaux peptides antimicrobiens
a partir de I’hydrolyse enzymatique de deux protéines, de structures différentes. La premicre
protéine choisie, est une protéine possédant une structure en hélice o : I’hémoglobine bovine,
qui a fait ’objet de nombreuses ¢études (Lignot, 1998). Avec I’établissement de la
cartographie peptidique au cours de sa cinétique d’hydrolyse par la pepsine, I’hémoglobine
bovine est devenue un modele d’étude au sein du laboratoire. Le but de son hydrolyse est de
générer des peptides de grande taille gardant cette structure en hélice a, caractéristique de
nombreux peptides antimicrobiens. Le choix de la deuxiéme protéine s’est porté sur une petite
protéine du lactosérum contenant quatre ponts disulfures : I’ai-Lactalbumine bovine, dont la
structure secondaire est formée d’un domaine en hélice a et d’'un domaine en feuillets 3. Le
but de cette hydrolyse consiste d’une part a mettre en place un nouveau mod¢ele d’étude par
I’établissement de la population peptidique au cours de la cinétique d’hydrolyse, et d’autre

part de générer des peptides antimicrobiens avec des ponts disulfures.

Cependant I’obtention des peptides antimicrobiens est encore mal maitrisée. En effet,
ce sont souvent des peptides intermédiaires, et leurs concentrations dans les hydrolysats
protéiques sont faibles. Ainsi, leur isolement doit étre réalis¢ par des techniques de
fractionnement et de purification lourdes mettant en ceuvre plusieurs étapes
chromatographiques cotteuses. Certaines équipes ont cherché a simplifier ces étapes de
purification, par la mise en place de systeme d’extraction liquide-liquide de ces peptides. A
partir d’hydrolysats d’hémoglobine bovine, Aubes-Dufau et al., (1995, 1997) ont permis
I’extraction de peptides amers, et Zhao et Piot (1998), celle des peptides opioides par le
butan-1-ol et le butan-2-ol. Froidevaux et al., (2001b) ont déterminé les conditions optimales
d’extraction de la LVVH 7 et de la VVH 7, au cours de 1’hydrolyse de I’hémoglobine bovine,
par un mélange biphasique eau / butan-2-ol-octan-1-ol. Le second objectif de cette étude est
d’améliorer les méthodes de préparation des peptides antimicrobiens a partir de I’hydrolyse de
I’hémoglobine bovine, selon deux orientations : la premiére consiste a mettre en place un
systtme biphasique eau/alcool permettant d’extraire sélectivement ces peptides
antimicrobiens. La seconde orientation consiste a étudier I’influence de la température
d’incubation ou du pH du milieu réactionnel sur les cinétiques d’apparition des peptides

antimicrobiens.

13
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Apres des rappels bibliographiques sur les peptides antimicrobiens concernant leur
structure, leur mécanisme d’action, leur obtention ainsi que leur isolement et caractérisation,

les résultats de cette étude seront exposés en deux chapitres.

Dans le premier chapitre, le premier point abordé¢ concernera [’hydrolyse de
I’hémoglobine par la pepsine, permettant de générer des peptides antimicrobiens. Le second
point abordera la localisation, I’identification et la caractérisation de ces peptides
antimicrobiens. Puis 1’amélioration des méthodes de préparation de ces peptides

antimicrobiens intermédiaires sera abordée en dernier point.

L’établissement d’un nouveau modele d’étude a partir de 1’a-Lactalbumine sera
abordé dans le second chapitre. Dans un premier temps, I’hydrolyse de I’a-Lactalbumine par
I’o-chymotrypsine et la cartographie peptidique au cours du temps seront établies. Puis dans
un second temps, la mise en évidence d’une activité antimicrobienne au sein de la cinétique

d’hydrolyse de I’a-Lactalbumine par la chymotrypsine sera abordée.
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I. Généralités sur les peptides antimicrobiens

Le premier peptide antimicrobien fut découvert chez la grenouille en 1970 par Csordas
et Michl. Ce peptide appel¢ « bombinine», avait été isolé a partir des secrétions
épidermiques. Puis en 1972, la « melittine » fut découverte, dans le venin d’abeille
(Habermann). Depuis, de nombreux peptides antimicrobiens de diverses origines ont été

découverts.

Les bactéries ont depuis quelques années, développé des mécanismes de défense
contre ’action des antibiotiques utilisés dans la pharmacopée. Il s’est alors avéré essentiel de

trouver et d’identifier de nouvelles molécules « antibiotiques ».

A ce jour, plus de 700 peptides antimicrobiens ont été découverts. Ceux-ci présentent

des structures trés diverses, et possédent un mécanisme d’action assez complexe.

Les peptides antimicrobiens sont souvent des molécules amphiphiles contenant un
nombre important de résidus arginine et/ou lysine dans leur séquence, leur permettant
d’acquérir une charge globale positive et donc d’interagir avec les membranes des bactéries.
Ils possedent également un nombre de résidus acides aminés inférieur a 50, et un pourcentage

¢levé en résidus hydrophobes (= 50%).

D’aprés Hancock et Chapple (1999), les peptides antimicrobiens se répartissent en
deux catégories : ceux issus d’une synthése non ribosomale, et ceux dit « naturels » issus

d’une synthése ribosomale.
I.1. Les peptides antimicrobiens issus de la synthese non ribosomale

Ces peptides sont généralement issus de bactéries, de levures, ou de champignons.
Leur synthése a lieu au sein des complexes multienzymatiques formés de diverses
synthétases, capables de former des peptides de structure trés différente. Ils peuvent étre
constitués d’acides aminés L ou D, d’acides aminés hydroxylés ou non usuels. Des
modifications peuvent avoir lieu comme des glycosilations, des méthylations en Niminal, €t

des cyclisations.
I.2. Les peptides antimicrobiens issus de la synthése ribosomale

Ces peptides antimicrobiens dits « naturels », sont issus de différents organismes

allant des mammiféres aux plantes en passant par les insectes, les amphibiens et les bactéries.

16

© 2006 Tous droits réservés. http://www.univ-lille1.fr/bustl



Thése de Véronique Dubois-Delval, Lille 1, 2006

Chez les organismes multicellulaires, ils font partie intégrante du systéme immunitaire inné et
assurent la premiere ligne de défense de I’organisme lors d’une infection par un agent

pathogene.

Leur obtention peut se faire par deux voies différentes. La premiere passe par la voie
métabolique : les peptides sont synthétisés, stockés et libérés lors d’une agression de
I’organisme par un pathogéne. La deuxiéme passe par ['utilisation de certaines protéines
présentes dans I’organisme. Ces protéines, peu ou pas actives vis-a-vis des microorganismes
pathogenes, sont dégradées par des enzymes protéolytiques permettant de générer des

peptides antimicrobiens (Marshall et Arenas, 2003, et Bulet ef al., 2004).

I1. Structure des peptides antimicrobiens

Les peptides antimicrobiens se repartissent dans deux familles. La premiere famille
regroupe I’ensemble des peptides linéaires, et la deuxieme famille, regroupe les peptides non
linéaires comportant un ou plusieurs ponts disulfures (Toke, 2005). Chaque famille comporte

des peptides antimicrobiens caractérisés par des structures diverses.

Un peptide antimicrobien, pour interagir avec la membrane des bactéries, doit
posséder au sein de sa structure plusieurs caractéristiques essentielles : une charge positive
globale permettant I’interaction avec la membrane, un caractére amphiphile permettant
I’insertion du peptide dans la membrane, et un caractere hydrophobe pour les interactions et la

perméabilisation de la membrane (Yeaman et Yount, 2003).
I1.1. Les peptides linéaires

La famille des peptides linéaires est la plus représentée au sein des peptides
amphiphiles cationiques. Cette famille se divise en deux groupes : d’un coté les peptides
linéaires pouvant adopter une structure en hélice o, et de I'autre les peptides non structurés

(extended peptide).

1L.1.1. Les peptides structurés en Hélice a

La plupart des peptides linéaires ont tendance a adopter une structure en hélice
o (Figure 1). Les peptides les plus représentatifs, appartiennent a la famille des magainines,

peptides isolés chez les amphibiens (Powers et Hancock, 2003).
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Ces peptides induisent une perméabilisation membranaire. Aprés interaction avec les
phospholipides de la membrane, ils forment des pores, ce qui permet leur insertion a travers la

membrane des bactéries.

NANANY

Figure 1. Structure secondaire d’un peptide en Hélice c.

La conformation en hélice o est caractérisée en son centre par une légeére courbe qui
semble étre nécessaire a la suppression de 1’effet hémolytique (Powers et Hancock, 2003). En
général, ces peptides ne sont pas structurés en solution, ils ne se structurent qu’au contact de

la membrane des bactéries.

La charge globale du peptide a une grande importance. En effet, une augmentation de
celle-ci entralne une augmentation de 1’activité antimicrobienne mais également de 1’effet

hémolytique (Dathe ef al., 2001).

11.1.2. Les peptides non structurés

Ces peptides n’adoptant pas de structure secondaire en hélice o ou en feuillet 3, sont
appelés « extended peptide » (Powers et Hancock, 2003). Ils possedent une séquence en

acides aminés particuliére. Celle-ci contient un pourcentage élevé en certains acides aminés

(Figure 2).

Figure 2. Structure secondaire d’un peptide non structuré.

Les peptides les plus répandus sont ceux riches en : Histidine (Histatine), Proline et
Arginine (Pr 39), Proline et Phénylalanine (Prophenine), et Tryptophane (Tritrplicine et
Indolicine (Epand et Vogel, 1999, et Powers et Hancock, 2003).

Au contact de la membrane, ils s’organisent en « coude » avec une répartition des
résidus hydrophile/hydrophobe sur leur surface, et induisent la perméabilisation de la

membrane sans lyse de celle-ci.
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I1.2. Les peptides non linéaires

La famille des peptides non linéaires est formée de peptides contenant un ou plusieurs
ponts disulfures (Figure 3). Les peptides sont repartis dans trois classes en fonction du

nombre de pont(s) disulfure(s) qu’ils contiennent (Toke, 2005).

La premiére classe correspond aux peptides contenant un ou deux ponts disulfures
comme la Protegrine (Toke, 2005). La deuxiéme contient des peptides avec trois ou quatre
ponts disulfures formant un cycle ouvert comme les défensines (Izadpanah et Gallo, 2005). Et

la troisiéme classe est constituée de peptides cycliques.

Figure 3. Structure secondaire des peptides non linéaires.

La structure des peptides non linéaires, est souvent caractérisée par une série de
feuillets B anti-paralléles. Elle garde un caractére amphiphile par la présence de petites

portions en hélices o nécessaire aux interactions et a la perméabilisation membranaire.

La présence de ponts disulfures donne a la structure une certaine rigidité et stabilité.
La perte d’un ou plusieurs ponts disulfures entraine une perte de I’activité qui peut étre totale

(Pellegrini et al., 1999) ou partielle (Fazio et al., 2006).

III. Mécanisme d’action des peptides antimicrobiens

Les peptides antimicrobiens posseédent un mécanisme d’action assez complexe. Celui-
ci dépend de la structure du peptide, et du type de la bactérie cible (Gram-positif ou Gram-

négatif).

Le caractere amphiphile des peptides permet leur intégration dans la membrane
bactérienne. Les peptides cationiques ont tendance a interagir avec le lipopolysacharide (LPS)

des bactéries a Gram-négatif entrainant des perturbations au sein de la membrane.
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Le mécanisme d’action des peptides antimicrobiens se fait en plusieurs étapes (Powers
et Hancock, 2003 et Yeaman et Yount, 2003). La premicre étape consiste a la structuration du
peptide au contact de la membrane. En général, les peptides en solution ne sont pas structurés.

I1s ne se structurent qu’en présence de la membrane lipidique.

La deuxiéme étape consiste a I’interaction des charges positives des peptides avec les
charges négatives des phospholipides des membranes bactériennes. Ils interagissent avec le
lipopolysacharide (LPS) des bactéries a Gram-négatif ou le peptidoglycane des bactéries a
gram-positif (Epand et Vogel, 1999). Le peptidoglycane constitu¢ d’acides teichoiques et
d’acides teichuroniques, permet I’apport de charges négatives sur la membrane nécessaire

pour interagir avec les peptides antimicrobiens.

Pour les bactéries a Gram-négatif, le peptide antimicrobien interagit avec le LPS,
provoquant le déplacement des ions Ca>" et Mg®* situés a la surface de la membrane. Ce qui
crée une perturbation de la membrane et permet I’intégration du peptide a travers la
membrane. Aprés passage de la membrane externe, les peptides vont interagir avec la

membrane cytoplasmique.

L’interaction avec la membrane cytoplasmique peut se faire selon deux types de
mécanismes. Le premier provoque une déstabilisation de la membrane tandis que le deuxiéme

ne provoque pas de perturbations au sein de la membrane (Powers et Hancock, 2003).
IT1.1. Mécanisme entrainant la déstabilisation de la membrane cytoplasmique

Ce mécanisme correspond généralement a celui des peptides structurés. La
déstabilisation de la membrane peut se faire selon trois modeles distincts, appelés « Barrel

Stave », « Pores toroidaux », et « Carpet » (Yeaman et Yount, 2003 et Sanderson, 2005).
111 1.1. Modéle « Barrel Stave ou Douve de Tonneau »

Dans ce mécanisme, les peptides amphiphiles s’orientent perpendiculairement a la
membrane afin de mettre leurs résidus hydrophobes en contact avec les lipides, et les résidus
polaires au centre de la molécule (Figure 4). Lorsqu’un certain seuil est atteint, les peptides
s’internalisent et se regroupent dans la membrane. Le peptide pénétre dans la membrane et
forme un canal sous forme de tonneau a travers celle-ci, entrainant une fuite du contenu
cytoplasmique. La formation de ces tonneaux est dépendante de la concentration en peptides.
A faible concentration, les peptides ne produisent qu’une perturbation locale de la membrane,

puis quand la concentration augmente, ils s’organisent en formant un pore.
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I11.1.2. Modéle « Wormhole ou Pores Toroidaux »

Ce modele est trés proche du modele précédent. La différence se situe dans la
formation du pore. Dans ce mécanisme, le pore est formé par une alternance de peptides et de
lipides (Figure 4). Les peptides s’ins¢rent dans la membrane apres leur fixation, en déplagant
les tétes des phospholipides, et provoquant une courbure de la membrane. Cette tension au

sein de la membrane permet I’orientation perpendiculaire des peptides et la formation du pore.

111.1.3. Modéle « Carpet ou Tapis »

Le modele « Carpet», souvent décrit comme un mécanisme du type détergent,
correspond a un mécanisme sans insertion des peptides et sans formation de pores dans la
membrane (Figure 4). Les peptides s’alignent et s’accumulent a la surface de la membrane,
induisant une perturbation locale, puis des perforations entrainant la fuite de composés

cytoplasmiques.

Carpet mechanism

T
&&%éaggééaggésé

/ Toroidal pore mechanism

Peptide Binding
(balow P:L")

%

Figure 4. Mécanismes d’interaction des peptides antimicrobiens avec la membrane

bactérienne.
II1.2. Mécanisme sans interactions avec la membrane cytoplasmique

Ce sont des peptides qui semblent agir au niveau du cytoplasme. Ce mécanisme est
employ¢ par les peptides riches en un acide aminé. Le passage du peptide a travers la
membrane, se ferait par translocation comme celle présentée pour les agrégats micellaires
(Powers et Hancock, 2003). Dans le cytoplasme, ils peuvent interagir avec plusieurs cibles :

I’ADN, I’ARN, et les protéines cytoplasmiques afin d’inhiber leur synthése.
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IV. Obtention des peptides antimicrobiens par hydrolyse enzymatique de

protéines

IV.1. Généralités

A partir des années 1990, plusieurs peptides possédant des activités antimicrobiennes
vis-a-vis de bactéries a Gram-positif et a Gram-négatif, ont été mis en évidence et isolés au
sein d’hydrolysats de protéines. La nature de ces protéines est trés diverse telle que les
caséines (Zucht et al., 1995, et, Lahov et Regelson, 1996), le lysozyme (Ibrahim ef al., 2001),
I’ovotransferrine (Ibrahim ef al., 1998), la lactoferrine (Bellamy et al., 1992), la [-
Lactoglobuline (Pellegrini et al., 2001)....

Les protéines du lait représentent une source potentielle et attractive de peptides
antimicrobiens (Pellegrini, 2003). Plusieurs protéines du lactosérum (lactoferrine, o-
Lactalbumine et B-Lactoglobuline) ainsi que les caséines (caséine os;, caséine ogp, caséine K)
ont permis 1’obtention de peptides antimicrobiens lors de leur hydrolyse par des enzymes
digestives (Clare et al., 2003, et Floris et al., 2003). L’ensemble des peptides antimicrobiens

issus de ces protéines est présenté dans le tableau I.

Si la majorité des peptides antimicrobiens préparés par hydrolyse enzymatique de
protéines, a été isolée a partir de protéines du lait, plusieurs auteurs (Froidevaux ef al., 2001a,
Mak et al., 2004, Daoud et al., 2005 et Nedjar-Arroume et al., 2006) ont rapporté 1’obtention
de peptides antimicrobiens par hydrolyse enzymatique de 1’hémoglobine, protéine connue
pour étre une source de peptides a activités biologiques (Ivanov et al., 1997). Ces peptides
antimicrobiens sont nommés Heémocidines pour « peptides antimicrobiens dérivés de
protéines contenant une molécule d’héme » (Dubin ef al., 2005). Le tableau II présente
I’ensemble des peptides antimicrobiens obtenus a partir de 1’hydrolyse enzymatique de

I’hémoglobine.

Dans cette étude, 1I’obtention de peptides antimicrobiens a été recherchée a partir de
I’hydrolyse enzymatique de deux protéines, 1’hémoglobine bovine et I’o-Lactalbumine

bovine.
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Protéine

Peptide

Activité
vis-a-vis de bactéries

Enzyme

Référence

o —Lactalbumine

LDTI (1-5)
LDT2 (17-31/109-114)

Gram-positif

Trypsine

Pellegrini et al., 1999

Bovi
ovine LDC (61-68/75-80) o -Chymotrypsine
15-20
B -Lactoglobuline 25-40 . . .
Bovine 73-83 Gram-positif Trypsine Pellegrini et al., 2001
92-100
Ca];eolifn:S] Isracidin (1-23) Gram-positif et Gram-négatif Chymosine Lahov et al., 1996
Caséine as; Casocidin I (150-188) Inconnue Zucht et al., 1995
Bovine 164-179 Gram-positif et Gram-négatif Pepsine Recio et al., 1999
183-207
CES:\I]?EGK Kappacin (106-169) Gram-positif et Gram-négatif Chymosine Malkoski et al., 2001
Casemp N 43-97 Gram-positif et Gram-négatif Pepsine Liepke et al., 2001
Humaine
Lactof;mne Lactoferricine B (17-41) Gram-positif et Gram-négatif Pepsme Wakabayashi et al., 2003
Bovine Chymosine
Lactoferricine H (1-11/12-47) . o .
L1638 Cram-positifet Gramenceatl bepsine
Lactoferrine 1-42/43-48 Gram-néeatif Pepsine Wakabayashi et al., 2003
Humaine e dtenTAs Chymosine
1-16/45-48 " .
1-11/17-47 Gram-positif Pepsine
Laé;(;t;ei;réne Lactoferricine C (14-42) Gram-positif et Gram-négatif Pepsine Recio et al., 2000

Tableau 1. Peptides antimicrobiens issus de [’hydrolyse des protéines du lait.
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Protéine

Peptide

Activité
vis-a-vis de bactéries

Enzyme

Référence

Hémoglobine
bovine

a 107-141
o 133-141
o 137-141
B 126-145

Gram-positif

Gram-positif et Gram-négatif

Pepsine

Pepsine

Froidevaux et al., 2001a

Nedjar-Arroume et al.,
2006

Hémoglobine
Humaine

o 1-40
a1-33
a1-32
o 1-31
o 1-29
a 1-20
o 18-44
a 35-80
o 35-77
a110-131
B 1-30
B 43-83

B 115-146
o 35-56

Gram-négatif

Gram-positif et Gram-négatif

Protéinases

Mak et al., 2004

Tableau II.

Peptides antimicrobiens issus de [’hydrolyse de [’hémoglobine.
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IV.2.0btention des peptides antimicrobiens par hydrolyse pepsique de

I’hémoglobine bovine

La mise en évidence et la caractérisation de nouveaux peptides antimicrobiens ont été

effectuées a partir de 1’hydrolyse de ’hémoglobine bovine par la pepsine.

1V.2.1. L’hémoglobine bovine

L’hémoglobine bovine est une protéine de 64500 Da, constituée d’une partie
protéique, la globine, et d’un héme. Quelque soit I’espéce, ’héme représente la partie

constante de I’hémoglobine, et les différences se situent au niveau de la globine.
1V.2.1.1. Structure de la globine

Chez tous les vertébrés, la globine est un tétramere formé par I’association de quatre
chaines polypeptidiques identiques deux a deux : deux chaines alpha (ou globines a) et deux
chaines béta (ou globines B) (Figure 5). Chacune des chaines adopte une conformation
spatiale lui donnant une forme globulaire et ménageant une « poche » superficielle dans
laquelle se loge I’héme (une molécule d’hémoglobine peut ainsi fixer 4 molécules
d’oxygéne).

Chaine ol Chaine B1

Chaine 32

Figure 5. Structure spatiale de I’hémoglobine.

Le tétramere résulte de 1'association de deux dimeéres fonctionnels : ol Bl et a2 2,
disposés de fagon a ce que la sous unité a1 soit au contact de la sous unité B2 et o2 de 1. La
cohérence du tétramere (a2-B2) résulte de liaisons dues aux chaines latérales hydrophobes des

acides aminés situés a la périphérie de chaque globine (Perutz, 1960, et Safo et Abraham,

2001).
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La structure spatiale de la globine a ¢été remarquablement conservée depuis
I’apparition de la molécule ancestrale qui remonte sans doute a quelques 600 a 700 millions

d’années.
¢ La chaine o

La chaine o de 15 053 Da est formée de 141 acides aminés (Sasakawa, 1961). La figure

6 montre la séquence linéaire en acides aminés de la chaine o (Satake et Sasakawa, 1962).

V'LSAADKGNV'"KAAWGKVGGH” AAEYGAEALE’"RMFLSFPTTK *TYFPHFDLS
H'GSAQVKGHGA"KVAAALTKAV '"EHLDDLPGAL*SELSDLHAHK ’LRVDPVN
FKL'’LSHSLLVTLA'"’SHLPSDFTPA'*’VHASLDKFLA“'NVSTVLTSKY'*R

Figure 6. Séquence en acides aminés de la chaine o de [’hémoglobine bovine.

La structure secondaire de la chaine o est formée de 8 hélices a: H1 a H8, reliées par des

coudes (Figure 7).

H1 oW H H4 i HS
VL SAADKGNVKAAWGKVGGHAAEYGAEAL ERMFLSEFPTTKTYFPHFDL SHGSAQVKGHGA
] 1h 15 b 25 3h 35 ) 45 b 55 60
Hs H7 Hs

OO Ny VYV, VLV, VU,V WL

KVAAAIL TKAVEHLDDLPGALSEL SDLEAHKLRVDPVNFKLL SHSLLVTLASHLPSDFTPA
65 b 75 8h 5 ob o5 1do 105 1o 15 170

WA

VHASLDEFLANVSTVLTSKYR
175 1 s 1dh

Eesidue interactions:-  + with ligand

a

Figure 7. Structure spatiale de la chaine & : a Représentation schématique des hélices et

b Représentation spatiale des différentes hélices.

¢ La chaine B

La chaine B de 15954 Da posséde 146 acides aminés (Schroeder et al., 1967). Sa

séquence linéaire est représentée dans la figure 8 :

M'LTAEEKAAV''TAFWGKVKVD”’EVGGEALGRLLVVYPWTQRF*FESFGDLST
A’ DAVMNNPKVK* AHGKKVLDSP ’SNGMKGLDDL*KGTFAALSEL’’"HCDKLHV
DPE'"’'NFKLLGNVLV''"VVLARNFGKF'*’FTPVLQADFQ"'’KVVAGVANAL'*’AHRY
H

Figure 8. Séquence en acides aminés de la chaine [ de [’hémoglobine bovine.
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La chaine B est également formée de plusieurs hélices o : 11 hélices réparties de H1 a H11,

reliées par des coudes (Figure 9).

H1 LH2 H3 H4 Hs
MLTAEEKAAVTAFWGKVKVDEVGGEALGRLLVVYPWIQRFFESFGDL S TADAVMNNPEVE
3 10 15 2h 25 3b 35 4b 45 30 35 &b

AHGKKVLDSF SNGMKHLDDLKGTFAALSELHCDKLHVDPENFKLLGNVLVVVLARNFGKE
62 70 75 sh 85 b 3 wo s i s 1o
FTPVLQADFQEVVAGVANAL AHRYH
172 EEES o s

Residue interactions:- - with ligand a b

Figure 9. Structure spatiale de la chaine B : a Représentation schématique des hélices et

b Représentation spatiale des différentes hélices.

IV.2.1.2. Structure de [’heme

L’héme est constitu¢ d’une protoporphyrine ayant en son centre un atome de fer
(Fe2+). La protoporphyrine est formée de quatre cycles pyrroliques unis par l'intermédiaire de
ponts méthénylés (-CH=) et substitués par des groupes méthyl, propionate et vinyl dont la
disposition est caractéristique du type IX (Figure 10).

Mithyl Finyl

Iathyl Y Iathyl
} Pt

Propionats I:/s\ Finyl

Propicmate HMéthyl

[ I

Figure 10. Structure de I’heme.

Que la molécule d’hémoglobine soit oxygénée (oxyhémoglobine) ou désoxygénée

(désoxyhémoglobine), le fer reste sous la forme Fe*".

Dans l'oxyhémoglobine, I'atome de fer présente six liaisons de coordinance : quatre
interviennent dans la structure de 1'héme, la cinquiéme permet de fixer I'heme a la globine au
niveau des Histidines a 87 et B 91 et la sixiéme fixe une petite molécule tel que 1'oxygene,

appelée "ligand". Ce ligand est en rapport avec les Histidines o 58 et 3 62.
Dans la désoxyhémoglobine, ou aucun ligand n'occupe la face distale de I'heme, le fer

est pentacoordonné. Par suite d'une distribution différente des électrons dans les couches
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périphériques, le volume de cet atome augmente. Ces changements de taille sont a la base
méme des mécanismes de modification de la configuration de la structure protéique

accompagnant la fixation d'oxygene.

1V.2.2. La pepsine de porc

La pepsine A de porc (EC 3.4.23.1) est une endoprotéase appartenant a la famille des
protéases a acide aspartique, incluant la chymosine, la rénine, la cathepsine D et des enzymes

microbiales apparentées telles que 1’endothiapepsine et la penicillopepsine.

La pepsine secrétée dans I’estomac des mammiferes, est produite par les cellules de la
muqueuse gastrique sous la forme d’un précurseur inactif, le pepsinogene. Le pepsinogene est
converti a pH acide (pH < 5) de facon autocatalytique en pepsine par le clivage de la liaison

peptidique entre la Leucine™ et I’Isoleucine® (Herriott, 1962).
1V.2.2.1. Structure

La pepsine avec une masse moléculaire de 34 600 Da, est constituée de 326 acides
aminés (Moravek et Kostka, 1974, Sepulveda et al., 1975) répartis en deux domaines
principaux : le domaine Nt (AA'-AA'7) et le domaine Ct (AA'"7-AA**®), formant une chaine
peptidique. La pepsine posséde également trois ponts disulfures répartis selon Cys*—Cys™,

Cys*®-Cys™'?, Cys***-Cys*” (Figure 11).
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Figure 11. Séquence en acides aminés et Représentation schématique de la structure
secondaire de la pepsine ; "= _ oiljc; f £—L = Coude SATAVA Hélice o VW
Hélice 3" W = Hélice 7 TCKNGQTNCY = Pont Disulfure.
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La chaine peptidique de la pepsine posséde une structure secondaire essentiellement
formée de feuillet B (Figure 12),ce qui la classe dans la famille des protéines «f »
conformément aux protéases a acide aspartique, (Abad-Zapatero et al., 1990, Sielecki et al.,
1990). La pepsine posséde une faible proportion d’hélices : 4 hélices 3'° : Pro’®-Asp®, Tyr'*-
Ilelzg, AlaBO—Glym, Serm—Tyrm, Cys249—Leu255, et 3 hélices o : Ser“o—Tyrm, Vall%—Aspm,

Thr225-11e235, Leu48-Asp52, Prom-TyrzM, Asp303-Ile306.

Feuillet B

Hélice 3"

Hélice o

Figure 12. Structure spatiale de la pepsine porcine.

1V.2.2.2. Mécanisme d’action

La pepsine appartient a la famille des protéases, enzymes spécialisées dans la coupure
de la liaison peptidique. Elle appartient a la classe 3.4 selon la classification de la Commission
sur les enzymes (EC). Son mécanisme d’action est basé sur la reconnaissance d’un motif
structural du substrat a hydrolyser au niveau du site actif de I’enzyme. Schechter et Berger
(1967, 1968) ont établi une nomenclature concernant la spécificité des protéases. L’enzyme
va cliver la liaison peptidique située entre les résidus (acides aminés) P1 et P1° localisés au

niveau des sites d’interaction de 1’enzyme nommés S1 et S1°(Figure 13).

<
Chaine polypetidique

w.— @D @@ @ @ @~

I AN A U A N

Enzyme

Figure 13. Nomenclature de Schechter et Berger (1967, 1968).
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La pepsine est une des protéases fonctionnant avec I’acide aspartique (Asp) dans son
site actif. Celui-ci comprend deux résidus acide aspartique proches géométriquement Asp** et
Aspzls, ainsi que d’autres acides aminés : 1%, Ser’, 11e'®, Ala'*, 11e*", Thr*'®, Ala®",
Thr’®, formant une crevasse ot vient se loger le substrat (Davies, 1990). Lors de la coupure
de la liaison peptidique, les deux acides aspartiques jouent simultanément le role de donneur

et de receveur de protons (Dunn, 2002).

La pepsine coupe préférentiellement en Ciermina des acides aminés aromatiques (Phe et
Tyr) et hydrophobes (Leu, Ala, Glu, et Gln), en position P1 (Keil, 1992). Certains acides
aminés peuvent avoir un effet négatif sur le clivage de la liaison peptidique par la pepsine
selon leur position au sein de son site actif : I’Arginine en position P1 et P3, la Lysine et
I’Histidine en position P3. La Proline a un effet positif lorsqu’elle se situe en position P3 ou
P4, et un effet négatif quand elle est en position P2 ou P’3. La Pepsine ne coupe pas en

présence de Pro et Gly en position P1.

1V.2.3. Obtention de peptides antimicrobiens

L’hémoglobine par son hydrolyse, géncre des peptides présentant une activité
antimicrobienne vis-a-vis de souches bactériennes a Gram-positif et a Gram-négatif. Fogaca
et al. (1999), ont identifi¢ pour la premicre fois un peptide antimicrobien actif vis-a-vis des
bactéries a Gram-positif a partir de D’intestin du tique Boophilus microplus. Ce peptide

correspond au fragment 33-61 de la chaine o de I’hémoglobine bovine.

A partir de I’hydrolyse pepsique de I’hémoglobine bovine, plusieurs peptides
antimicrobiens ont pu étre isolés et identifiés. Le premier peptide antimicrobien identifié
(Froidevaux et al., 2001), correspond au fragment o 1-23. Ce peptide est actif vis-a-vis d’une
bactérie a Gram-positif, Micrococcus luteus A 270. Puis, Daoud et al., (2004) ont isol¢ et
identifi¢ un deuxiéme peptide antimicrobien correspondant au peptide o0 107-136, actif vis-a-
vis de souches bactériennes a Gram-positif (Micrococcus luteus A270 et Listeria innocua) et a
Gram-négatif (Escherichia coli et Salmonella enteritidis). Récemment, quatre nouveaux
peptides antimicrobiens ont pu étre isolés et caractérisés (Nedjar-Arroume et al., 2006). 11
s’agit des peptides o 107-141, o 133-141, a0 137-141, et B 126-145. Ils sont également actifs

vis-a-vis de ces quatre souches bactériennes.
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IV.3.0btention des peptides antimicrobiens par hydrolyse chymotrypsique de

I’o-Lactalbumine bovine

1V.3.1. L’a-Lactalbumine bovine

L’o-Lactalbumine (a-Lac) est une des protéines majeures du lactosérum (1,2 g/L de
lait). C’est une petite protéine de 14,2 kDa pouvant fixer le calcium, et qui est impliquée dans
le cycle de biosyntheése du lactose. (Hill ef al., 1968, et Yadav et Brew, 1991). Elle protége
¢galement la muqueuse gastrique contre 1’action d’agents provoquant des ulceres (stress et
alcool) lors de son ingestion (Matsumoto et al, 2001). L’ a-Lactalbumine est souvent
comparée au Lysozyme (EC. 3.2.1.17), par leur homologie de séquence (Brew et al., 1967 et

Hill et al., 1968) et par leur structure secondaire similaire (Poverino de Laureto ef al., 2002a).
1V.3.1.1. Structure primaire et secondaire

La structure primaire de I’a-Lactalbumine a été établie pour la premiére fois par Brew
et al. (1970a et 1970b): elle est constituée de 123 AA formant une seule chaine
polypeptidique. Puis Shewale et al. en 1984, ont apporté quelques corrections a cette
séquence. Elle posséde 8 cystéines formant 4 ponts disulfures (Vanaman ez al., 1970) : Cys‘—
Cys'?, Cys™-Cys'"!, Cys®'-Cys”’, et Cys">-Cys’' permettant de stabiliser sa structure (Figure
14).

1 10 20 | 30 40
E QLTKCEVFR ELKDLKGYGG VSLPEWVCTT FHTSGYDTQA IVQNNDSTE

s | |
Y;UGLFQINNKIW()UFKDDQNPHSS70NICNISFDKFSOLDDDLTDDIM%CVKKILDKV

110 3

CSEKLDQWL lCm'EKL”‘

G INYWLAHKAL

Figure 14. Séquence en acides aminés de |’ a Lactalbumine bovine

L’a-Lactalbumine est formée de deux domaines (Figure 15) : un grand domaine en
hélice o (Glu'-Ser’ et Thr**-Leu'*’) et un petit domaine en feuillet p (Gly’ -Leu®)

(Permyakov et Berliner, 2000).

Le domaine o est constitué de 4 hélices o : LysS—Glu“, Leu23—Ser34, ThrSG—Lysgg, et
Leu'”-Leu''” et de 4 petites hélices 3'": Lys"*-Leu", Tyr'®-Gly*, Ile'”'-Tyr'®”, et Leu'"-
Trp“g
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Domaine o Domaine B
/ Feuillet B
Hélice 3" /
Hélice o ) « Coude

/
Figure 15. Structure spatiale de [’o-Lactalbumine bovine.

Le domaine B est composé quant a lui de 3 feuillets B antiparalléles : Tle*'-Asn*,
Thr*’-Tyr, et Ile’>-Asn, d’une hélice 3'°: Cys’’-Phe®® et d’une série de boucles et de
coudes (Figure 16). La séquence 105-110 correspond a une région flexible de la protéine, elle

adopte une structure en hélice a uniquement quand le pH du milieu est compris entre 6,5 et 8.

FEOLTECEEVEFRELEDLEGY GEVSLEEWVETTFHTSGYDTOA TVONND S TEY GLEO TIHMNETW
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Figure 16. Représentation schématique de la structure secondaire de |’a-Lactalbumine :

— e B 5L = Coude W = Hélice a 'JWL = Hélice 3" '\!W" = Hélice

& TCENGQTNCY = Pont Disulfure.

1V.3.1.2. Fixation de cations

L’ a-Lactalbumine possede la capacité de fixer certains cations. Elle a en autre une
grande affinité pour I’ion Ca®". Le site de fixation se situe 4 la jonction des deux domaines,
d’un c6té il est relié & une hélice 3'° (Cys’’-Phe®) du domaine B et de I’autre a une hélice o
(Thr*®-Lys”®) du domaine o (Chrysina et al., 2000). Il est localisé au sein de la séquence
Lys-Asp™, région riche en acide aspartique. Le calcium interagit dans cette région avec

certains AA : Lys”, Asp®, Asp™, Asp®’ et Asp®™, et deux molécules d’eau stabilisant
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I’ensemble de la structure (Figure 17). Le calcium aide a stabiliser la conformation de I’ a-Lac

et améliore sa résistance aux traitements thermiques.

Figure 17. Site de fixation du calcium sur |’ o-Lactalbumine bovine.

s . . 2+ . ., . , . . ..
Un deuxieme site de fixation du Ca”" existe, situé juste a coté du premier, mais celui-ci

4 A : 2+ 2+ 2+ 3+ + +
est également commun a d’autres cations : Mn™, Cd”", Cu”', AI’, Na', et K".

Elle posséde également un site de fixation pour 1’ion Zn*" situé du coté Niemina de la
protéine comprenant les AA : Glu', Glu’, Glu'!, et Asp®’. Les ions Co®" et Mg”" peuvent s’y
fixer également. La fixation du Mg®" permet de stabiliser la structure de I’a-Lac a I’inverse du

Zn*" qui la déstabilise (Noyelle et Van Dael, 2002).
1V.3.1.3. Interactions avec d’autres molécules

L’a-Lactalbumine est capable d’interagir avec des composés autres que des cations.
En effet, elle peut fixer la Melittine (peptide antimicrobien issu du venin d’abeille), mais
uniquement quand le calcium ne lui est pas 1i¢ (Permyakov et al., 1991). Elle peut interagir
¢galement avec certains acides gras: 1’acide 5-doxylstéarique, 1’acide stéarique, 1’acide

palmitique (Cawthern et al., 1997) ainsi que 1’acide oléique (Svensson et al., 2003).
1V.3.1.4. Conformation de |’ a-Lactalbumine

La conformation de 1’ai-Lactalbumine peut étre modifiée selon les caractéristiques du

milieu réactionnel.

En conditions natives, elle peut se présenter sous deux formes. La premiére appelée
holoforme, correspond a la protéine liée a I’ion calcium. La deuxiéme, correspond a la
protéine sans calcium, nommée apoforme. L’absence de calcium a tendance a déstabiliser la

structure de la protéine (Chrysina et al., 2000).
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Le passage de la forme native a la forme dénaturée dépend d’une part des conditions
du milieu réactionnel et d’autre part de la conformation de la protéine. Owusu Apenten (1995)
a ¢étudi¢ la dénaturation par la chaleur des deux conformations. A basse température,
I’holoforme et 1’apoforme ont des structures similaires. Par contre dés que la température
augmente, I’apoforme se dénature plus rapidement que 1’holoforme. Le Tm (ou température a
laquelle 50% de la protéine se trouve sous une forme dénaturée) de I’apoforme se situe autour

de 34,5°C tandis que celui de I’holoforme est situé aux alentours de 67,5°C.

Pendant le mécanisme de dénaturation, I’a-Lactalbumine ne passe pas directement
d’un état natif a un état dénaturé. Il existe une étape supplémentaire, ou la protéine passe par

une conformation semi dénaturée appelée « Molten Globule » (MG).

A pH acide (pH < 2), I’a-Lactalbumine se trouve dans une conformation acide appelée
« A-State ». Il s’agit d’un état dénaturé de la protéine, qui serait assez proche au niveau
structural du « Molten Globule » (Kuwajima, 1996). Ce changement de conformation a pH
acide, est di a une compétition entre le calcium et les protons du milieu (Permyakov et al.,

1985).

Le passage de la conformation native de I’a-Lactalbumine a la conformation « molten
globule », peut se faire de quatre facons en utilisant : une température élevée, un pH acide (pH
< 2), des agents dénaturants « forts » (urée ou guanidine-HCI) a une concentration modérée,

ou en enlevant le calcium, a pH neutre, avec une faible force ionique (Kuwajima, 1996).

De nombreuses études ont été réalisées, afin d’établir précisément la structure de ce
« molten globule » (Polverino de Laureto et al., 2002b), et de comprendre le mécanisme de
dénaturation de 1’a-Lactalbumine (Chang et Li, 2001). Le « molten globule » garde la
structure secondaire de la forme native, mais il perd une partie de la structure tertiaire de la
protéine (Kuwajima, 1996). Le domaine a (fragments 1-39 et 81-123) reste natif, par contre le

domaine [ (40-80) est déstructuré (Polverino de Laureto et al., 2002b).

1V.3.2. L’ a Chymotrypsine bovine

L’a chymotrypsine (EC 3.4.21.1) est une endoprotéase synthétisée dans le pancréas
sous la forme d’un précurseur inactif le chymotrypsinogéne, qui sous 1’action d’enzymes

protéolytiques du petit intestin est converti en o chymotrypsine (Figure 18).
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Figure 18. Formation de I’ Chymotrypsine.

1V.3.2.1. Structure

L’a chymotrypsine avec 25 230 Da de masse moléculaire, est composée de 241 AA

(Figure 19) répartis en trois chaines polypeptidiques : la chaine A (Cys'-Leu'), la chaine B

(Ile'°-Tyr'*) et la chaine C (Ala'*-Asn®*). Elle posséde deux ponts disulfures inter chaines,

permettant de relier les chaines entre elles : Cys'-Cys

122

136 201 . . .
, Cys 7-Cys™, ainsi que trois ponts

disulfures intra chaine : Cys*-Cys®, Cys'®-Cys'®?, Cys'"'-Cys*’ (Hartley, 1964, et Brown et

Hartley, 1966).
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Figure 19. Séquence en acides aminés et Représentation schématique de la structure
secondaire de la pepsine : "= [y ijje; B £V = Coude ATAV A Hélice o ATAV A

Hélice 3" VW Hélice 1 TCKNGQTINCY = Pont Disulfure . Les résidus en gris correspondent

aux acides aminés présents dans la séquence du chymotrypsinogene.
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La chymotrypsine est formée de deux domaines, chacun é&tant constitué

essentiellement d'un tonneau B, formé de 6 brins B anti-paralléles (Blow, 1969). Un trés faible

165

pourcentage d’hélices subsiste, deux hélices o : Asn'®-Trp'”? et Val**>-Asn®*, ainsi que trois

hélices 3': Ala™-Gly*’, Val®*'-Leu™*, Gly'-Ile'"® (Figure 20).

Feuillet B
Coude

Hélice o
! Hélice 3"

Figure 20. Structure spatiale de I’alpha chymotrypsine bovine.

1V.3.2.2. Mécanisme d’action

L’o chymotrypsine appartenant a la famille de protéases a Serine, posséde au niveau
de son site actif trois acides aminés particuliers : une histidine’’, un acide aspartique'®* ainsi
qu’une serine'”” formant la « Triade catalytique ». La coupure de la liaison peptidique se
traduit par une attaque nucléophile de la Serine sur la fonction carbonyle, suivie de la

formation d’un intermédiaire tétraédrique, puis de la libération de deux peptides.

D’aprés une étude de Keil en 1987, la chymotrypsine ne clive aucun acides aminés
quelque soit sa nature quand une Proline se trouve en position P’1. Elle coupe en priorité en
Cierminal des acides aminés aromatiques : Phe, Tyr, et Trp, puis Leu, Met et His. Ensuite, elle
peut s’attaquer mais plus rarement a Asn > GIn > Arg > Thr > Lys > Cys > Ala > Ile > Ser. La

chymotrypsine n’agit pas lorsqu’elle trouve en position P1 : Asp, Glu, Gly, et Pro.

1V.3.3. Obtention de peptides antimicrobiens

Certains peptides issus de I’hydrolyse de 1I’a-Lactalbumine par la trypsine ou la
chymotrypsine présentent une activité antimicrobienne. Pellegrini ef al., (1999) ont isolé et
identifié 3 peptides antimicrobiens actifs vis-a-vis de souches bactériennes a Gram-positif et a
Gram-négatif. L hydrolyse trypsique a généré deux peptides antimicrobiens nommés LDT1 et

LDT?2 correspondant respectivement aux fragments o 1-5 et o 17-31/109-114. Le troisiéme

36

© 2006 Tous droits réservés. http://www.univ-lille1.fr/bustl



Thése de Véronique Dubois-Delval, Lille 1, 2006

peptide antimicrobien est issu de 1’hydrolyse chymotrypsique de I’a-Lactalbumine. Ce
peptide nommé LDC correspond a la séquence o 61-68/75-80. Les peptides o0 17-31/109-114

et o0 61-68/75-80 sont constitués de deux fragments peptidiques reliés par un pont disulfure.

Biziulevicius et al., (2006) ont également montré que 1’hydrolyse de 1’a-Lactalbumine
par voie enzymatique génere des fractions antimicrobiennes. Plusieurs enzymes ont été
utilisées : la trypsine, la pepsine, I’a-chymotrypsine, et la pancréatine. L’ensemble des
hydrolysats a stimulé la lyse de bactéries a Gram-positif et a Gram-négatif. Certains
hydrolysats ont montré une plus grande activité que d’autres: hydrolysats trypsiques >

hydrolysats pepsiques > hydrolysats chymotrypsiques > hydrolysats pancréatiques.

V. Isolement et Caractérisation des peptides antimicrobiens par CLHP et

Spectrométrie de masse

V.1 Isolement et purification des peptides antimicrobiens par CLHP

Les hydrolysats enzymatiques de protéines, sont souvent assimilés a des mélanges
complexes de peptides difficiles a résoudre. Dans le domaine analytique, ce sont surtout les
progrés réalisés en matiere de chromatographie qui ont ¢ét¢ déterminants pour 1'étude de tels

mélanges.

Jusque vers la fin des années soixante, les mélanges peptidiques complexes, produits
par hydrolyse enzymatique de protéines, €taient séparés par des techniques telles que la
chromatographie d'échange d'ions (Schroeder et Robberson, 1965, et Hill et Delaney, 1967),
la chromatographie bi-dimensionnelle sur papier ainsi que par électrophorése (Bennett, 1967).
Mais la faible résolution et le faible rendement de récupération des produits séparés (Bohlen

et Kleeman, 1981) ont souvent été un inconvénient majeur.

A la fin des années quatre vingt, I’association de la chromatographie d’exclusion
stérique a basse pression et de la Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP) en
phase inverse, a permis a Piot ef al. (1988 et 1989a) de purifier des peptides a partir d'un
hydrolysat pepsique d’hémoglobine bovine. Ces techniques chromatographiques sont alors
apparues essentielles pour le fractionnement d'un mélange peptidique aussi complexe dans le
but d'isoler des peptides purs, et la recherche de peptides d'intérét. Piot er al,, (1989b) ont

ensuite substitu¢ la chromatographie d’exclusion stérique a haute pression a la
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chromatographie de basse pression, permettant un gain de temps pour l'isolement des peptides

ainsi qu'une meilleure résolution lors de cette étape de pré-fractionnement.

Depuis les années quatre vingt dix, une majorité des peptides actifs en particulier les
peptides antimicrobiens sont purifiés soit par 1’association de la chromatographie échangeuse
d’ions et de la CLHP (Recio et Visser, 1999, Froidevaux et al., 2001, Liepke et al., 2003, et
Wakabayashi et al., 2003), ou soit directement par CLHP (Zucht et al., 1995, Harrison et al.,
1999, Liepke et al., 2001, Budnik et al., 2004, et Legros et al., 2004a).

En 1991, Zavitsanos et Goetz ont décrit une méthode CLHP couplée a un détecteur a
barrettes de diodes permettant une analyse spectrale en temps réel des peptides au fur et a
mesure de leur élution. Méme si les spectrophotomeétres U.V.-Visible sont capables de générer
des spectres de peptides et de protéines, leur application utile est limitée a des échantillons
purs. Des systémes de détection a barrettes de diodes, couplés a un ordinateur, permettent une
acquisition instantanée de spectres U.V.-Visible pendant toute la durée de la séparation
chromatographique. Cette analyse spectrale en temps réel est extrémement utile pour la
résolution d'hydrolysats peptidiques complexes. En effet, chaque fraction éluée au cours de la
chromatographie peut faire I’objet d’une analyse spectrale. Les données spectrales sont alors
automatiquement prises en compte pour accéder aux spectres dérivés du second ordre
permettant l'identification des acides aminés aromatiques (phénylalanine, tyrosine et
tryptophane) au sein des peptides (Black et Hodges, 1991, Palladino et Cohen, 1991, et Rao et
al., 1991).

Ce couplage de la CLHP en phase inverse a un détecteur a barrettes de diodes a
¢galement permis a plusieurs équipes d’étudier plusieurs peptides d’intérét. En 1996, Zhao et
al., ont mesuré les cinétiques d'apparition de quatre hémorphines au cours de 1'hydrolyse de
I'hémoglobine bovine par la pepsine a pH 2. Choisnard et al., en 2002, ont suivi I’évolution du
peptide antimicrobien a 1-23 au cours de la cinétique d’hydrolyse de 1’hémoglobine bovine

par la pepsine a pH 4.,5.
V.2. Caractérisation des peptides antimicrobiens par spectrométrie de masse

La caractérisation des peptides d’intérét a commencé avec 1’hydrolyse acide (HCl 6M,
110°C, 24H) qui permettait d’obtenir en partie la composition brute en acides aminés

(Skreggs et al., 1957). Mais I’utilisation de cette technique entralnait la destruction du
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Tryptophane et de la Cystéine ainsi que la transformation de la Glutamine et de I’ Asparagine

en Acide Glutamique et Acide Aspartique.

Au cours des années cinquante, Edman met au point une technique permettant
I’identification de 1’acide aminé en position Nierminale (1950, 1956). Cette méthode appelée
« dégradation d’Edman », consiste a faire réagir le phénylisothiocyanate (PITC) avec la
fonction amine Nieminale pour donner un complexe qui, apres action d'un acide dans des
conditions douces libére une phénylthiohydantoine et le reste du peptide. Quelques années
plus tard, il met au point avec Begg (1967), un séquenceur réalisant plusieurs cycles de
dégradation, et permettant 1’identification de la séquence en acides aminés d’un peptide.
Depuis cette technique a permis d’identifier de nombreux peptides actifs comme les peptides
antimicrobiens tels que les peptides MPC-1 et MPC-2 (Selsted et al, 1983), la
seminalplasmine (Theil et Scheit, 1983), et le GPND (Selsted et Hawig, 1987).

A partir des années soixante dix, la spectrométrie de masse fait son apparition pour
I’é¢tude de molécules biologiques tels que les peptides et les protéines, avec la découverte de
I’ionisation par désorption de plasma (PDMS) par Torgerson et al. en 1974. Méme si une des
premieres analyses de peptides a été réalisée sur la fortuitine, un peptide de 1359 Da par
impact €lectronique (Barber, 1965). Elle a permis 1’analyse de molécules de grande taille, non
volatiles, comme certains peptides non dérivés (Macfarlane et Torgerson, 1976) ou comme
I’insuline (Halekausson et al., 1982). Puis au début des années 1980, Barber (1981, et 1983)
introduit deux autres techniques : 1’ionisation par bombardement d’atomes rapides (FAB) et
celle de LSIMS (pour Liquid Secondary Ion Mass Spectrometry). Différents peptides
d’intéréts ont pu ainsi étre identifiés (Gibson et al., 1986 et 1991, et Poulter et al., 1988).

A I’époque, ’identification par la spectrométrie de masse de la séquence d’un peptide
n’était qu’a ses débuts et ces techniques étaient généralement couplées a la dégradation
d’Edman, ce qui a permis de caractériser différents peptides actifs comme la tachyplesine et
les bacténécines (Nakamura et al., 1988, et Franck et al, 1990), et un peptide

immunomodulateur (Salmon et al., 2001).

Avec la découverte a la fin des années quatre vingt, de deux nouvelles techniques
d’ionisation : I’¢électrospray (ESI) (Fenn et al., 1989) et la désorption/ionisation laser assistée
par matrice (MALDI) (Karas ef al., 1987, Karas et Hillenkamp, 1988, Tanaka et al., 1988,
Karas et al., 1989), la spectrométrie de masse a connu un essor considérable dans le monde de

la biologie. Les applications dans ce domaine sont trés nombreuses et notamment dans 1’étude
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des protéines. Elle peut en effet intervenir en controle qualité pour déterminer la pureté et
I’homogénéité d’une protéine, ou é&tre utilisée en protéomique pour identifier les protéines
(Gevaert et Vanderkerckhove, 2000). La spectrométrie de masse est devenue une approche
quasi incontournable dans I’étude et la caractérisation des biomolécules, notamment pour
I’étude structurale des peptides et des protéines, pour la vérification fine d’une séquence, la
localisation de certaines modifications post-traductionnelles, les études de changement de
conformation et de repliement, la caractérisation de complexes covalents ou non et de leurs

zones d’interactions (Mann et Wilm, 1995, et Andersen et al., 1996).

La technique d’ionisation MALDI est une technique assez répandue pouvant étre
appliquée sur une large gamme de molécules d’intéréts biologiques et permettant de travailler
sur une grande gamme de masses (moins de 1 kDa a plusieurs centaines de kDa) avec une
bonne précision de mesure de masse, une préparation et une mise en ceuvre relativement
simples, une grande rapidit¢ d’analyse, ainsi qu’une relative tolérance vis-a-vis des tampons,
des sels, et de nombreux tensioactifs. Souvent associée a la dégradation d’Edman, elle permet
d’identifier de nombreux peptides actifs, dont notamment les peptides antimicrobiens tels que
les pandinines 1 et 2 (Corzo et al., 2001) et les HPAPS (Tang et al., 2002). Aujourd’hui, il est
possible d’obtenir avec 1’ionisation MALDI directement la séquence en acides aminés d’un
peptide par le développement de nouvelles techniques permettant la fragmentation des ions :
la premiere appelée « Post-Source Decay » (PSD) est réalisée sur des spectrometres de masse
du type MALDI TOF en mode reflectron. Et la seconde correspond au développement d’un
nouveau spectrometre de masse en tandem MALDI TOF TOF. Ces deux techniques ont
permis de séquencer des peptides comme un peptide immunomodulateur (Uttenweiler-Joseph
et al., 1998), un peptide antimicrobien (Liu et al., 2004), un neuropeptide (Proekt et al,
2005), et des peptides issus du venin de scorpion (Favreau et al., 2006).

L’¢lectrospray permet d’obtenir des ions en phase gazeuse a partir d’ions en solution,
a pression atmosphérique. Ce qui permet 1’analyse de mélanges complexes directement en
solution et de couvrir une gamme de masses assez large, en générant des especes
multichargées provenant des molécules. Avec I’arrivée en continue des échantillons en
solution, I’¢électrospray peut étre couplé avec la chromatographie liquide haute performance
(LC/MS) ou avec I’¢électrophorese capillaire (CZE/MS), permettant une analyse instantanée
des hydrolysats issus de la dégradation protéolytique de protéines (Moseley et al., 1991,
Matsuo et al., 1994, Smith et al., 1993, Négele et al., 2004, Janini et al., 2004 et Losito et al.,

2006). Comme pour I’ionisation MALDI, 1’¢lectrospray a été couplé a la dégradation
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d’Edman afin d’identifier la séquence de peptides actifs (Novak et al., 1994 et Garcia et al.,
1993). L’apparition des spectrometres de masse en tandem du type triple quadripdle, a rendu
possible la détermination de la séquence en acides aminés de peptides et a permis le
développement de 1’¢lectrospray. Depuis quelques années, différents peptides et protéines ont
pu étre identifiés par cette technique : I’apamine, un peptide neurotoxique (Lange et al.,
1994), des peptides actifs issus de la fermentation de protéines du lait (Belem et al., 1999) ou
par hydrolyse de protéines par des enzymes modifiées présentes dans le fromage
(Haileselassie et al., 1999), et des peptides antimicrobiens (Recio et Visser, 1999, Daoud et
al., 2005, et Salzet, 2005).

Mais I’utilisation courante de I’¢lectrospray est limitée par la sensibilité (de I’ordre de
la picomole) et la résolution des spectrométres de masse conventionnels. De grosses
molécules multichargées peuvent étre analysées. Mais la complexité des spectres et le besoin
d’une plus grande résolution, d’une grande précision de mesure de masse, d’une plus grande
sensibilit¢ sont encore des facteurs limitants pour la détermination de séquences de gros
biopolymeéres. Son utilisation nécessite une certaine pureté des échantillons a analyser mais
également une certaine quantité de produit, facteur limitant pour certaines analyses. Cette
difficulté a conduit a une miniaturisation de la source ESI par diminution du débit, permettant
ainsi d’augmenter la sensibilité, d’utiliser moins de produits et d’augmenter la durée de
I’analyse. Dans un premier temps un dispositif micro-électrospray permettant de travailler a
des débits inférieurs a 1uL/min a été développé par Emmet et Caprioli en 1994. Puis Wilm et

Mann introduisent la source Nano-¢lectrospray en 1996.

La technique nano-¢électrospray présente le double avantage d’accroitre la sensibilité
de la mesure et de réduire la consommation d’échantillon. La mise en ceuvre expérimentale
d’un montage nano-¢lectrospray sollicite de nombreuses précautions, cependant la qualité
analytique des sources nanoESI en terme de sensibilité et de précision de mesure de masse de
protéines, ont permis une grande avancée ces derni¢res années dans 1’analyse protéomique

(Korner et al., 1996, Shevchenko et al., 1996, et Legros et al., 2004a).

La spectrométrie de masse a ionisation électrospray ou MALDI-TOF est aujourd’hui
un outil incontournable et indispensable pour I’étude des protéines et des peptides (Cristoni et
Bernardi, 2003, et Finehout et Lee, 2004). Ces deux techniques peuvent étre aujourd’hui

utilisées soit séparément ou soit de fagon complémentaire (Destoumieux et al., 1997).
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MATERIELS ET METHODES
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I. L’hémoglobine bovine

I.1. Dosage de I’hémoglobine

15 g d’hémoglobine (Sigma, réf. H2625) sont dissous dans 100 mL d’eau. Cette
solution est mise a centrifuger 15 minutes a 4000 tours/min afin d’¢éliminer la partie insoluble.
La concentration du surnageant est déterminée par la méthode de Crosby et al., (1954).
L’hémoglobine en présence de cyanures et de ferricyanures (réactif de Drabkin) est

transformée en cyanméthémoglobine stable qui présente un maximum d’absorption a 546 nm.

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). Aprés 10 minutes de réaction a température ambiante,

I’absorbance de 1’échantillon est lue a 546 nm contre le réactif de Drabkin.

En 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 a doser en % (p/v), peut étre
déterminée selon :

Y=14,7 o A 2 /100 ml
0,4

1.2. Dénaturation de I’hémoglobine par I’urée

1.2.1. Solution d’hémoglobine a 2% dénaturée a pH 2

A partir de la solution d’hémoglobine de concentration Y, prendre un volume V
contenant 5 g d’hémoglobine, et I’ajouter a une solution de 80 g d’urée dans (80 — V) mL
d’eau. Apres incubation a 37°C pendant une heure, 50 mL de tampon HCI / KCl a 0,25 M pH 2
sont ajoutés. Le pH est ajusté a 2 avec une solution d’acide chlorhydrique (HCL) concentrée, et

le volume de la solution est ajusté a 250 mL avec de I’eau.

L1.2.2. Solution d’hémoglobine a 1% dénaturée par l’urée a pH 3,5 ou 4,5
oub,5

Un volume V correspondant a 1g d’hémoglobine, est prélevé de la solution concentrée
Y d’hémoglobine, puis ajouté dans une solution contenant 32 g d’urée dans (32 — V) mL
d’eau. 20 mL de tampon acide acétique / acétate de sodium 0,5 M pH 3,5 (4,5 ou 5,5) sont

ajoutés, aprés incubation a 37°C pendant une heure. A I’aide d’une solution d’acide
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chlorhydrique concentrée, le pH est ajusté a 3,5 (ou 4,5 ou 5,5). Le volume de 1’échantillon

est ajusté a 100 mL avec de 1’eau distillée.

1.2.3. Solution d’hémoglobine a 1% native a pH 3,5 ou 4,5 ou 5,5

Un volume V correspondant a 1g d’hémoglobine, est prélevé de la solution concentrée
Y d’hémoglobine. 20 mL de tampon acide acétique / acétate de sodium 0,5 M pH 3,5 (4,5 ou
5,5) sont ajoutés. A I’aide d’une solution d’acide chlorhydrique concentrée, le pH est ajusté a

3,5 (ou 4,5 ou5,5). Le volume de 1’échantillon est ajusté a 100 mL avec de 1’eau distillée.
1.3. Dosage de D’activité de la pepsine en solution

Le dosage de Dactivité enzymatique de la pepsine s’effectue par un dosage
spectrophotométrique a 280 nm. Une solution mére de la pepsine est préparée en mélangeant
56 mg de pepsine de porc (Sigma réf. P6887) dans 20 mL de tampon acide acétique / acétate
de sodium 0,1 M a pH 3,5 ou 4,5 ou 5,5. Pour doser son activité enzymatique, une dilution de

la solution mére de pepsine est effectuée au 200°™ dans de ’eau distillée

Les solutions d’hémoglobine 2% dénaturée par ’'urée a pH 2 et de la pepsine diluée,
sont équilibrées a 37°C. Les essais sont réalisés en ajoutant 5 mL d’hémoglobine a 1 mL de
pepsine diluée, apres agitation, ce mélange est mis a incuber 10 min exactement a 37°C. La
réaction est arrétée par ajout de 10 mL d’acide trichloroacétique (TCA) 5%. Un témoin est
réalisé en mélangeant 10 mL de TCA 5% a 1 mL de pepsine diluée, puis en ajoutant les 5 mL

d’hémoglobine.

L’ensemble est ensuite laiss¢ 30 minutes a température ambiante. Les solutions sont
centrifugées a 4000 tours/minute pendant 15 minutes, puis le surnageant est filtré sur un filtre
en acétate de cellulose de 0,45 um. L’absorbance des solutions est lue a 280 nm avec le

témoin comme référence.

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

de 1 cm. La solution de pepsine concentrée contient donc :

A280 Volume de la soluti
~207 M 97000 e 200 UA/mL  Soit: UA/mL o ——ie 9€ SO 1) /g de pepsine

10 Masse pesée
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L.4. Hydrolyse pepsique de I’hémoglobine en solution
1.4.1. Hydrolyse pepsique de I’hémoglobine en fonction du pH

Le protocole de I’hydrolyse décrit ci-dessous, est identique pour I’hémoglobine native

et I’hémoglobine dénaturée.

Les solutions d’hémoglobine (native ou dénaturée) et de pepsine a pH 3,5 ou 4,5 ou
5,5 sont incubées & 23°C. Aux 100 mL d’hémoglobine 1% (p/v), sont ajoutés 2.10° U.A. de

pepsine correspondant a un rapport de E/S = 1/11 (mole/mole).

Apres homogénéisation, ce mélange est incubé a 23°C. Des prélevements de 2,5 mL
sont effectués a des temps réguliers, puis mélangés a 1 mL de solution d’arrét correspondant
au tampon Borax (tétraborate de sodium) 0,32 M a pH 12,3. Le pH des échantillons atteint
alors une valeur de 10, permettant ainsi d’inactiver la pepsine. Les échantillons sont congelés

afin d’éviter une hydrolyse basique, et pour étre ensuite analysés par CLHP en phase inverse.
1.4.2. Hydrolyse pepsique de I’hémoglobine en fonction de la température

Le protocole de I’hydrolyse décrit ci-dessous, est identique pour I’hémoglobine native

et I’hémoglobine dénaturée.

Les solutions d’hémoglobine (native ou dénaturée) et de pepsine a pH 4,5 sont
incubées a différentes températures : 4°C, 15°C, 23°C, 30°C, et 40°C. Aux 100 mL
d’hémoglobine 1% (p/v), sont ajoutés 2.10° U.A. de pepsine correspondant & un rapport de
E/S =1/11 (mole/mole).

Aprés homogénéisation, ce mélange est incubé a une des températures choisies. Des
prélevements de 2,5 mL sont effectués a des temps réguliers, puis mélangés a 1 mL de
solution d’arrét (tampon Borax 0,32 M a pH 12,3). Le pH des échantillons atteint alors une
valeur de 10, permettant ainsi d’inactiver la pepsine. Les échantillons sont congelés afin

d’éviter une hydrolyse basique, et pour étre ensuite analysés par CLHP en phase inverse.

L.5. Extraction des peptides antimicrobiens par des systémes biphasiques

(eau/alcools)

L’hydrolyse pepsique de I’hémoglobine a 1% (p/v) a été menée en présence d’urée, a

pH 4,5 et a 23°C. L hydrolyse est stoppée a un degré d’hydrolyse faible (= 3% correspondant
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a 2,5 minutes d’hydrolyse), en amenant le pH a 10 avec une solution d’arrét. Le pH est

ramen¢ a 4,5 par addition d’acide chlorhydrique concentré.

Plusieurs alcools ont été testés : Butan-1-ol, Butan-2-ol, Pentan-1-ol, Pentan-2-ol,
Hexan-1-ol, Hexan-2-ol, Heptan-1-ol, Octan-1-ol. Les extractions ont ét¢ menées en créant
pendant 10 minutes une émulsion, et en mélangeant en proportion équivalente I’hydrolysat et
le solvant. Aprés centrifugation, les phases organiques et aqueuses sont séparées puis

analysées par CLHP en phase inverse.
I1. L’a-Lactalbumine bovine

I1.1. Préparation de la solution d’a-Lactalbumine

L’a-Lactalbumine utilisée, est sous deux formes : Apoforme (Sigma L6010 calcium

depleted) et Holoforme (Sigma L5385 calcium saturated).

10 mg d’ a-Lactalbumine (Apoforme ou Holoforme) sont dissous soit dans 10 mL de
tampon phosphate de sodium 100 mM pH 7,4 soit dans 10 mL de tampon TRA
(triethanolaminehydrochloride) 200 mM + CaCl, 20 mM, pH 7,8. Apres agitation, la solution
est filtrée sur un filtre d’acétate de cellulose de 0,22 pum. La concentration de 1’o-

Lactalbumine est déterminée par la relation de Beer-Lambert :

DO=¢.1.C

DO = Densité optique a 280 nm
e = Coefficient d’extinction molaire en L.mol™.cm™
1 = Longueur du trajet optique en cm (soit 1 cm)

C = Concentration de la protéine en mol'.L

L’a-Lactalbumine posséde un coefficient d’extinction molaire d’une valeur de 28 544 L.mol™.

-1 . . \ . , -
cm , une masse molaire 14 200 Da, ce qui correspond a un coefficient spécifique de :

€ ¢ =€ Mot /MM =28 544 /14 200=2.012 L.g".cm”

Aprés lecture de la densité optique a 280 nm, la concentration de 1’a-Lactalbumine est
déterminée par la relation :

C=ADO/2.012
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Un blanc est réalisé soit sur le tampon phosphate de sodium 100 mM pH 7,4 soit sur le
tampon TRA 200 mM + CaCl, 20mM, pH 7,8 selon la solution dans laquelle I’a-

Lactalbumine est préparée.
I1.2. Dosage de I’activité de I’a. chymotrypsine en solution

Le dosage de ’activité de la chymotrypsine est réalisé sur un substrat synthétique : le
N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe p-nitroanilide (Suc-AAPF-pNA Sigma S-7388) (Nakajima et
al., 1979). L’activité de la chymotrypsine est déterminée en suivant la variation de densité
optique lors de la libération du paranitroanilide dans le milieu réactionnel a une longueur
d’onde de 410 nm (Figure 1), directement dans la cuve de lecture d’un spectrophotométre
UV/Vis Perkin-Elmer Lambda 3, pendant 5 minutes, a une température de 37°C régulée par

un thermostat HAAKE DC3.

Une solution mere de chymotrypsine est préparée en pesant 10 mg de chymotrypsine
bovine (Sigma C-3142 TLCK treated) dans 10 mL d’HCI 0,001 M. Pour doser son activité
enzymatique, une dilution de la solution mére de chymotrypsine est effectuée au 10™ dans de

I’acide chlorhydrique 0,001 M.

0 0
Ho—C - CHZCHz—é“
NH O
CH@‘H—&
HH 0
| i

g g

HO G — CHyCH; —C
NH o
cmér—v&

NH O
GreH-C ’ CHB‘CHJC“
0 §
Lt Alpha-chymotrypsine e
i 0 NH,R, ¥ NHZ_Q_NOZ
<;>—cmc‘H—&w{l}m7 @'CHZCH C—OH
Incolore Coloration jaune

Figure 1. Réaction de I’alpha chymotrypsine sur Suc-AAPF-pNA.

Aux 30 pL de substrat Suc-AAPF-pNA 10 mM dans du tampon Tris/HC1 0,1 M pH
7,4 comprenant 0,5 M de NaCl et 9 % de DMSO (dimethylsulfoxide), sont ajoutés 25 puL de
chymotrypsine diluée au 1/10°™, ainsi qu’un volume de tampon Tris/HCI 0,1 M pH 7,4 + 0,5

M NaCl, correspondant a un volume final dans le milieu réactionnel de 3mL.
L’activité de la chymotrypsine s’exprime par :

Activité Enzymatique = A.E. = ADO / nmole d’enzyme / mL / min
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I1.3. Hydrolyse chymotrypsique de I’a-Lactalbumine en solution

11.3.1. Inhibition de I’activité enzymatique de la chymotrypsine

L’arrét de la réaction enzymatique est suivi par un changement dans le milieu
réactionnel du pH d’hydrolyse par ajout soit de soude (NaOH) 5M, ou soit d’acide
trifluoroacétique (TFA) 10%, ou soit d’acide chlorhydrique (HCI) 2 M. La réaction
enzymatique est menée sur I’apoforme de 1’a-Lactalbumine, avec un rapport E/S de 1/100
(mole/mole) pendant 1H ou 24H. Chaque hydrolysat est ensuite centrifugé a 4000
tours/minute pendant 15 minutes. Les surnageants ainsi que les culots sont analysés par CLHP

en phase inverse.

11.3.2. Détermination du rapport enzyme sur substrat

La solution d’a-Lactalbumine (Apoforme, 1 mg/mL) préparée dans du tampon
phosphate 100 mM, pH 7,4, est incubée a 37°C. Le volume de chymotrypsine ajouté
(Img/mL dans de I’HCI1 0,001 M), est calculé de fagon a obtenir différents rapports E/S
(mole/mole) : 1/10, 1/20, 1/50, 1/100, 1/250, 1/500, 1/750, et 1/1000. L hydrolyse est menée
sur 1 mL d’a-Lactalbumine pendant 24H. L’arrét de la réaction se fait par ajout de 46 uL de
solution d’arrét (HCI 2 M). Le pH des échantillons atteint alors une valeur de 3, permettant
ainsi d’inactiver la chymotrypsine. Les échantillons sont congelés, puis analysés par CLHP en

phase inverse.

11.3.3. Hydrolyse chymotrypsique de I’a-Lactalbumine dans le tampon
phosphate de sodium 100 mM pH 7,4

Le protocole d’hydrolyse est le méme pour 1’apoforme et 1’holoforme de 1’a-
Lactalbumine. La solution d’a-Lactalbumine (1mg/mL) préparée dans du tampon phosphate
100 mM, pH 7,4, est incubée a 25°C ou a 37°C. Aux 20 mL d’a-Lactalbumine, est ajouté un
volume de chymotrypsine (1mg/mL dans de 1’acide chlorhydrique 0,001 M) correspondant a
un rapport E/S = 1/100 (mole/mole). Des prélevements de 1 mL sont effectués a des temps
réguliers, puis mélangés a 46 pL de solution d’arrét (HCI 2 M). Le pH des échantillons atteint
alors une valeur de 3, permettant ainsi d’inactiver la chymotrypsine. Les échantillons sont

congelés, puis analysés par CLHP en phase inverse.

11.3.4. Hydrolyse chymotrypsique de I’a-Lactalbumine dans le tampon TRA
200 mM + CaCl; 20mM, pH 7,8

La solution d’a-Lactalbumine, apoforme uniquement (1mg/mL), préparée dans du
tampon TRA 200 mM + CaCl, 20mM, pH 7,8, est incubée a 37°C. Aux 20 mL d’a-
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Lactalbumine, est ajout¢ un volume de chymotrypsine (Img/mL dans de 1’acide
chlorhydrique 0,001 M) correspondant a un rapport E/S = 1/100 (mole/mole). Des
prélevements de 1 mL sont effectués a des temps réguliers, puis mélangés a 46 pL de solution
d’arrét (HC1 2 M). Le pH des échantillons atteint alors une valeur de 3, permettant ainsi
d’inactiver la chymotrypsine. Les échantillons sont congelés, puis analysés par CLHP en

phase inverse.

I1.4. Réduction des ponts disulfures des peptides issus de I’hydrolyse

chymotrypsique de I’a-Lactalbumine

Certains peptides présents dans les hydrolysats d’a-Lactalbumine posseédent dans leur
structure un ou plusieurs ponts disulfures. Ceux-ci empéchent une identification précise de la
séquence en acides aminés de ces peptides. Un protocole de réduction des peptides a été mis
en place, avec comme référence celui établi par Legros et al. en 2004b. 500 uL de peptides
présentant une suspicion de structure avec ponts disulfures, ont été évaporés a sec, apres avoir
été récoltés par CLHP. 200uL de tampon ammonium bicarbonate 25 mM contenant 5 mM de
dithiotreitol (DTT), ont ensuite été ajoutés avec les peptides, puis placés 30 minutes a 55°C.
Les peptides ont de nouveau été évaporés a sec pour les concentrer au maximum, et faciliter

leur analyse par spectrométrie de masse.

I11. Détermination du degré d’hydrolyse par la méthode de I’acide

trinitrobenzene sulfonique (T.N.B.S.).

Le degré d’hydrolyse (DH) est déterminé par le nombre de liaisons peptidiques

coupées sur le nombre total de liaisons.

La réaction de I’acide trinitrobenzene sulfonique (T.N.B.S.) sur une amine primaire
entraine la formation d’un chromophore avec I’amine primaire des acides aminés (Adler-
Nissen, 1979). Dans une solution peptidique, la concentration en peptide est proportionnelle

au nombre de fonctions amines primaires des extrémités Nieminales €t des chaines latérales de

Lysine (Figure 2).
NO NO
’2/— INH=R :
02N 03- S 02N NH_R + SO3H_
NO, NO,

Figure 2. Réaction du T.N.B.S. avec les groupements amine.
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Une solution d’acide trinitrobenzéne sulfonique (T.N.B.S., Sigma réf. P-2297) a
0,033% (v/v) dans I’eau est préparée juste avant le dosage. Le dosage est réalisé en ajoutant 2
ml de T.N.B.S. 0,033% a une solution constituée de 250 pl de I’échantillon peptidique a doser
et de 2 mL de tampon phosphate 0,2125 M a pH 8,2. Aprés homogénéisation, le milieu
réactionnel est incubé 60 minutes a 50°C et a 1’obscurité. L’arrét de la réaction se fait par
ajout de 4 mL de solution d’HCI 0,1 M. L’absorbance de I’essai est lue a 340 nm contre le
blanc. Chaque essai est réalisé en triple exemplaire. Une gamme étalon de Leucine est réalisée

afin de vérifier la linéarité de la courbe (Figure 3).

y =0,0011x - 0,0012
R =0,9989

0,4
0,3
02
0,1
Oe ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0] 100 200 300 400 500 600
[Leu] (en nM)

Figure 3. Gamme étalon du dosage T.N.B.S. avec la Leucine. Chaque mesure est réalisée en

triple exemplaire.

Le degré d’hydrolyse (DH) exprimé en %, se traduit par I’équation :

Nombre de nmoles de Leucine x dilution
Masse d’hémoglobine % 0,00025 % (568/64500)

DH =

Le nombre de Leucine (10” moles) est déterminé a partir de la gamme d’étalonnage.

La masse d’hémoglobine est exprimée en g/L.

Le volume de 1’échantillon dosé est de 25 .107 L.

Les valeurs 568 et 64500 correspondent respectivement au nombre de liaisons total dans une

molécule d’hémoglobine et la masse moléculaire de I’hémoglobine bovine.

Afin que le DH représente bien le pourcentage de liaisons hydrolysées de
I’hémoglobine ayant réagi et de s’affranchir du mécanisme de la réaction, un degré
d’hydrolyse corrigé a été introduit, tenant compte de la proportion des chaines ayant

effectivement ét¢ hydrolysées. Il est défini par la relation :

[Chaine o + Chaine B}

départ

DH corrig¢ = DH mss *

[Chaine o + Chaine [3} - [Chaine o + Chaine [3}

départ restant
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La surface des pics contenant les chaines o et B est considérée comme représentative de leur
concentration et a été relevée au cours du temps sur les chromatogrammes en CLHP de phase

inverse.

IV. Méthode d’analyses des peptides

L’ensemble des peptides issus de 1’hydrolyse pepsique de 1’hémoglobine ou de
I’hydrolyse chymotrypsique de 1I’ai-Lactalbumine a été analysé par chromatographie liquide

haute performance en phase inverse et par spectrométrie de masse.

IV.1. Analyse des peptides par chromatographie liquide haute performance

(CLHP) en phase inverse

Cette chromatographie est basée sur la différence d’affinité¢ des molécules a séparer
vis-a-vis de la phase stationnaire hydrophobe et de la phase mobile plus ou moins hydrophile.
La phase stationnaire est constituée d’un support de particules de silice de 5 ou 10 um de
diamétre trés poreux, (le diamétre des pores est compris entre 60 et 100 A), et d’un
revétement greffé de chaines aliphatiques de 4 (Cy4), ou 8 (Cs), ou 18 (C,3) atomes de carbone

responsables de I’hydrophobicité.

L’appareillage de la CLHP analytique est constitué¢ (Figure 4) :

un détecteur un injecj[eur
Waters 996 a automatique
barrette de Waters 717
Diode
un éluant A :
Eau + TFA
une Colonne
Vydac C,4
un ¢luant B :
Acétonitrile +
Eau + TFA
un dégazeur en un contrdleur a barrettes de
ligne Waters pompe Waters™ 600

Figure 4. Photo d’une chaine CLHP analytique.
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Le détecteur est réglé a une longueur d’onde de 226 nm. La colonne C4 est recommandée pour
I’analyse des peptides (de plus de 20 a 30 acides aminés), et pour la plupart des protéines.
Deux colonnes C4 ont été utilisées : une de 0,46x25cm réglée a un débit de 1 mL/min pour
I’¢tude des hydrolysats d’hémoglobine bovine, et une de 0,32x25cm réglée a un débit de 0,6

mL/min pour 1’étude des hydrolysats d’a-Lactalbumine bovine.

Avant I’injection, les échantillons sont filtrés sur un filtre d’acétate de cellulose de
0,22 pm. Le contenu de chacun des pics obtenus par CLHP en phase inverse a été caractérisé
par spectrométrie de masse afin d’évaluer leur pureté, de déterminer la masse du ou des

peptide(s) présent(s) dans chacun des hydrolysats ainsi que leur séquence en acides aminés.

Selon la protéine, hémoglobine ou a-Lactalbumine, les solvants utilisés sont différents
ainsi que les gradients appliqués. Pour I’hémoglobine, 1’¢luant A est composé d’eau milliQ et
d’acide trifluoroacétique (TFA) en proportion 100/1 (v/v) et I’¢luant B , d’acétonitrile, d’eau
milliQ et de TFA en proportion 60/40/1 (v/v/v). Pour €luer les peptides issus de son hydrolyse
pepsique, un gradient est appliqué : passage de 0% a 67% de B en 30 minutes, et ensuite
passage de 67% a 87% de B en 35 minutes. Concernant 1’a-Lactalbumine, 1’éluant A est
compos¢ d’eau milliQ et d’acide trifluoroacétique (TFA) en proportion 100/0,5 (v/v) et
I’¢luant B , d’acétonitrile et de TFA en proportion 100/0,5 (v/v). L’¢lution des peptides se fait
en appliquant un gradient : passage de 0 a 100 % de B en 60 minutes.

IV.2. Analyse des peptides par Spectrométrie de Masse

Les spectres de masse ont été réalisés dans le Laboratoire d’Application de
Spectrométrie de Masse du Service Commun de Physicochimie de Lille II, avec la précieuse
collaboration du Dr Gilbert Briand et du Dr Mostafa Kouach, et dans celui du Centre
Commun de mesure de Spectrométrie de masse de Lille I, avec la précieuse collaboration du

Dr Guy Ricart, et de M Adeline Page.

En régle générale, I’analyse par spectrométrie de masse d’un échantillon est constituée
d’une série d'opérations successives : les molécules a analyser sont vaporisées puis ionisées
dans la source de 1’appareil, obtenant un mélange d’ions. Ces ions sont filtrés selon leur
rapport masse/charge par un analyseur, et terminent leur course sur un détecteur. Le spectre

de masse est obtenu par le traitement du signal émis par le détecteur.
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Un spectrometre de masse est toujours composé¢ de cinq parties :

Une chambre d’introduction dans laquelle l'introduction de I'échantillon peut se faire
directement avec une seringue et un pousse-seringue ou par couplage a la chromatographie
liquide haute-performance (CLHP) lorsque la technique utilisée le permet.

Une source, appelée aussi chambre d'ionisation et de volatilisation, permettant le
passage en phase gazeuse (vaporisation/sublimation/désorption) de 1’échantillon a analyser,
l'ionisation des molécules, mais aussi la décomposition des ions. Plusieurs méthodes
d'ionisation existent, le choix de celle-ci étant directement 1ié a la nature de 1'échantillon et au
type d'analyses souhaitées.

Les molécules ionisées se retrouvent ensuite dans la troisieme partie de I’appareil
correspondant a l'analyseur appelé également chambre de séparation. Il permet la séparation
des ions en fonction du rapport masse/charge (m/z), par l'application d'un champ magnétique
et/ou électrique.

Les ions séparés par 1’analyseur, arrivent au niveau du détecteur, constitu¢ d'un
collecteur d'ions et d'un ensemble électronique de mesure et d'amplification des signaux
associés aux ions de différentes masses. Les ions viennent heurter un multiplicateur et
I'énergie amplifiée est transcrite en un signal électrique, l'intensit¢ du signal étant
proportionnelle au nombre d'ions.

La derniere partie de ’appareil correspond a un enregistreur, permettant 1'acquisition
des données, qui est faite par un microprocesseur nécessitant une interface. Le role de celui-ci
est de transcrire sous forme digitale les signaux analogiques. Les données issues de cette
conversion sont stockées dans la mémoire de l'ordinateur pour le traitement.

Les sources, analyseurs et détecteurs existants peuvent étre associés de manicre
différente et ainsi créer une grande variété d’appareil. Le choix d’un type de source ou d’un
type d’analyseur dépend de la nature de I’échantillon a analyser et du type de donnée
souhaitée (sensibilité, résolution, et précision de mesure).

Pour étudier les peptides issus de I’hydrolyse pepsique de I’hémoglobine bovine et de
I’hydrolyse chymotrypsique de I’a-Lactalbumine, deux types d’ionisation ont été utilisées : la

désorption/ionisation laser assistée par matrice (MALDI-TOF) et I’Electrospray.
IV.2.1. Technique de la désorption laser assistée par matrice : MALDI-TOF

Le Maldi ou désorption/ionisation laser assistée par matrice, est une technique assez
répandue permettant de travailler sur une grande gamme de masses (moins de 1 kDa a

plusieurs centaines de kDa) avec une bonne précision de mesure de masse, une préparation et
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une mise en ceuvre relativement simples, une grande rapidité d’analyse, ainsi qu’une relative

tolérance vis-a-vis des tampons, des sels, et de nombreux tensioactifs.
1V.2.1.1. Principe

La technique MALDI utilise en général un faisceau laser pulsé émettant dans
I’ultraviolet (U.V.) ou [Iinfra-rouge (I.LR.) pour désorber et ioniser un mélange

matrice/échantillon co-cristallisé sur une surface métallique (appelée cible) (Figure 5).

matrice Fhoton (laser UV)

e

.:F Touisation

. Evaporation de ln
° %:‘.‘5

Analyte sous forme
profonée

Figure S. Principe du MALDI.

L’énergie est restituée en partie et transférée a I’échantillon qui sera alors volatilisé et
ionisé par transfert de protons, soit avant désorption dans la phase solide, soit par collision
aprés désorption avec la matrice excitée ou avec d’autres molécules du plasma pour former
des ions mono ou dichargés de type [M+nH]"". Les ions formés sont ensuite accélérés par
application d’un champ électrique intense entre la cible et la premiere lentille électrostatique

du spectrometre appelée lentille d’extraction.

Il y a en général formation d’ions pseudomoléculaires mono (M+H)" et doublement
chargés (M+2H)**, M correspondant a la masse de la molécule étudiée. Des ions de

cationisation (M+Na)", (M+K)" et (M+Na+K-H)" sont également détectables.

La source MALDI utilisée, est couplée a un analyseur en temps de vol (TOF pour
« Time Of Flight ») en mode réflecteur, bien adapté a 1’ionisation pulsée par désorption laser.
L’analyseur en temps de vol (TOF) est un tube de vol qui sépare les ions en fonction de leur
vitesse lorsqu’ils se déplacent dans un tube de vol. Le mode d’ionisation MALDI génére
essentiellement des ions monochargés pour lesquels 1’analyseur TOF offre une gamme de

masses théoriquement illimitée.
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Lors d’une analyse en MALDI, la premiére étape consiste a co-cristalliser une faible
quantit¢ d’échantillons avec une grande quantit¢ de matrice, sur une surface métallique
appelée cible, qui est généralement en métal inoxydable (souvent a base d’aluminium),
conducteur et trait¢ en surface de manicre a étre chimiquement inerte par rapport a

I’échantillon.

La matrice posséde plusieurs fonctions : isoler les molécules de I’échantillon les unes
des autres pour éviter la formation de complexes de taille trop importante, minimiser la
dégradation de 1’échantillon par absorption de 1’énergie du faisceau laser incident, améliorer
le rendement d’ionisation. L’énergie transmise par le laser est absorbée par matrice, et cet
apport d’énergie provoque son expansion en phase gazeuse en entrainant les molécules

d’échantillon.

Le choix de la matrice dépend de la nature des molécules a ioniser, et de plusieurs
facteurs : elle doit former des cristaux incluant 1’analyte ; étre soluble dans les solvants
utilisés pour les macrobiomolécules ; absorber a la longueur d’onde du laser utilisé. Le solide
obtenu par co-cristallisation de la matrice et de 1’analyte, doit avoir une durée de vie dans le

vide suffisamment longue pour permettre 1’enregistrement du spectre.

Le dépot de I’échantillon sur la cible peut se faire par de nombreuses méthodes
décrites en détail par Beavis et Chait (1996) et Kussmann et al, (1997). Le dépot a été
effectué en se servant de la méthode dite en couche mince : une goutte de solution saturée de
matrice est déposée sur la cible (Xiang et Beavis, 1994, Vorm et al., 1994). La matrice est
solubilisée dans un solvant trés volatil, conduisant a la formation d’une couche de cristaux de
matrice trées homogene appelée « couche mince ». La solution contenant 1’échantillon, est

déposée sur cette couche mince puis évaporée.
1V.2.1.2. Protocole d’analyse

Les spectres de masse ont été réalisés sur un spectrometre de masse Voyager-DE STR
Applied Biosystems de résolution de masse 2000, en mode réflecteur. Le potentiel
d’accélération a été fixé a 20 kV. La source de rayonnement est un laser U.V. a azote (A=337

nm) de pulse 3 ns et I’analyseur est de type temps de vol (Figure 6).
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Figure 6. Photo d’'un MALDI-TOF en mode réflecteur.

Deux matrices ont été utilisées (absorbant le rayonnement U.V.): la premicre est
constituée d’une solution d’acide 2,5-dihydroxybenzoique (ou DHB) a 10 mg/ml dans un
mélange 4/1 (v/v) d’eau et d’acétonitrile, et la deuxiéme correspond a une solution d’acide
o—cyano-4-hydroxycinamique préparée a 10 mg/ml dans un mélange 4/1 (v/v) d’eau et
d’acétonitrile. 1 pl de matrice et 1 ul de chaque fraction CLHP sont déposés sur les cibles.

Les échantillons sont séchés avant d’étre analysés.

20 tirs au laser sur chaque cible ont, en général, ét¢ accumulés afin de produire le
spectre de masse final. Un logiciel de traitement des spectres a permis d’intégrer chaque pic
détecté et de déterminer ainsi les masses correspondantes en mode positif. La précision sur la

masse est de 0,01%.
1V.2.2. Technique de I’ionisation Electrospray-lonspray

L’Electrospray-lonspray se définit par I’application a pression atmosphérique d’un fort
champ ¢électrique sur un liquide traversant un tube capillaire dans lequel coule un débit faible
(= 1 a 10 pL/min). Le champ électrique provoque une accumulation de charge a la surface du
liquide, formant un faisceau de gouttes situées a 1’extrémité du capillaire, qui vont se briser
pour former des gouttelettes de plus en plus petites contenant I'espéce a analyser. Un gaz de
nébulisation (mélange de O,/N, 20/80) est injecté €¢galement au niveau du capillaire, pour

aider a la formation du spray.

1V.2.2.1. Principe

L’Tonspray (Figure 7) consiste a injecter de facon coaxiale au capillaire un débit de
gaz appelé gaz de nébulisation (Mélange de O,/N; 20/80). Ce flux va aider a la formation du
spray. Cela implique une désolvatation plus rapide et une possibilité de travailler avec des

débits plus importants (1 a 50 uL / min).
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Les gouttelettes chargées et désolvatées, sont ensuite séchées par un flux d’azote
chauffé¢ circulant a contre courant, entrainant une série d’éclatement de la goutte et des ions en
phase gazeuse sont finalement produits. Le processus de formation des ions désolvatés en
phase gazeuse peut étre décomposé en trois parties : production de gouttelettes chargées a
partir de I’¢électrolyte en solution, fission des gouttelettes chargées en gouttelettes de tailles

plus petites (appelées gouttelettes filles), puis €émission des ions désolvatés en phase gazeuse.

M ébhulisation: formation de y . Gz rideau
Désorption :

gouttelettes chargées e

Haut Yoltage M
laaky "

= 5 =B~y

Solvant | Cazde . i
M ébulisation i o

Spray Le gaz ndeau aide

Désolvatation:
la dézolvatation

évaporation du solvant az ridean

Figure 7. Schéma du principe de [’lonspray.

L’analyseur quadripolaire est constitué¢ de quatre barres métalliques parall¢les ayant
idéalement une section cylindrique ou hyperbolique, disposées symétriquement autour d'un
axe. Ces quatre barres sont associées électriquement deux par deux. A une paire d'électrodes
est appliqué un potentiel électrique : tandis qu’un potentiel électrique opposé est appliqué a
l'autre paire d'électrodes (Figure 8). L’application simultanée d’une tension continue et d’une
radio fréquence impose aux ions qui passent entre les cylindres un chemin oscillant. Pour des
valeurs précises de tension et de radio fréquence, seuls les ions avec un rapport m/z donné

peuvent atteindre 1’extrémité des quadripdles et se diriger vers le détecteur (ions résonants).

Le principe de cet analyseur est d’utiliser la stabilité des trajectoires des ions dans le
quadripdle en fonction des tensions qui y sont appliquées pour les séparer selon leur rapport

m/z.

voltages dc et ac

Figure 8. Schéma d’analyseur quadripolaire.
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Un triple quadripdle (Figure 9), comme son nom Il’indique, est composé de trois
quadripdles appelés Q1, g2, Q3 disposés en série : le premier (Q1) et le troisieme (Q3) sont
des analyseurs de masse (m/z), alors que le deuxieme (q2) constitue une cellule de collision,
dans laquelle les ions se brisent par collision (CID) a I’aide d’un gaz inerte comme 1’azote N,

(appelé gaz de collision) et d’une énergie de collision.

Gaz Rideau
Panq:age Mécanique 1Q1

l S“‘““’“" | Cellule de Collision Cf?‘

” Fm:usmg ring |} QL 102 e 3z @3
L H,-;_-_-,E :“J
.'.- . 0 By * :
- \ Q Preéfilire Déflecteur
' %0rifice Turbo Pompe Turbe Pompe
Curtain Plate

Figure 9. Schéma en coupe d’un triple quadripole.

Un triple quadrip6le (ou spectromeétre de masse en tandem), permet lors de 1’analyse
d’un peptide, d’identifier sa séquence en acides aminés : un ion de masse appelé ion parent,
correspondant au peptide analysé, est sélectionné dans le premier analyseur Q1. Cet ion parent
est ensuite fragmenté dans la cellule de collision g2, permettant I’obtention d’ions fragments

analysés dans Q3 (Figure 10).

C : N O:QO%O":C
N G‘__)()OOQOOOCII;53 J/f_‘.ﬂ'.ﬂ N Couwﬁg

lonized Selected Vibrational Peptide
Peptide ~ " Peptide ~ Activation(CID) ~ "~ Fragments

ESI

Figure 10. Principe d’'un spectrometre de masse en tandem.

Les peptides se fragmentent toujours de la méme facon, essentiellement au niveau des
liaisons peptidiques selon une nomenclature établie par Roepstorff et Fohlman, en 1984, et
Biemann, en 1990. Plusieurs types de fragments existent : les fragments N-terminaux et C-

terminaux, les fragments internes et les pertes de chaines latérales.

Les fragments N-terminaux sont obtenus en rompant la liaison peptidique et en
conservant la charge de 1’ion sur la partie N-terminale du peptide : les fragments primaires
obtenus a basse énergie sont de types a, b, ¢ et les fragments secondaires obtenus a haute
énergie de type d. Quant aux fragments C-terminaux, ils sont obtenus en rompant la liaison

peptidique et en conservant la charge de I’ion sur la partie C-terminale du peptide : les
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fragments primaires obtenus a basse énergie sont de types X, y, z et les fragments secondaires
obtenus a haute énergie de type v et w. Ces fragments sont notés avec un indice qui précise le

nombre de résidus portés par I’ion fragment (Figure 11).
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Figure 11. Schéma théorique de la fragmentation d’un peptide.

Les spectres de fragmentations peptidiques a basse énergie donnent majoritairement
des ions de série y et b. La séquence partielle ou totale du peptide est déterminée par la
succession de clivages consécutifs appartenant a une méme série (y ou b). Ainsi deux clivages
consécutifs induisent la formation d’ions fragments dont la différence de masse équivaut a la
masse moléculaire caractéristique d’un acide aminé. Les ions obtenus par fragmentation des
chaines latérales (ions de série d, v, w) apparaissent essentiellement lors des fragmentations a
haute énergie. Ils résultent de clivages homolytiques des liaisons carbone-carbone des chaines

latérales ou de mécanismes radicalaires avec réarrangement sur un site ¢loigné de la charge.

Il existe cependant des ambiguités lors de I’interprétation des spectres de
fragmentation. Il est par exemple difficile de distinguer : les acides aminés isobares (Leucine
et Isoleucine), les acides aminés de masses treés proches comme la Lysine et la Glutamine, et
certaines combinaisons de résidus de masse égale a celle d’un autre résidu. Les acides aminés
isobares ou de masses proches peuvent étre discriminés en générant des fragmentations de

leurs chaines latérales (ions de série d) par spectrométrie de masse en tandem a haute énergie.
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1V.2.2.2. Protocole d’analyse

Les spectres de masse ont été réalisés avec un spectrométre de masse triple
quadripolaire de type Applied Biosystems modele API 3000 LC/MS/MS (PE Sciex, Toronto,
Canada), et un spectrometre de masse simple quadrip6le de type Applied Biosystems modele

API T ESI/MS (PE Sciex, Toronto, Canada).
1V.2.2.2.1. Etude des peptides par couplage LC/MS

Le couplage LC/MS a été réalisé sur un spectromeétre de masse simple quadripdle de
type Perkin-Elmer Sciex API I (Figure 12). Les spectres de masse ont été réalisés en mode
LC/MS, avec une chaine CLHP du type Applied Biosystems (140B Solvent Delivery System)
reliée a un détecteur UV Perkin-Elmer LC 290.

Figure 12. Photo du spectrometre de masse simple quadripole de type API I.

Les analyses ont été effectuées avec deux colonnes C4: de 1 et 2,1 mm de diamétre.
Le gradient appliqué en couplage LC-MS est identique a celui utilisé lors de I’analyse des
peptides par CLHP. Un diviseur de débit appelé « splitter » est utilisé quand le débit en sortie
de CLHP est supérieur a celui toléré par le spectrometre de masse. Le Polypropyléne glycole
ou PPG est utilisé pour la calibration et I’optimisation de 1’appareil. L acquisition des données

est faite par le logiciel Tune 2.4.1, et le traitement des données par le logiciel Mac Spec 3.3.
1V.2.2.2.2. Etude des peptides par ESI/MS

L’analyse des peptides par ESI/MS a été effectuée avec un spectromeétre de masse de
type Electrospray-triple quadripéle (API 3000 LC/MS/MS, PE Sciex, Toronto, Canada)
(Figure 13). Le systéme est piloté par un ordinateur muni du logiciel : Analyst Software 1.4,
permettant le contrdle du spectrométre, 1’analyse et le traitement des données. Les

interprétations des spectres MS-MS ont été faites avec le logiciel Bioanalyst.
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Figure 13. Photo du spectrométre de masse triple quadripolaire de type Applied Biosystems
modele API 3000 LC/MS/MS.

Les spectres ESI présentent en général un ensemble de pics correspondant aux ions
multichargés de type [MJrnH]n+ ou M correspond a la masse moléculaire de la molécule

analysée et n correspond au nombre de charges portées par cette molécule ionisée.

Lors de nos analyses, deux types de source ont été utilisés : Electrospray-lonspray et

Nano-Electrospray.

¢ Etude des peptides avec la source du type Electrospray-lonspray

Les spectres de masse ont été réalisés en mode électrospray-ionspray (ESI/MS/MS)

avec ionisation positive a pression atmosphérique (Figure 14).

Figure 14. Photos de la source Electrospray-lonspray.

Les échantillons lyophilisés sont dissous dans un solvant acétonitrile/eau (20/80 v/v)
contenant de 1’acide formique 0,1% pour le mode positif, tandis que les échantillons sous
forme liquide sont injectés tel quel. La solution est injectée (nébulisée) en continu, grace a une

pompe (Model 22, Harward Apparatus, South Natick, USA) avec un débit de SuL/min.
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Le potentiel d’ionisation est de 5000 V (volt) en mode positif. Lors de
I’enregistrement du spectre, 30 balayages en moyenne sont additionnés (MCA mode) pour

chaque spectre.

Les gaz utilisés (azote et air) sont ultras purs (> a 99%) et sont produits par un
compresseur Jun-Air 4000-40M et un générateur d’azote Whatman mod¢le 75-72 (Whatman
Inc, Haverhill, MA USA). Le polypropyléne glycol (PPG) est utilis¢ pour la calibration et

I’optimisation de la machine.

¢ Etude des peptides avec la source du type Nano-Electrospray

Les échantillons analysés avec la source nano-électrospray, ont été au préalable
purifiés sur ZipTip Cis. Le ZipTip est un embout de pipette de 10 pL possédant un lit de
résine C;g ou Cy4 de 0,6 pL fixé a son extrémité de fagon a ce qu’il n’y ait aucun volume mort.
Les embouts de pipette Zip Tip sont destinés a la concentration, au dessalage et au
fractionnement d’échantillons contenant quelques picomoles de peptides, de protéines et

d’oligonucléotides avant analyse.

La purification sur ZipTip se déroule en plusieurs étapes et nécessite la préparation de
trois solutions : la solution n°l ou solution de mouillage est constitu¢ d’un mélange eau
milliQ/acétonitrile en proportion 50/50 (v/v), la solution n°2 ou solution de conditionnement
constituée d’eau milliQ et de TFA a 0,1%, sert également de solution de ringage, et la solution

n°3 ou solution d’¢lution contient 80% d’acétonitrile, 20 % d’eau milliQ, et 0,1% de TFA.

Dans une premiére €tape, le ZipTip est humidifié¢ avec la solution n°1, en effectuant
plusieurs allers-retours avec une pipette automatique de 10 pL. Le conditionnement se fait de
la méme fagon avec la solution n°2. Apres avoir repris les échantillons lyophilisés dans la
solution de conditionnement, plusieurs allers-retours sont effectués pour qu’une quantité
maximale d’échantillon se fixe sur le ZipTip. Un ringage est ensuite effectué¢ par plusieurs
allers-retours dans la solution n°2, afin d’éliminer une partie des sels. Puis, 6 pL sont prélevés
de la solution n°3, afin d’¢luer I’échantillon fixé sur le ZipTip. L’¢lution se fait par plusieurs

allers-retours de la quantité prélevée, afin de décrocher les échantillons a analyser.

Pour une analyse en nano-électrospray, 1’introduction de 1’échantillon se fait a 1’aide

d’une aiguille en verre recouverte d’Or et de Palladium (Protana) (Figure 15).
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Figure 15. Photo d’une aiguille pour la nano-électrospray.

A D’aide d’une pince, une aiguille est détachée de son support, puis coupée a 1’aide

d’une lime, afin d’enlever une partie de ’aiguille non recouverte de métal. Ensuite 2uL.

d’échantillons sont prélevés et introduits a I’intérieur de I’aiguille. Celle-ci est ensuite montée

sur la source. Avant de commencer 1’analyse, on ouvre 1’extrémité de 1’aiguille par contact

avec 'une des parois externes de la source. Deux caméras fixées au niveau de la source,

permettent de suivre toutes les manipulations effectuées sur deux écrans vidéo (Figure 16).

2 écrans
vidéo

Régulateur
Gaz de Nébulisation

Caméras

Aiguille

Voltage

Figure 16. Photos de la source Nano-Electrospray.

Source

Le potentiel d’ionisation est de 800 V (volts) en mode positif. L’avancée de

I’échantillon se fait en modulant I’arrivée du gaz de nébulisation (dont le débit maximum est

de 0,1L/min) au niveau de I’extrémité de 1’aiguille. Lors de 1’enregistrement du spectre, 10

balayages en moyenne sont additionnés (MCA mode) pour chaque spectre.

© 2006 Tous droits réservés.
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V. L’activité antimicrobienne

V.1 La méthode en double couche (Parish ez al., 2001)

La détection des activités antimicrobiennes des hydrolysats et des peptides a été
réalisée selon la méthode de Parish ef al., (2001) au sein de notre laboratoire, avec 1’aide du
Dr Frangois Krier, mais également en collaboration avec le Centre d'Etude et de Recherches

Technologiques des Industries Alimentaires, INRA de Villeneuve d’Ascq.

Plusieurs souches bactériennes ont été utilisées : 9 souches a Gram-positif':
Micrococcus luteus A270, Listeria innocua, Listeria monocytogenes Scott A, Listeria
monocytogenes 500, Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus
simulans, Bacillus cereus, et Enterococcus faecalis, et 6 souches a Gram-négatif . Escherichia
coli, Shigella sonnei, Salmonella enteritidis, Salmonella arizonae, Salmonella typhimurium, et

Yersinia enterocolitica.

La détection de I’activité antimicrobienne sur milieu gélosé est basée sur la diffusion

de I’agent antibactérien au sein de ce milieu ensemencé avec une souche cible.

Le dépot de I’agent antimicrobien se fait en puits confectionnés a 1’aide d’un emporte-

picce. Le diamétre des puits est de 5 mm et le volume de 1’échantillon déposé est de 20uL.

Apres 18 heures d’incubation a 30°C dans du bouillon nutritif, pour Micrococcus
luteus A270, et 37°C pour les autres souches, les cultures bactériennes sont centrifugées a 10
000 tours/minutes pendant 5 minutes. Les cellules récupérées sont lavées deux fois dans du
tampon phosphate 10 mM a pH 7,5. Apres centrifugation, le surnageant est ¢liminé et 200 uL
de tampon phosphate 10 mM pH 7,5 sont ajoutés au culot de cellules bactériennes. 100 uL.
sont prélevés aprés homogénéisation, puis ajoutés a 900 uL de tampon, pour lire I’absorbance

des cellules a 660 nm.

Une relation linéaire entre le nombre de cellules par mL obtenu par dénombrement et

I’absorbance a 660 nm a ¢été établie au préalable au laboratoire (Tableau I).
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Souches Nombre d’UFC/mL a 660 nm D.O=1
Enterococcus faecalis 1,46x10*
Micrococcus luteus A270 l,76><108
Salmonella enteretidis LT127 6,7x108
Escherichia coli LT102 2,5><1O8
Listeria inocua 1,8><108
Staphylococcus aureus 2,2x10*
Bacillus cereus 6,8x10’

Tableau L. Relation entre le nombre d’UFC/mL et [’absorbance a 660 nm selon la souche

Bactérienne.

Le volume de la culture est calculé de fagon a avoir une concentration cellulaire de 10’
UFC / 10 mL de milieu Muller-Hinton une fois concentré (21 g/L) pour Micrococcus luteus
A270, et 10’ UFC / 10 mL de tampon phosphate 10 mM pH 7,5 contenant de I’agarose 1 %,

du triton X100 0,02 %, et de la sérum albumine bovine 0,02 % pour les autres souches.

Aprés une bréve homogénéisation par vortex, les 10 mL contenant les 107 UFC sont
coulés rapidement dans une boite de Petri vide. Aprés solidification, les puits sont

confectionnés et 20 pL de chaque échantillon a tester sont déposés.

Apres 3 heures de diffusion a 4°C pour Micrococcus luteus A270, la souche est mise a
incuber a 30°C. Pour les autres souches, la diffusion s’effectue a 37°C. Puis 10 mL de Miiller-
Hinton doublement concentré (42 g/L) contenant de 1’agar 1%, sont coulés pour former une
2°™ couche (Figure 17). L’activité antimicrobienne est détectée par ’apparition de zones

d’inhibition de croissance autour des puits apreés 24 heures d’incubation a 37°C.

Milieu Miller-Hinton

Milieu Muller-Hlnton 21 g/L Agarose 1 %0 42 g/L
" +

Figure 17. Schéma représentant la simple et la double couche sur boite de Petri.
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A chaque essai, un témoin négatif et un témoin positif sont également testés, afin de
valider I’activité antimicrobienne des échantillons testés. Le témoin négatif, permettant la
croissance des souches bactériennes, correspond au tampon phosphate pH 7,4 utilisé pour
resuspendre les échantillons lyophilisés. Quant au témoin positif, un antibiotique, la

tétracycline (0,1mg/mL) il permet d’inhiber la croissance des souches bactériennes testées.

V.2. Détermination de la CMI

Le principe général de cette méthode est de mettre en évidence 1’activité

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

La croissance ou non de la culture bactérienne en présence d’un peptide est alors
comparée a une culture témoin sans peptide. Ainsi, 1’absence de croissance de la culture
bactérienne en présence du peptide apres une durée d’incubation définie (généralement 24
heures) traduit 1’activité antimicrobienne de ce peptide. L’utilisation de cette technique

permet de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI).

La CMI correspond a la plus faible concentration de I’agent antimicrobien capable
d’inhiber la croissance de la souche testée aprés un temps d’incubation de 24 heures. La
détermination de la CMI se fait sur microplaque stérile (15 minutes sous U.V.) et
s’accompagne d’un dénombrement de la population bactérienne des puits présentant une
absence de croissance afin de mettre en évidence un effet soit bactériostatique soit bactéricide
du peptide testé. L’effet bactériostatique correspond a une inhibition de la croissance

cellulaire sans mort des cellules et 1’effet bactéricide correspond a une mortalité cellulaire.

Deux puits vont contenir respectivement un témoin négatif correspondant a 100 puL de
Miiller-Hinton, et un témoin positif contenant 50 uL. de Miller-Hinton et 50 pL de la souche.
Les autres puits servent a tester 1’activité des peptides. La concentration en peptide de départ
est fixée a 2mg/mL dans du milieu Miller-Hinton. Pour chaque souche testée, 50 pL de
Miiller-Hinton et 50 pL de peptides sont déposés dans le premier puits, et des dilutions
successives au demi sont ensuite effectuées. Puis, 50 pul de la souche a tester, diluée au 1/500
dans un bouillon de Miller-Hinton sont ajoutés dans tous les puits. La microplaque est

incubée a 37 °C pendant 24 heures sous une 1égere agitation (100 rpm).

La CMI correspond a la concentration en peptide du dernier puits présentant une absence de

croissance (Figure 18).
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AT,

Témoin négatif Témoin positif

50 pL. Milieu Muller Hinton
+

50 pL Souche

50 nLL
50 pLL

poubelle

100 pL. Milieu
Muller Hinton

50 pL. Milieu Muller Hinton
+ 50 pL. Milieu Muller Hinton
50 pL de peptide a tester
N~—

—

+
50 pL de Souche a Tester

ATy +24H l

L Témoi itif
Témoin négatif moin positt

N Croissance de la souche

bactérienne
Peptide a tester
N o W Y,
—~— ~
Inhibition de croissance de la souche l Croissance de la souche
bactérienne bactérienne
CMI
Figure 18. Schéma du principe de la CMI. La couleur correspond a une inhibition de
croissance de la souche bactérienne, et la couleur correspond a une

croissance de la souche bactérienne.
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Une fois la CMI déterminée, ’effet bactériostatique ou bactéricide du peptide est
recherché par dénombrement des cellules bactériennes dans le tube correspondant a la CMI.
Le principe de la méthode du dénombrement sur boite est le suivant. A Ty, 50 uL du témoin
de culture sont mis dans 9,95 mL de Tryptone Sel (Tube 1). Aprés homogénéisation, 1 ml du
tube 1 est prélevé et ajouté a un tube 2 contenant 9 mL de Tryptone Sel. De la méme fagon, 1
mL du tube 2 est ajouté aux 9 mL du Tryptone Sel (Tube 3). Ainsi, a partir des 50 pL du
témoin, les dilutions réalisées dans les tubes 1, 2, et 3 correspondent respectivement a une
dilution au 1/200°™, 1/2000°™, et 1/20000°™. De chaque tube, 1 mL est déposé dans trois
boites de Petri vides dans lesquelles est coulée de la gélose ordinaire. Les boites sont ensuite

incubées 24 heures a 37 °C afin de déterminer le nombre d’U.F.C. par mL (Figure 19).

m . .

Témoin de
culture a Ty

9 mL 9 mL
\9’95 mL Tryptone Sel %
~

1 mL de chaque tube est prélevé

Dénombrement du témoin _ 9 9 9
apres 24H d’incubation a 37°C

Gélose ordinaire

Tube correspondant 9.95 ml 9 mL 9 mL
ala CMI \_ Tryp\tmﬁel W

1 mL de chaque tube est prélevé

Dénombrement aprés 24H

d’incubation a 37°C 9 9 9

Gélose ordinaire

Figure 19. Schéma du principe du dénombrement des cellules bactériennes.
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Apres 24 heures d’incubation de la microplaque, un dénombrement sur boite selon le
méme protocole est réalisé au sein des puits correspondant a la CMI. Une comparaison entre
le nombre d’U.F.C./mL du témoin a TO et celui des puits présentant une inhibition de
croissance des souches bactériennes aprés 24H, permet de déterminer le pourcentage de

mortalité des cellules bactériennes d’apres la formule :

P Témoin de culture — P Tube CMI

% Mortalité = x 100

P Témoin de culture

P rémoi = Population du témoin de culture . .
Témoin de culture ™ =OP aprés 24H d’incubation a 37°C

P tube cmr= Population du tube correspondant a la CMI

Il devient alors possible de conclure a un I’effet bactéricide ou bactériostatique des

peptides (Figure 20).

—&— Effet Bacteriostatique
—8— Effet Bactéricide
—a&— Témoin

Population bactérienne
UFC / mL

0 Temps (en heures) 24

Figure 20. Représentation de [’effet bactéricide ou bactériostatique sur une population

bactérienne.
VI. L’activité hémolytique

L’activité hémolytique des peptides antimicrobiens a ét¢ mise en évidence sur des
globules rouges de beeuf, d’apres les méthodes de Strub et al. (1996) et de Dathe et al. (1996).
L’hémolyse des globules rouges se traduisant par la libération dans le milieu réactionnel,

d’hémoglobine dont la quantité est déterminée par spectrophotométrie a 420 nm.

Apres centrifugation 10 minutes a 3500 rpm de 5 mL de sang de beeuf & 1g/L dans
l'acide éthyléne-diamine-tétracétique (EDTA), le culot contenant les globules et le surnageant

contenant le plasma et les globules blancs sont séparés.

69

© 2006 Tous droits réservés. http://www.univ-lille1.fr/bustl



Thése de Véronique Dubois-Delval, Lille 1, 2006

Apres deux lavages avec du tampon phosphate de sodium 10 mM pH 7,5 contenant du
NaCl (9g/L), les globules rouges (1 mL) sont dénombrés a I’aide d’une cellule de Thomas
afin de préparer une solution mére de concentration cellulaire 1x 10° cellules/mL. Le peptide
antimicrobien est préparé dans du tampon phosphate de sodium 10 mM pH 7,5, et plusieurs

concentrations en peptide sont testées, correspondant a des multiples de la CMI.

Aux 12,5 pL de la suspension de globules rouges, est ajouté un volume de peptide
correspondant a un multiple de la CMI. Un volume de tampon phosphate de sodium 10 mM

pH 7,5 est ajouté de fagon a obtenir un volume final de 50uL.

Apres 40 minutes d’incubation a 37°C, et 5 minutes de centrifugation a 5000 rpm, 30
uL de surnageant sont ajoutés a 470 puL d’eau distillée. L absorbance de cette solution est
déterminée a 420 nm. Deux témoins sont également réalisés : un témoin négatif correspondant
a 0% d’hémolyse contenant 12,5 puL. de globules et 32,5 uL. de tampon phosphate de sodium
10 mM pH 7,5, et un témoin positif soit 100% d’hémolyse contenant en plus 5 uLL de SDS a
2%. Le pourcentage d’hémolyse se détermine selon :

Aéchantillon - T0% - Apeptide

% Hémolyse = x 100
T100% - Tov

VII. Détermination du coefficient d’absorption molaire des peptides

Le coefficient d’absorption molaire des peptides a été évalué¢ d’apres les coefficients
d’absorption molaire des différents acides aminés le constituant et celui de la liaison
peptidique (Tableau II). Un peptide contenant au total N acides aminés et comportant Ni

acides aminés du type i (AAi) aura pour coefficient d’absorption :

20
8peptide = Z N; x 8AAi + (N-1) x 8liaison peptidique
i=1

Ces coefficients ont été¢ calculés a partir des spectres U.V. des acides aminés
solubilisés dans un mélange eau/acétonitrile (90/10) contenant 0,1% de TFA, pH 1,9 (Perrin,

1996).

L’absorption des solutions d’acides aminés est lue a 226 nm. Connaissant la
concentration des acides aminés, nous avons pu accéder a la valeur approximative du

coefficient d’absorption de chaque peptide. D’apres la relation de Beer-Lambert :
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c DO=€E.1.C

€= DO¢nm / (1 X [Cpeptide])
DO = Densité optique a 226 nm
e = Coefficient d’extinction molaire en L.mol™.cm™
1 = Longueur du trajet optique en cm (soit 1 cm)

C = Concentration du peptide en mol™.L

Coefficient d’absorption molaire €AA;
(en M x em™) A =226 nm

10
13
46
26

632,5
48

24,5

Acide Aminé (AA))

1512,5
10

13
82
122,5
13
13
13
15 000
5000
10

“ 2 =4 »w ~m T 2 AR =D OO0 a9 2 =R B

<

€ Liaison Peptidique 202,5

Tableau I1. Valeurs des Coefficients d’absorption molaire des acides aminés et de la liaison

peptidique.
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RESULTATS ET DISCUSSIONS
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CHAPITRE 1

OBTENTION ET CARACTERISATION DE PEPTIDES
ANTIMICROBIENS A PARTIR DE
L’HYDROLYSE PEPSIQUE DE L’HEMOGLOBINE BOVINE

73

© 2006 Tous droits réservés. http://www.univ-lille1.fr/bustl



Thése de Véronique Dubois-Delval, Lille 1, 2006

I. Obtention et caractérisation de peptides antimicrobiens a partir de

I’hydrolyse pepsique de I’hémoglobine bovine.

L’hémoglobine a été décrite par Ivanov et al., (1997), comme une source endogene de
peptides actifs. L hydrolyse de ses chaines o et 3, engendre des peptides présentant des
activités biologiques diverses tels que : peptide solubilisateur de I’héme (Lebrun et al., 1998),
peptide transporteur d’agents photosensibilisants (Cempel ef al., 1995), peptides opioides
(Piot et al., 1992 et Lignot et al., 1999), peptide analgésique (Zhao et al., 1997) et peptide
hypotenseur (Dale et al., 2005)....

Des peptides antimicrobiens ont également été isolés de 1’hémoglobine, par hydrolyse
chimique ou enzymatique. Le premier peptide antimicrobien a ét¢ découvert par Fogaga et al.,
(1999), a partir de I’hémolymphe du tique Boophilus microplus (parasite des bovins). Ce
peptide actif contre des bactéries a Gram-positif et des champignons, correspond au fragment

33-61 de la chaine a0 de ’hémoglobine bovine.

En 2001, Parish et al, ont obtenu aprés coupure au bromure de cyanogéne de
I’hémoglobine humaine, quatre fragments issus de la chaine P présentant des activités
antimicrobiennes contre certaines bactéries a Gram-positif et a Gram-négatif. Apres
identification, ces fragments correspondaient aux peptides : B 1-55, B 56146, B 116-146 et B
56-72.

Puis Froidevaux ef al., (2001) au sein du laboratoire, ont pour la premiére fois, isolé et
caractéris¢é a partir d’un hydrolysat pepsique de I’hémoglobine bovine, un peptide
antimicrobien, actif vis-a-vis de Micrococcus luteus. La séquence en acides aminés de ce

peptide correspond au fragment 1-23 de la chaine o de I’hémoglobine.

L’objectif de cette étude est double : d’une part d’isoler et de caractériser de nouveaux
peptides antimicrobiens générés au cours de I’hydrolyse pepsique de I’hémoglobine bovine, et
d’autre part d’améliorer les méthodes de préparation de ces peptides, afin de rendre plus aisée

la caractérisation de leurs propriétés grace a I’obtention de quantités suffisantes.
I.1. Hydrolyse de I’hémoglobine par la pepsine

L’hémoglobine est une protéine « modele » au sein du laboratoire, de nombreuses
¢tudes ont déja été réalisées, dont notamment ’étude de ses cinétiques d’hydrolyse par la
pepsine et de la population peptidique obtenue au cours de la cinétique d’hydrolyse (Lignot,
1998).
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Généralement, les peptides antimicrobiens sont constitués d’un nombre plus ou moins
important d’acides aminés, ce qui leur permet d’adopter une structure linéaire en hélice o ou

une structure circulaire organisée en feuillets B (Epand et Vogel, 1999).

Afin de trouver les conditions idéales permettant 1’obtention de peptides
antimicrobiens, une cinétique d’hydrolyse de I’hémoglobine a été menée en conditions
dénaturantes (urée 6M), dans du tampon acétate de sodium 0,1M a pH 4,5 et a 23°C, avec un
rapport Enzyme/Substrat (E/S) de 1/11 (mole/mole). En conditions dénaturantes,
I’hémoglobine est hydrolysée selon un mécanisme du type « zipper » permettant 1’obtention

de peptides intermédiaires de grande taille.

Linderstrom-Lang (1952), a montré¢ que 1’hémoglobine native est hydrolysée
immédiatement en peptides de petites tailles alors que 'hydrolyse de 'hémoglobine dénaturée
procéde plutot par la formation et le clivage d'une succession de peptides intermédiaires plus
ou moins stables. Un mode¢le simplifié pour expliquer ces phénomenes fréquemment observés

lors de I'hydrolyse de protéines globulaires a ét¢ établi :

Vo enzvme enzyme
Native > Dénaturée > Intermédiaires »  Produits finaux
Voo Vi Vi

avec une constante d'équilibre pour la dénaturation réversible: Ko=k ¢/kio et une vitesse de

réaction pour la dénaturation: vo=vio-v.o.

Lors de I'hydrolyse de 1'hémoglobine native, la réaction de dénaturation constitue
I'étape limitante car vo<<vj et vy.. La protéolyse proceéde donc a une vitesse déterminée par vy.
Aucune quantité¢ appréciable d'intermédiaires n'est présente et le mélange se compose
essentiellement de la protéine native et des produits finaux. La pepsine hydrolyserait donc
I'hémoglobine native par un mécanisme appelé "one by one" par Linderstrom-Lang (1952).

Cela signifie que la protéase dégrade une molécule d'hémoglobine a la fois.

Dans le cas de I'hémoglobine dénaturée, v; et vy constituent alors, au moins
initialement, I'étape limitante. En début de protéolyse, la pepsine coupe I'hémoglobine bovine
dénaturée en trés gros peptides qui sont par la suite progressivement transformés en des

peptides de plus petite taille.
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La pepsine hydrolyse donc I'hémoglobine dénaturée selon un mécanisme appelé
"zipper" par Linderstrom-Lang (1952), mécanisme qui suppose une conversion rapide de la
protéine en des produits de dégradation intermédiaires et consiste en un clivage progressif

(par étapes) des intermédiaires formés.

Lors de la cinétique d’hydrolyse de 1’hémoglobine 1 % (p/v) par la pepsine en
conditions dénaturantes, des prélévements a des temps réguliers ont été effectués, et la
réaction a été stoppée en amenant le pH a 10 avec une solution d’arrét (Tampon Borax 0,32 M
pH 12,3). Chaque prélevement de la cinétique a ensuite été analys¢ par CLHP en phase

inverse sur une colonne C4 de 4,6 mm de diamétre.

Le profil chromatographique obtenu par CLHP de la cinétique d’hydrolyse de
I’hémoglobine bovine par la pepsine, représenté au sein de la figure 1, montre que 1’hydrolyse
se déroule bien selon un mécanisme du type « zipper ». Les chaines a et B de I’hémoglobine
disparaissent des le début de I’hydrolyse. Les peptides situés a coté de ’héme, sont présents
au début de I’hydrolyse, et disparaissent trés rapidement. Ce sont des peptides intermédiaires
de grande taille. Au fur et a mesure que 1’hydrolyse progresse, un décalage de peptides vers le
début du chromatogramme est observé. Ces peptides correspondent a des peptides de taille

moyenne puis des petits peptides.

Les peptides antimicrobiens €tant généralement des peptides de grande taille (entre 10
et 40 AA) (Toke, 2005), I’hydrolyse de 1’hémoglobine a donc été stoppée a un temps tres
court (2,5 minutes) correspondant a un degré¢ d’hydrolyse faible (DHc = 3%), permettant
I’obtention de peptides intermédiaires de grande taille susceptibles de présenter une activité
antimicrobienne. La mise en ¢évidence et la caractérisation de nouveaux peptides

antimicrobiens a été effectuée sur cet hydrolysat d’hémoglobine bovine de 3% de DHc.
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Figure 1. Profil CLHP (a, b, c, et d) de la cinétique d’Hydrolyse de [’hémoglobine bovine 1%

(p/v) par la pepsine a pH 4,5 et a 23°C en conditions dénaturantes.
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I.2. Obtention de peptides antimicrobiens

I.2.1 Mise en évidence des peptides a activité antimicrobienne a partir de

I’hydrolysat d’hémoglobine bovine.

L’hémoglobine 1% (p/v) a été hydrolysée par la pepsine en conditions dénaturantes
(urée 6M) sur une durée de 2,5 minutes soit 3% de degré d’hydrolyse. Dans un premier temps,

’activité antimicrobienne de I’hydrolysat dans sa totalité a été testée.

La mise en évidence de [Dactivité antimicrobienne au sein de 1’hydrolysat
d’hémoglobine bovine est effectuée selon la technique en double couche de Parish ef al.,
(2001) décrite dans la section « Matériels et Méthodes ». Apreés 24H d’incubation a 37°C de
la souche bactérienne avec 1’échantillon a tester, 1’activité antimicrobienne de 1’échantillon est
détectée par 1’apparition de zone d’inhibition de croissance autour des puits contenant la
souche et I’échantillon. L hydrolysat a été testé a une concentration de 1mg/mL. La validation
du test a été faite par un nombre élevé de tests effectués et par I'utilisation de témoins : un
antibiotique, la tétracycline a une concentration de 0,1 mg/mL (témoin positif c'est-a-dire
100% inhibition de croissance) et le tampon phosphate de sodium 10 mM pH 7,5 (témoin

négatif c¢’est a dire 0% inhibition de croissance).

L’activité antimicrobienne de 1’hydrolysat a été testé sur 10 souches bactériennes : 7
souches a Gram-positif (Micrococcus luteus A270, Listeria innocua, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus simulans, Bacillus cereus, Enterococcus
faecalis) et 3 souches a Gram-négatif (Escherichia coli, Shigella sonnei, et Salmonella
enteritidis) (Tableau I). L hydrolysat est actif vis-a-vis de 4 souches bactériennes : 2 bactéries
a Gram-positif Micrococcus luteus A270, et Listeria innocua, et 2 bactéries a Gram-négatif :

Escherichia coli et Salmonella enteritidis.

Inhibition de croissance
des souches bactériennes
Micrococcus luteus +

Souches bactériennes

Listeria innocua aF

Bacillus cereus -
Enterococcus faecalis > Gram +
Staphylococcus aureus
Staphylococcus simulans -

Staphylococcus saprophyticus J -
1

Escherichia coli +
Shiegella sonnei Gram - -
Salmonella enteritidis +

Tableau . Inhibition de croissance des souches bactériennes par I’hydrolysat d’hémoglobine

bovine (DHc = 3%) a une concentration de Img/mL.
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L’hydrolysat a ensuite ét¢ analysé par CLHP a 1’échelle analytique sur une colonne de
phase inverse de type Cy4 (Figure 2). Les pics du chromatogramme ont €té numérotés de 1 a 26

afin de faciliter leur identification.

1,00
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Héme

05 |

Absorbance
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1
M 2 345678
4]
]IS

¢ 30 45 60

Temps (en minutes)
Figure 2. Profil CLHP a [’échelle analytique de [’hydrolysat pepsique d’hémoglobine bovine

1% (p/v) obtenu en conditions dénaturantes dans du tampon acétate de sodium

0,1M pH 4,5 (DHc=3%).

Afin de tester chacune de ces fractions, celles-ci ont été récoltées lors de I’analyse de
I’hydrolysat par CLHP a I’échelle semi-préparative sur une colonne C4 de 10mm de diamétre.
Le débit et les quantités injectées ont été calculés pour que le profil chromatographique soit

identique a celui obtenu a 1’échelle analytique. Puis 1’ensemble des fractions a été lyophilisé.

Apres lyophilisation, chaque fraction a été testée sur les quatre souches : Listeria
innocua, Micrococcus luteus, Salmonella enteritidis et Escherichia coli. Le tableau II montre
les résultats obtenus pour les 26 fractions. Une inhibition de croissance des souches
bactériennes testées, est observée pour 15 fractions peptidiques. Celles-ci correspondent aux
fractions : 1, 5, 7, 8, 11, 13, 14, 16, 18, 19, 21, 22, 23, 25 et 26. Ces fractions ont été
caractérisées par spectrométrie de masse afin de déterminer le ou les peptides présents ainsi

que leur séquence en acides aminés.
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Fraction

Salmonella enteritidis

Souches bactériennes

Escherichia coli

Listeria innocua Micrococcus luteus

O© W0 9 N Bt AW N

N D N N NN e e e e e = e
N A W N = O O X N NN AR WD = O

26

+

+

+

+ + +

+

Tableau II. Activité des fractions issues de I’hydrolysat pepsique d’hémoglobine bovine

DHc=3%. Présence d’activité antimicrobienne (+) et absence d’activité

antimicrobienne (-).
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1.2.2. Identification et caractérisation des peptides antimicrobiens par

spectrométrie de masse

Les fractions peptidiques ont été analysées par MALDI-TOF et ESI/MS. La
population peptidique au cours de la cinétique d’hydrolyse de I’hémoglobine par la pepsine a
¢été établie par Lignot (1998). Les peptides générés au cours de cette hydrolyse pepsique de
I’hémoglobine ont tous été identifiés selon leur séquence en acides aminés et selon leur masse
molaire. Au sein des fractions actives, 1’obtention de une ou plusieurs masses, va permettre

I’1identification du ou des peptides présents.

Les résultats obtenus, sont présentés dans le tableau III. Cinq fractions (1, 5, 18, 23, et
25) sont pures. La fraction 1 contient le peptide o 137-141 de 654 Da (Figure 3a). Celui-ci
correspond a un peptide isolé par Zhao et al., (1997), la néokyotorphine, connue pour ses
propriétés analgésiques (Takagi et al., 1982), et comme facteur stimulant la croissance de
cellules tumorales (Blishchenko et al., 2001 et Sazonova et al., 2003). La fraction 5 contient
un peptide de 1054 Da correspondant au fragment o 133-141 (Figure 3b), qui stimule la
croissance de cellules tumorales comme la néokyotorphine (Sazonova et al., 2003). La
fraction 18 correspond au peptide 3 126-145 de 2195 Da (Figure 3c). Le peptide de 3151 Da
(Figure 3d) contenu dans la fraction 23 correspond au fragment o0 106—-135 ou a0 107-136. La
séquence a été €lucidée apres fragmentation par ESI/MS/MS, il s’agit du peptide o 107-136
(Figure 4). La fraction 25 contient le peptide o 107—141 de 3787 Da (Figure 3e). Par contre,
les autres fractions (7, 8, 11, 13, 14, 16, 19, 21, 22, et 26) contiennent plusieurs peptides allant
de deux a cinq peptides (spectres de masse non présentés). Il est difficile de savoir lequel ou
lesquels de ces peptides ont une activité antimicrobienne ou seulement 1I’un d’entre eux. Dans
la fraction 7, se trouve le peptide a 1-23 dont 1’activité antimicrobienne avait ét¢ mise en

évidence sur Micrococcus luteus A270 par Froidevaux ef al. en 2001.

Apres avoir récupéré les peptides purs en grande quantité par CLHP a 1’échelle semi-
préparative, leur concentration minimale inhibitrice (CMI), et leur mode d’action ont été
déterminés. Puis dans un second temps, 1’effet hémolytique ainsi que quelques propriétés

structurales de ces peptides ont été étudiés.
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Fraction Masse (M+H)" en Da Peptide (s)
1 655 o 137-141
5 1055 o 133-141
. 2237 a 1-23
1038 o 24-32
2728 a 1-28
8 2657 a1-27
1305 B91-101
2841 a 1-29
11 1650 o 109-124 ou a0 110-125
1240 o 3645 ou a 3746
13 3258 al1-32
2038 o 110-128
14 4292 B 44-83 ou B 45-84
3488 a 34-66
4802 B 40-83 ou  41-84
3540 a 67-98
16 3635 a 33-66
1734 a 33-46
1587 o 33-45 ou a 3446
18 2196 B 126-145
2753 B 121-145
19 2196 B 126-145
3177 B 1-30
6086 B31-84
71 5274 a 34-83
6655 o 36-97 ou a 37-98
5435 a 47-98
1820 B31-44
2838 o 107-133
22 7151 a 33-98
5422 a 33-83
7004 a 33-97 ou o 34-98
23 3152 o 107-136 ou a0 106-135
25 3788 a 107-141
3788 a 107-141
26 3556 B 114-145
2104 B31-47

Tableau II1. Identification des peptides issus des fractions actives par spectrométrie de

© 2006 Tous droits réservés.
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1.2.3. Détermination de la CMI et du mode d’action des peptides

antimicrobiens purs

Pour déterminer la CMI, I’activité antimicrobienne a été testée en milieu liquide sur
microplaque dans du milieu Miiller-Hinton liquide contenant des concentrations variables de
peptides. L’activité antimicrobienne est détectée par I’absence de croissance dans les puits

contenant la souche bactérienne et le peptide a la concentration testée.

Cette méthode permet de calculer la concentration minimale inhibitrice qui correspond a
la plus faible concentration de 1’agent antimicrobien capable d’inhiber la croissance de la
souche bactérienne testée aprés un temps d’incubation de 24 heures a 37°C. Des dilutions
successives au 2 des différents peptides purs ont été testées vis-a-vis des quatre souches
cibles. La concentration initiale des peptides a été évaluée, en calculant leur coefficient
d’extinction molaire a 226 nm et en mesurant leur absorbance a 226 nm (Perrin, 1999). Pour
le peptide a 107-141, la concentration de départ est de 0,66 mg/mL, pour le peptide o 107-
136, elle est de 0,48 mg/mL, pour les autres peptides (B 126-145, o 133-141, et a 137-141)
elle est de Img/mL.

Le tableau IV présente les CMI obtenues a partir de ces peptides actifs. Deux groupes se
distinguent : d’un c6té se trouvent les peptides B 126-145, a 107-136, et o 107-141, et de
’autre coté les peptides o 133-141, et o 137-141 qui possédent une CMI plus faible que ceux

de I’autre groupe.

Souches CMI (nM)
Bactériennes B 126-145 0 107-136 o 107-141 o 133-141 o 137-141
Micrococcus luteus 71 76 87 15 9
Salmonella enteritidis 35 76 87 8 5
Escherichia coli 71 76 87 8 9
Listeria innocua 71 38 43 2 1

Tableau IV. CMI des peptides antimicrobiens.

A partir du puits correspondant a la CMI, il est possible de déterminer si le peptide
présente des propriétés bactéricides ou bactériostatiques. Pour cela, chaque puits
correspondant a la CMI sert au dénombrement des cellules restantes. Le nombre de cellules
obtenues sans avoir ajouté de peptides (témoin de croissance) est ¢galement dénombré pour
définir un pourcentage de mortalité cellulaire. Apres incubation & 37°C pendant 24 h, un
dénombrement est effectué¢ afin de déterminer le nombre d’UFC (Unité Formant Colonie) par

mL.
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Peptide Micrococcus  Salmonella  Escherichia Listeria
luteus enteritidis coli innocua
B 126-145 97,14% 98,5% 97,44% 98%
o 107-136 98,8 % 99,1 % 97,2 % 97 %
o 107-141 99 % 97,84 % 98,3 % 96,4 %
o 133-141 99,6% 97,3% 97,6% 97%
o 137-141 97,7% 97,8% 99,45% 97,6%

Tableau V. Mortalité cellulaire des souches bactériennes engendrée par les peptides

antimicrobiens.

Le tableau V montre que, lorsque 1’ensemble des peptides antimicrobiens se trouve a
une concentration correspondant a leur CMI, ils induisent une mortalité¢ supérieure ou égale a
96,4 %. Un agent antimicrobien est dit « bactéricide » lorsque celui-ci induit une mortalité
cellulaire supérieure ou égale a 99,99 %. Les peptides antimicrobiens ne sont donc pas

bactéricides, mais bactériostatiques.
1.2.4. Détermination de I’effet hémolytique

L’activité hémolytique des peptides antimicrobiens purs a été mise en évidence sur des
globules rouges de beeuf, d’aprés les méthodes de Strub et al, (1996) et de Dathe et al,
(1996). Différentes concentrations en peptide correspondant a des multiples de la CMI sont
testées sur les globules rouges. Afin de valider le test, il est nécessaire de réaliser des
témoins : un témoin négatif avec lequel aucune hémolyse n’est observée, et un témoin positif
ou 100 % des globules rouges sont hémolysés. Dans le témoin négatif, du tampon phosphate
de sodium 10 mM pH 7,5 est mis a incuber avec les globules rouges, tandis que dans le
témoin positif le tampon phosphate de sodium est remplacé par du dodécyl sulfate de sodium
(SDS) a 2%.

Les essais sont incubés a 37°C pendant 40 minutes, puis centrifugés 5 minutes a 5000
rpm. Aprés séparation du culot et du surnageant, celui-ci est dilué au 1/16°™, afin de lire son
absorbance a 420 nm et ainsi de déterminer la quantité d’hémoglobine libérée lors de la lyse
des globules rouges. Les différentes concentrations des peptides antimicrobiens testées, sont

comprises entre la CMI et cinq fois la CMI.

Aucun des peptides antimicrobiens n’a entrainé une hémolyse des globules rouges de
beeuf, méme a une concentration élevée, correspondant a cinq fois la CMI. Ceci montre que
ces peptides antimicrobiens issus de I’hémoglobine bovine, ne sont pas toxiques vis-a-vis des

globules rouges.
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1.2.5. Propriétés structurales des peptides antimicrobiens purs

Apres avoir déterminé la CMI, le mode d’action, et 1’effet hémolytique des peptides

purs, les propriétés structurales de ces peptides ont été recherchées.

L’utilisation de différents modeles mathématiques issus du pole bio-informatique

lyonnais (http://pbil.ibcp.fr), ont permis d’étudier les caractéristiques structurales des peptides

antimicrobiens : le nombre d’acides aminés, le pourcentage de résidus hydrophobes, la charge
globale, et la structure secondaire. La prédiction de la structure secondaire se fait par

alignement de séquences.

Le tableau VI montre que les peptides antimicrobiens se répartissent en deux familles.
La premicre famille comprend les peptides p 126-145, a 107-136, et o 107-141. Ces trois
peptides présentent les mémes caractéristiques que les peptides antimicrobiens répertoriés
dans la littérature. Ils contiennent un grand nombre d’acides aminés avec une charge globale
positive, un grand pourcentage de résidus hydrophobes et une structure secondaire en hélice a

(Powers et Hancock, 2003).

Masse Nombre Résidus Charge a Structure
Peptide
(Da) AA Hydrophobes (en %) pH 7 Secondaire
B 126-145 2195 20 50% +3 70 % Hélice o
o 107-136 3151 30 50% +1 54% Hélice o
o 107-141 3787 35 42% +3 47% Hélice o
o 133-141 1054 9 22% +2 59% Random Coil
o 137-141 654 5 0% +2 93% Random Coil

Tableau VI. Caractéristiques structurales des peptides antimicrobiens.

La seconde famille contenant les peptides a 133-141, et o 137-141 est différente de
celle des peptides antimicrobiens classiques. Ce sont de petits peptides (5 et 9 AA) chargés
positivement, ne présentant pas ou peu de résidus hydrophobes, et un pourcentage ¢levé de
structure en « Random coil ». Généralement, les peptides antimicrobiens chargés
positivement, avec une structure en « Random coil » peuvent en solution aqueuse se structurer

au contact de la membrane biologique (Powers et Hancock, 2003, et Corbier et al., 2001).

En comparant les structures secondaires des chaines o et B de I’hémoglobine (Section
Rappels, IV.2.1.1. Figures 7 et 9), il est possible de confirmer les prédictions des structures
secondaires de ces peptides antimicrobiens. Entre les résidus 123 et 145, la chaine [ est

formée de 2 hélices a (H10 et H11) ce qui coincide avec la structure en hélice o du peptide B
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126-145 qui a été prédite. Les peptides o 107-136 et o 107-141, sont localisés sur la chaine o
au sein de 2 hélices oo : H7 (Val’®-His''?) et H8 (Pro'"’-Leu'*®), ce qui confirme leur structure
en hélice a. Par contre, la région 137-141 de la chalne o ne posseéde pas de structure
secondaire spécifique, ce qui explique les 93% de structure en « random coil » pour le peptide
o 137-141. Le pourcentage de structure en « random coil » est un peu plus faible pour le

peptide a0 133-141 (59%), car les résidus 133-136 font partis de I’hélice HS.

Les peptides a 133-141, et o 137-141 ont probablement un mécanisme d’action
différent de celui généralement décrit pour les peptides antimicrobiens : adsorption par
interactions électrostatiques avec la membrane, puis insertion de la partie hydrophobe dans la

membrane, ce qui induit la formation de pores (Yeaman et Yount, 2003).

Afin de préciser la partie active au sein du peptide o 137-141, des tests ont été réalisés
sur le peptide synthétique YR correspondant a la kyotorphine (a 140-141), peptide
analgésique (Shiomi ef al., 1981). Plusieurs concentrations (de 1 a 10 mg/mL) ont été testées
sur les quatre souches cibles. Aucune inhibition de croissance des souches bactériennes n’a

été détectée. La kyotorphine de séquence YR, n’est donc pas active.

Lopes et al., (2005), ont montré que la néokyotorphine (a0 137-141 : TSKYR) pouvait
interagir avec les membranes biologiques. Cette interaction induit un changement de
conformation du groupement phénolique de la tyrosine, permettant a la néokyotorphine de se
fixer sur un récepteur membranaire provoquant un effet analgésique. L’interaction se fait par
I’intermédiaire de deux acides aminés, la lysine et ’arginine qui apportent les charges
positives nécessaires pour interagir avec les charges négatives des phospholipides des
membranes biologiques. Ceci montre que pour interagir avec les membranes des souches
bactériennes, la séquence KYR est indispensable, ce qui pourrait expliquer 1’activité
antimicrobienne de la néokyotorphine. Celle-ci pourrait également par I’intermédiaire de la
Tyrosine se fixer sur un récepteur présent a la surface des membranes des souches

bactériennes et induire une inhibition de croissance de la souche bactérienne.

1.3. Purification des fractions antimicrobiennes par CLHP

Les fractions (8, 11, 13, 14, 16, 19, 21, 22, et 26) non pures contenant plusieurs
peptides, ont subi plusieurs étapes de purification supplémentaires afin de séparer les
peptides. Apres leur récupération par CLHP a I’échelle semi-préparative, chaque peptide, a
¢été lyophilisé pour tester a nouveau son activité antimicrobienne. Les résultats de ces tests

sont présentés dans le tableau VII.
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La fraction 8 doit son activité antimicrobienne a la présence des peptides a 1-28 et a 1-
27. La fraction 11 contient deux peptides antimicrobiens correspondant aux peptides o 1-29 et
a 3645 (ou o 37-46). Le peptide a 1-32 présent dans la fraction 13, est responsable de
I’activité antimicrobienne de celle-ci. La fraction 14 contient un peptide antimicrobien
correspondant au peptide a 34—66. Trois peptides présentent une activité antimicrobienne au
sein de la fraction 16, il s’agit des peptides a 33—66, a 33—46, et a 33-45 (ou a 34-46). La
fraction 19 contient en plus du peptide antimicrobien [ 126-145, deux autres peptides
antimicrobiens, le peptide B 121-145 et le peptide p 1-30. La fraction 21 contient deux
peptides antimicrobiens, correspondant aux peptides o 34-83, et o 36-97 (ou a 37-98). Les
peptides a 107-133, a 33-83, a 33-98, et a 33-97 (ou a 34-98) contenus dans la fraction 22,
présentent également une activité antimicrobienne. Quant a la fraction 26, en plus de la
présence du peptide antimicrobien o 107-141, elle contient un deuxiéme peptide

antimicrobien, le peptide B 114-145.

Fraction Masse (M+H)" en Da Peptides

2728 o 1-28

8 2657 o 1-27
1305 B91-101
2841 o 1-29

11 1650 o 109-124 ou a0 110-125
1240 0. 3645 ou a 37-46

13 3258 o 1-32
2038 o 110-128

14 4292 B 44-83 ou § 45-84
3488 a 34-66
4802 B 40-83 ouf 41-84
3540 o 67-98

16 3635 o 33-66
1734 o 3346
1587 0. 3345 ou a. 3446
2753 p 121-145

19 2196 p 126-145
3177 p 1-30
6086 B31-84

71 5274 a 34-83
6655 0.36-97 ou o 37-98
5435 o 47-98
1820 B31-44
2838 o 107-133

22 7151 a 33-98
5422 o 33-83
7004 o 33-97 ou o 34-98
3788 o 107-141

26 3556 B 114-145
2104 B31-47

Tableau VILI. Identification des peptides antimicrobiens présents dans les fractions actives.
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Lignot (1998) a montré lors de 1’étude cinétique de I’hydrolyse de 1’hémoglobine par
la pepsine, que les peptides générés, se répartissent en famille. Il en est de méme pour
I’ensemble des peptides antimicrobiens obtenus au cours de cette hydrolyse. L’¢tude des
tableaux III et VII montre que ces peptides antimicrobiens, sont répartis en quatre familles :

trois familles sont localisées au sein de la chaine o (Figure 5) et une famille au sein de la

chaine B (Figure 7).

La premicre famille (Figure 5) localisée du c6té Nieminag de la chaine o de
I’hémoglobine bovine, est constituée des peptides o 1-32, a0 1-29, a0 1-28, a0 1-27, et o0 1-23.
La partie active de ces peptides est donc localisée entre les résidus 1 et 23. L’observation des
propriétés structurales de ces peptides (Tableau VIII), montre que la partie active de ces
peptides antimicrobiens correspondant au peptide a 1-23, possede un pourcentage en hélice a
plus faible (30 %) que les autres peptides. Par contre, ce peptide posséde une charge globale

plus élevée (+2) et un grand pourcentage de résidus hydrophobes.

Masse Nombre Résidus Charge a Structure
Peptide
(Da) AA Hydrophobes (en %) pH 7 Secondaire

a 1-32 3257 32 46% +1 58 % Hélice a
a 1-29 2840 29 48% +1 44 9% Hélice o
o 1-28 2727 28 46% + 1 45 % Hélice o
o 1-27 2656 27 44% +1 45 % Hélice a
o 1-23 2236 23 47% +2 30% Hélice a

Tableau VIII. Caractéristiques structurales des peptides antimicrobiens.

Certains de ces peptides antimicrobiens ont également été isolés a partir de la
dégradation protéolytique de ’hémoglobine humaine Mak et al., (2004). Cette équipe a en
effet obtenu des peptides antimicrobiens purs ainsi que des fractions peptidiques actives.
Parmi ces peptides purs, ont été identifiés les peptides o 1-40, o 1-33, o 1-32, a0 1-31, a0 1-29,
et a 1-20. Dans cette région de la chaine o, il n’y a que 4 AA qui difféerent entre les deux
séquences (Figure 6). Ceci montre que le changement de 4 AA (Proline par Alanine,
Thréonine par Glycine, Alanine par Glycine, et Glycine par Alanine) n’entraine pas de perte

totale d’activité antimicrobienne.

V'LSAADKGNV'’KAAWGKVGGH*’AAEYGAEALE’RMFLSFPTTK"

V'LSPADKTNV'’KAAWGKVGAH*AGEYGAEALE’RMFLSFPTTK"
Figure 6. Séquence en acides aminés de la région 1-40 de la chaine & de [’hémoglobine

bovine (noir) et de I’hémoglobine humaine (bleu). La couleur rouge représente les

acides aminés variables.
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La seconde famille située entre les résidus 33 et 98 (Figure 5), comprend les peptides
o 33-98, o 33-97 (ou o 34-98), a0 36-97 (ou o 37-98), a0 33-83, a0 34-83, L 33-66, oL 34-66, o
33-46, o 33-45 (ou o 34-46), et a 36-45 (ou o 37-46). Le peptide a0 33-98 en générant les
peptides o 33-66, et a 33-46, libere les peptides o 67-98, et o 47-98 qui ne présentent pas
d’activité antimicrobienne. En étudiant I’ensemble de ces peptides, il devient alors possible de
préciser la séquence active. Celle-ci est située entre les résidus 36 et 46. Le tableau IX
présente les propriétés structurales de ces peptides. Celui-ci montre que tous les peptides
actifs ont une charge globale positive. Par contre, il est possible de séparer cette famille en
deux groupes : le premier groupe est constitu¢ de peptides o 33-98, a0 33-97 (ou « 34-98), o
36-97 (ou a0 37-98), o 33-83, et o 34-83. Ceux-ci possedent un pourcentage en hélice a autour
de 50%. Par contre le second groupe, formé des peptides o 33-66, o 34-66, o 33-46, o 33-45
(ou o 34-46), et o 36-45 (ou o 37-46), posséde un nombre d’acides aminés plus petit
(inférieur a 50). Le tableau IX montre qu’au sein de ce groupe, plus le nombre d’AA diminue,
plus le caractere hydrophobe des peptides diminue, par contre le pourcentage de structure

secondaire en « Random Coil » augmente.

Penrid Masse Nombre Résidus Charge a Structure
eptide
(Da) AA Hydrophobes (en %) pH7 Secondaire
o 33-98 7150 66 40 % +4 50% Hélice o
o 33-97
( ) 7003 65 38 % +4 49 % Heélice o
ou o 34-98
o 36-97
( ) 6654 62 37 % +4 52 % Hélice o
ou o 37-98
o 33-83 5421 51 40 % +3 49 % Hélice a
o 34-83 5973 50 38 % +3 50% Hélice o
o 33-66 3634 34 41 % +5 63 % Random Coil
a 34-66 3487 33 39 % +5 61 % Random Coil
o 33-46 1733 14 35 % +2 72 % Random Coil
o 33-45
1586 13 30 % +2 74 % Random Coil
(ou o 34-46)
o 36-45
( ) 1239 10 20 % +2 75 % Random Coil
ou o 37-46

Tableau IX. Caractéristiques structurales des peptides antimicrobiens.
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La derniére famille située du coté Cierminat de la chalne o (Figure 5), se forme a partir
du peptide ov 107-141, qui va ensuite générer quatre peptides correspondant aux peptides o
107-136, o0 137-141, a0 107-133, et a0 133-141. Le tableau X montre que dans cette famille, les
peptides actifs se répartissent en deux groupes. Au sein du premier groupe, se trouvent les
peptides a 107-141, o 107-136, et a 107-133 qui possédent une charge globale positive, un
grand pourcentage de résidus hydrophobes et une structure secondaire en hélice a. Tandis que
les peptides a 133-141, et a 137-141 sont localisés dans le second groupe. Ces deux peptides
présentent une structure différente de celle des peptides du premier groupe. Ils possédent une
structure secondaire en « Random coil » ne présentant pas ou peu de résidus hydrophobes,

avec une charge globale positive. Ce sont également des peptides de petite taille : 5 et 9 acides

amings.
Pepiide Masse Nombre Résidus Charge a Structure
(Da) AA Hydrophobes (en %) pH7 Secondaire
o 107-141 3787 35 42% +3 47% Hélice o
o 107-136 3151 30 50% +1 54% Hélice o
o 107-133 2837 27 48% +1 51% Hélice o
o 133-141 1054 9 22% +2 59% Random Coil
o 137-141 654 5 0% +2 93% Random Coil

Tableau X. Caractéristiques structurales des peptides antimicrobiens.

La figure 5 montre que ces trois familles recouvrent presque toute la totalit¢ de la

chaine a. Celle-ci est donc une source importante de peptides antimicrobiens.

Du c6té de la chaine B de I’hémoglobine bovine, ont été répertoriés le peptide B 1-30
et une famille de peptides localisée dans la région Ciemina de la chaine B (Figure 7). Le
premier peptide formant cette famille correspond au peptide B 114-145, qui va ensuite générer
le peptide B 121-145, lui-méme précurseur du peptide B 126-145. 11 devient alors possible de
préciser la partie active au sein de ces trois peptides, elle est située entre les résidus 126 et
145. L’observation du tableau XI, montre que les propriétés structurales de ces peptides sont

assez proches, seul le peptide  114-145 posséde une charge globale positive plus élevée.
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Masse Nombre Résidus Charge a Structure
Peptide
(Da) AA Hydrophobes (en %) pH 7 Secondaire
B 114-145 3555 32 50% +5 72 % Hélice a
B 121-145 2752 25 52% +3 79 % Hélice a
B 126-145 2195 20 50% +3 70 % Hélice a

Tableau XI. Caractéristiques structurales des peptides antimicrobiens.

Ces peptides sont tous des peptides intermédiaires qui se trouvent parmi une centaine
d’autres peptides au sein de I’hydrolysat pepsique de I’hémoglobine. Afin de faciliter
I’isolement de ces peptides antimicrobiens intermédiaires, une étude sur 1’amélioration des

méthodes de préparation de ces peptides antimicrobiens a été envisagée.

1.4. Amélioration des méthodes de préparation des peptides antimicrobiens

Des ¢études sur I’amélioration des méthodes de préparation de ces peptides
antimicrobiens ont été menées sur les cinétiques d’apparition de ces peptides au cours de
I’hydrolyse de I’hémoglobine bovine. Trois parameétres ont été envisagés : la mise au point
d’un systéme d’extraction des peptides antimicrobiens par des systémes biphasiques
(eau/alcools), I’effet de la température et 1’effet du pH sur les cinétiques d’apparition des

peptides antimicrobiens.

1.4.1. Etude de I’extraction des peptides antimicrobiens par des systémes

biphasiques (eau/alcools)

L’extraction de peptides antimicrobiens, grace a un systéme biphasique représente un
intérét pratique dans la procédure de purification de telles molécules. Elle présente un moyen
simple a mettre en ceuvre et contribue a réduire quantitativement le nombre de peptides
extraits, grace a la sélectivité du solvant organique. Cela contribuerait a réduire les étapes
nécessaires a I’isolement de ces peptides actifs, qui font souvent appel a la combinaison de

différentes techniques chromatographiques cotteuses.

Plusieurs auteurs, ont rapporté 1’extraction de peptides hydrophobes ou actifs a partir
d’un hydrolysat final d’hémoglobine : Aubes-Dufau et al., (1995 et 1997) ont montré la
capacité d’extraire les peptides amers avec du butan-2-ol. Zhao et Piot (1998), ont montré
également I’extraction de deux peptides opioides par les alcools : butan-1-ol, butan-2-ol,

pentan-1-ol, et pentan-2-ol. Puis en 2001 au laboratoire, Froidevaux et al., ont mis au point
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par un plan d’expérience un mélange : eau/butan-2-ol/octan-1-ol (45/45/10 v/v/v) permettant

I’extraction sélective de ces deux opioides au cours de I’hydrolyse de 1’hémoglobine.

L’étude de 1‘extraction des peptides antimicrobiens a été faite avec des solvants de la
famille des alcools : Butan-1-ol, Butan-2-ol, Pentan-1-ol, Pentan-2-ol, Hexan-1-ol, Hexan-2-
ol, Heptan-1-ol et Octan-1-o0l. L’hydrolyse pepsique de ’hémoglobine a 1% (p/v) a été menée
en conditions dénaturantes (urée 6M), a pH 4,5 dans du tampon acétate de sodium 0,1M et a
23°C. L’hydrolyse a été stoppée a un faible degré d’hydrolyse: 3% soit 2,5 minutes

d’hydrolyse, permettant 1’obtention de peptides antimicrobiens.

L’extraction se déroule en plusieurs étapes. Lors de 1’arrét de la réaction enzymatique,
le pH du milieu réactionnel est amené a pH 10 afin de dénaturer de fagon irréversible la
pepsine. La premiére étape consiste a diminuer le pH de 1’hydrolysat a une valeur de 4,5 par
addition d’acide chlorhydrique concentré. La deuxiéme étape correspond a la réalisation de
I’extraction : une émulsion est créée pendant 10 minutes, en mélangeant I’hydrolysat et le
solvant a volume égal. La dernicre €tape consiste a séparer les phases organiques et aqueuses
par centrifugation et de les analyser par CLHP en phase inverse a I’échelle analytique sur une

colonne C4 de 4,6 mm de diamétre.

Apres analyse par CLHP des solvants et des extractions, certains solvants ont été
¢liminés, c’est le cas du butan-1-ol et de ’hexan-2-ol, leur profil chromatographique présente
des pics pouvant sortir au méme endroit que certains peptides présents au sein de 1’hydrolysat
de I’hémoglobine bovine. Il en est de méme pour I’heptan-1-ol et I’octan-1-ol puisque aucune
extraction n’a ¢été observée (profils CLHP non montrés). Par contre les profils
chromatographiques des surnageants ont montré que plusieurs fractions peptidiques ont été
extraits par le Butan-2-ol (Figure 8), le Pentan-1-ol (Figure 9), le Pentan-2-ol (Figure 10), et
I’Hexan-1-ol (Figure 11). Certains pics présents sur le profil CLHP, non répertoriés par un
temps de rétention, correspondent a des pics présents sur le profil CLHP du solvant (profils
CLHP non montrés). Chaque fraction a ensuite été récoltée par CLHP a I’échelle semi-
préparative, lyophilisée puis analysée par spectrométrie de masse afin d’identifier le ou les

peptides présents.
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Figure 8. Extraction des peptides par le Butan-2-ol a 3 % de degré d’hydrolyse.
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Figure 9. Extraction des peptides par le Pentan-1-ol a 3 % de degré d’hydrolyse.
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Figure 10. Extraction des peptides par le Pentan-2-ol a 3 % de degré d’hydrolyse.
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Figure 11. Extraction des peptides par I’Hexan-1-ol a 3 % de degré d’hydrolyse.
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Les résultats obtenus pour chaque solvant sont présentés dans le tableau XII, ainsi que
le pHi et I’hydrophobicité (calculée selon 1’échelle de Bigelow, 1967) de chaque peptide. Les
spectres de masse obtenus par MALDI-TOF ont permis d’identifier les peptides extraits
(Figures 12, 13 et 14).

Le butan-2-ol permet d’extraire d’un c6té des peptides ayant des masses tres élevées et
une hydrophobicité moyenne (entre 800 et 1000), et de I’autre des petits peptides possédant
une hydrophobicité plus €levée (> a 1000). Les gros peptides peuvent se replier et offrir au
solvant leurs chaines latérales les plus hydrophobes, ce qui permet leur extraction. Tandis que
les petits peptides ne pouvant se réarranger, doivent posséder une hydrophobicité ¢levée pour
étre extraits. Quelque soit le peptide, a pH 4,5 ils sont en grande majorité chargés

positivement, ce sont donc des peptides amphiphiles cationiques qui peuvent étre extraits.

Sur I’ensemble des peptides extraits par le butan-2-ol, huit présentent une activité
biologique. Le peptide B 31-40, est un peptide opioide correspondant a la LVV-hémorphine-7
(LVVH 7) découvert par Piot et al., en 1992, et le peptide B 1-30 découvert par Lebrun et al.,
en 1998, permet de solubiliser I’héme et posseéde une activité antimicrobienne. Six peptides
antimicrobiens sont également extraits : le peptide B 114-145, le peptide B 126-145, le peptide
o 107-133, le peptide oo 107-136, le peptide ov 107-141 et le peptide o 33-46. Les autres
peptides (B 31-44, et B 31-47) correspondent a des peptides dont ’activité n’a pas encore été
définie. 11 a été montré que les peptides B 31-44, et B 31-47 ne possédaient pas d’activités
antimicrobiennes, mais il se trouve que ceux sont les précurseurs de la LVVH 7, I’activité

opioide de ces peptides devrait étre vérifice.

Avec les autres solvants (pentan-1-ol, pentan-2-ol, et hexan-1-ol), seule la LVVH 7, et
les peptides B 31-44, et B 31-47 sont extraits. Ces peptides possédent un caractére hydrophobe
marqué contrairement aux autres peptides extraits avec le butan-2-ol, ce qui explique leur

extraction par des solvants plus apolaires.
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Temps de rétention Masse Hydrophobicité
Solvant Peptide Activité pHi
(en min) (en Da) (cal/mole)

Butan-2-ol 29 1308,2 B 31-40 Opioide 8,75 1675
31,2 1732,3 o 33-46 Antimicrobienne 8,60 1585

33 2195,6 B 126-145 Antimicrobienne 8,60 842

33 3175.,8 B 1-30 Solubilisation de I’héme et Antimicrobienne 9,67 905

35 1819,6 B31-44 Non définie 6,00 1532

35 2837,9 o 107-133 Antimicrobienne 5,97 962

36 3151,0 o 107-136 Antimicrobienne 5,97 990

36,5 2104.7 B 31-47 Non définie 4,37 1367

37,8 3555,6 B 114-145 Antimicrobienne 9,70 965

37,8 3786,6 0 107-141 Antimicrobienne 8,48 981

29 1308,3 B 31-40 Opioide 8,75 1675
Pentan-1-ol 35 1819 .6 B31-44 Non définie 6,00 1532
36,5 2104,8 B 31-47 Non définie 4,37 1367

29 1308,3 B31-40 Opioide 8,75 1675
Pentan-2-ol 35 1819,6 B31-44 Non définie 6,00 1532
36,5 2104,8 B31-47 Non définie 4,37 1367
Hexan-1-ol 29 1308,3 B 31-40 Opioide 8,75 1675
36,5 2104,8 B31-47 Non définie 4,37 1367

Tableau XII. Extraction sélective de peptides actifs par certains alcools a 3 % de degré d’hydrolyse.
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Figure 12. Spectre MALDI-TOF des peptides extraits a 3% de degré d’hydrolyse. a : peptide

B31-40, b : peptide ¢ 33-46, et c : peptides [ 126—145 et 5 1-30.
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Figure 13. Spectres MALDI-TOF des peptides extraits a 3% de degre d’hydrolyse.

a : peptides p31-44 et ¢ 107-133, et b : peptide o 107-136.
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a : peptide B31-47, et b : peptides B 114—145 et ¢ 107 — 141.
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Sur I’ensemble des peptides extraits par les alcools, il est possible de comparer sur la
figure 15, I’efficacité des alcools. Celle-ci montre que c’est 1’utilisation de butan-2-ol qui
permet d’extraire le plus grand nombre de peptides actifs, et que plus la taille de la chaine

aliphatique des alcools augmente, moins il y a de peptides extraits.

10+
M opioide
- 81 antimicrobienne
.g ; 6 autres
<<
S 4
-’
’ 1
21 <
¢ 7 &
0 ‘
Butan-2-ol Pentan-1-ol Pentan-2-ol Hexan-1-ol
Solvants

Figure 15. Efficacité des alcools vis-a-vis de I’extraction des peptides actifs a 3 % de degré

d’hydrolyse.

Il est possible de déduire de ces expériences, que pour extraire les peptides
antimicrobiens, ou d’autres peptides actifs tels que les peptides opioides, il faut utiliser le
butan-2-ol. L’extraction des peptides actifs par des systémes biphasiques (eau / alcools)
permet de simplifier la méthode de purification d’un grand nombre de peptides actifs a faible
degré d’hydrolyse. Cela permet un gain de temps au niveau d’une purification quantitative et

d’¢éviter la CLHP qui est une méthode cotteuse.

L’hydrolyse pepsique de I’hémoglobine en présence de concentrations ¢levées en urée
¢tant contraignante pour des extrapolations a 1’échelle préparative, la cinétique d’apparition
des peptides antimicrobiens a été étudiée en faisant varier la température d’incubation ou le

H du milieu réactionnel, afin d’améliorer leur préparation.
9
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1.4.2. Etude de ’effet de la température sur la cinétique d’apparition

des peptides antimicrobiens

L’objectif de cette étude est de montrer que le changement de la température dans le
milieu réactionnel, peut influencer la cinétique d’apparition des peptides antimicrobiens et
améliorer leur obtention. Pour cela, I’hydrolyse pepsique de I’hémoglobine a 1 % (p/v), a été
menée a différentes températures d’incubation, dans le tampon acide acétique/acétate de
sodium 0,1 M pH 4,5 en présence puis en 1’absence d’urée, avec le méme rapport E/S de 1/11
(mole/mole). Cing températures ont été testées : 4°C, 15°C, 23°C, 30°C, et 40°C. L’hydrolyse
menée a 23°C sert de référence. Des prélevements a des temps réguliers ont été effectués, et la
réaction a été stoppée en amenant le pH a 10 avec une solution d’arrét (Tampon Borax 0,32 M
pH 12,3). Chaque prélévement de la cinétique a ensuite ét¢ fractionné par CLHP en phase

inverse a 1’échelle analytique.

Au cours de I’hydrolyse de I’hémoglobine par la pepsine, I’effet de la température, a
été suivi sur les cinétiques d’apparition de certains peptides antimicrobiens c'est-a-dire les

peptides : o 137-141, o0 1-23, o0 107136, et B 126-145.

En absence d’urée (Figure 16b), I’augmentation progressive de la température est
corrélée a une hausse de la concentration en peptides. A ’exception du peptide o0 107-136,
pour qui la température optimale d’obtention est 23°C (la température de référence), les
températures 30°C et surtout 40°C favorisent 1’augmentation en concentration des peptides o
137-141, o0 1-23, et B 126-145, jusqu’a les augmenter d’un facteur 2 pour la néokyotorphine
o 137-141 par rapport a la température de référence 23°C. Le décalage des optima de
concentration est assez marqué en conditions non dénaturantes, avec une tendance générale :
les températures 30°C et 40°C se décalent ensemble, par rapport aux températures 4°C, 15°C
et 23°C. Pour chacun des deux groupes, ’effet température provoque une augmentation
progressive de la concentration des peptides, au méme degré d’hydrolyse. Cette tendance est

principalement observée a basses températures : 4°C, 15°C et 23°C.
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Figure 16. Evolution des peptides antimicrobiens en fonction de la température et du degré

d’hydrolyse. a : peptide a 137—141, b : peptide o 1-23, ¢ : peptide B 126—145,

etd : peptide ot 107—-136.
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De fagon générale en présence d’urée (Figure 16a), I’augmentation de la température
favorise 1’obtention de concentrations plus élevées en peptides. L’augmentation progressive
des concentrations de peptides en fonction de la température, a un méme degré d’hydrolyse
est toujours valable pour les températures 4°C, 15°C et 23°C. Par contre, a 30°C et a 40°C, un
décalage des optima des concentrations vers des degrés d’hydrolyse plus faible est observé, ce
qui montre une vitesse de catalyse plus €élevée. Un autre effet est décelable en ce qui concerne
le peptide a 137-141 plus connu sous I’appellation néokyotorphine. A 23°C (température de
référence) c’est un peptide final qui s’accumule au fur et @ mesure de I’avancée de 1’hydrolyse
que ce soit en conditions natives ou dénaturantes (Lignot ef al., 1999). Par contre, a 40°C et
en présence d’urée, elle devient un peptide intermédiaire : sa concentration augmente jusqu’a

un optimum, puis elle décroit avec 1’augmentation du degré d’hydrolyse.

L’hydrolyse de I’hémoglobine en conditions natives et a 23°C, se fait selon un
mécanisme du type «one by one» (Linderstrom-Lang, 1952). L’augmentation ou la
diminution de la température d’incubation n’a pas entrainé de changement de mécanisme
d’hydrolyse. L’incubation a 30°C et 40°C ne permet pas de dénaturer I’hémoglobine bovine
qui reste dans une conformation native. Seule la concentration des peptides a été modifi¢e
selon la température d’incubation : a basse température (4°C et 15°C) les concentrations des
peptides antimicrobiens sont plus faibles. Le fait d’augmenter la température d’incubation,
permet d’augmenter les concentrations des peptides antimicrobiens. En conditions
dénaturantes, la pepsine hydrolyse 1’hémoglobine bovine selon un mécanisme du type
« zipper ». Ce mécanisme d’hydrolyse a été conservé quelque soit la température d’incubation
testée. Comme pour I’hydrolyse en conditions natives, la température ne change que la
concentration des peptides antimicrobiens: lorsque [’hydrolyse est réalisée a basse
température, leur concentration est plus faible, et inversement, une augmentation de la

température permet d’augmenter leur concentration.

Le changement de la température d’incubation n’a pas permis de modifier la
sélectivit¢ de I’enzyme quelques soient les conditions d’hydrolyse. L’augmentation de la
température a donc conduit a 1’augmentation de la concentration des peptides actifs. Pour
générer un maximum de peptides il faut se placer a une température comprise entre 23°C et

40°C. La présence d’urée permet également d’augmenter ces quantités.
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1.4.3. Etude de ’effet du pH sur la cinétique d’apparition des peptides

antimicrobiens

Apres D’effet de la température, ’influence du pH dans le milieu réactionnel a été
¢tudiée sur la cinétique d’apparition des peptides antimicrobiens au cours de 1’hydrolyse de
I’hémoglobine par la pepsine. L’objectif étant d’une part d’améliorer 1’obtention de ces

peptides antimicrobiens, et d’autre part, de trouver un pH permettant d’éviter I’urée.

L’hydrolyse pepsique de 1’hémoglobine 1 % (p/v) a été menée a 23°C, en présence
puis en ’absence d’urée, avec un rapport E/S de 1/11 (mole/mole), dans un tampon acide
acétique/acétate de sodium 0,1 M. Trois pH ont été testés : 3,5, 4,5, et 5,5. Des prélévements a
des temps réguliers ont été effectués, et la réaction a été stoppée en amenant le pH a 10 avec
une solution d’arrét (Tampon Borax 0,32 M pH 12,3). Chaque prélévement de la cinétique a
ensuite ¢été¢ fractionné par CLHP en phase inverse sur une colonne C,4 a I’échelle analytique.
L’effet du pH, a été¢ étudi¢ sur les cinétiques d’apparition des peptides antimicrobiens,
correspondant aux peptides o 137-141, o 133-141, o 1-23, B 126-145, a0 107-136, et a0 107-

141. Les cinétiques d’hydrolyse menées a pH 4,5 ont servi de référence.

L’¢étude des cinétiques d’hydrolyse de I’hémoglobine menées a différents pH a montré
qu’en conditions dénaturantes, 1’hydrolyse de ’hémoglobine se fait selon un mécanisme du
type « zipper » aussi bien a pH 3,5 qu’a pH 4,5 ou 5,5 (Profils CLHP non présentés). En
conditions natives, un mécanisme du type « one by one » est observé lors de I’hydrolyse a pH
4,5 et 5,5. Par contre a pH 3,5, un mécanisme du type « zipper » est obtenu comme lors des
hydrolyses en conditions dénaturantes (Profils CLHP non présentés). Le mécanisme zipper
observé pour I’hémoglobine en I’absence d’urée a pH 3,5 peut s’expliquer par le fait qu’a pH
3,5 nous sommes en conditions dénaturantes, I’hémoglobine est donc plus accessible pour la

pepsine, qui se rapproche de son pH optimal.

Les figures 17 et 18 montrent 1’évolution de chaque peptide antimicrobien en fonction
du degré d’hydrolyse et du pH d’incubation. En absence d’urée (Figures 17b et 18b), lorsque
le pH décroit une augmentation de la concentration de ces peptides est observée.
L’augmentation des concentrations des peptides o 133—-141, a0 1-23, o 107-136, a0 107141,
et B 126-145 est optimale a pH 3,5. Ce sont des peptides intermédiaires qui sont trés
rapidement hydrolysés, ce qui explique leur absence aux pH 4,5 et 5,5, ou un mécanisme

« one by one » est observé. Le pH 3,5 a un effet spectaculaire sur 1’obtention de ces peptides
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antimicrobiens, qui sont invisibles a pH 5,5. Ceci peut s’expliquer par la dénaturation de

I’hémoglobine a pH 3,5 permettant 1’obtention d’un mécanisme de type « zipper ».

En présence d’urée (Figures 17a et 18a), le pH a un effet important sur I’accumulation
de ces peptides comparée a leur quantité obtenue en absence d’urée. En étudiant les cinétiques
d’apparition des peptides antimicrobiens, deux phénoménes sont observés. Le premier résulte
en une augmentation de la concentration des peptides a0 1-23 et a0 133—141, a pH 3,5 et pH
4,5 respectivement. Le deuxiéme correspond a une augmentation de D’optimum de

concentration des peptides : o 137-141, B 126-145, o 107-136, et a0 107-141 a pH 5,5.

En observant la localisation du site de coupure de la pepsine a pH 5,5 pour ces quatre

peptides, le clivage de la liaison peptidique s’effectue toujours en Cierminale d une Leucine :

Pour le peptide B 126145 :

125LIQADFQKVVAGVANALAHRYH145

B 126-145

QADFQKVVAGVANALAHRYH'”
Et pour les peptides a0 137-141, a0 107-136, et a0 107-136 :

106y I°7VTLASHLPSDFTPAVHASLDKFLANVSTVLTSKYRl‘“

!

a 107-141

"7V TLASHLPSDFTPAVHASLDKFLANVSTVL'* 1TSKYR14]

a 107-136 a 137-141 (Néokyotorphine)

107 TLASHLPSDFTPAVHASLDKFLANVSTVL"®  + BITSK YR
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Figure 17. Evolution des peptides antimicrobiens en fonction du pH et du degré d’hydrolyse.

a : peptide a 137—141, b : peptide ot 133—141, et c : peptide o 1-23.
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Figure 18. Evolution des peptides antimicrobiens en fonction du pH et du degré d’hydrolyse.
a : peptide B 126-145, b : peptide a 107-136, et ¢ : peptide o 107-141.
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Le pH 5,5 joue donc un réle important en ce qui concerne 1’accessibilité de certaines
liaisons vis a vis de la pepsine. En se placant a un pH donné, certains peptides peuvent ainsi
étre favorisés. Nous avons observé un effet similaire du pH 5,5 sur la cinétique d’apparition
d’un peptide opioide: la VVH 7 (Dubois et al., 2005). Contrairement aux hydrolyses en
conditions natives, le pH 3,5 ne permet pas une augmentation significative de la concentration

des peptides par rapport au pH 4,5 pris comme référence.

Le pH joue un role trés important au niveau de la catalyse : il a un role en ce qui
concerne la vitesse de catalyse, car les optimums des concentrations en peptides ne sont plus
les mémes en fonction du pH, pour le méme degré d’hydrolyse. Ce qui montre un changement
de sélectivité de ’enzyme. Enfin, il joue un réle au niveau de 1’accessibilité de certains sites
de coupure, permettant de favoriser ou non un peptide par rapport aux autres. En présence
d’urée, le pH 3,5 permet de favoriser le peptide a0 1-23, le peptide o 133—141 est favorisé a
pH 4,5 et le pH 5,5 favorise les peptides § 126—145, o 107-141, o 107-136 et o 137—141. En
absence d’urée, a pH 3,5 un effet spectaculaire sur I’obtention de tous ces peptides actifs est
observé. Grace au changement de mécanisme (« zipper »), la quantit¢ de peptides
antimicrobiens (B 126-145, o 107-141, o 107-136 et o 133—141) a pu étre augmentée. Ceux-
ci n’étaient pas présents (ou tres peu), lors de I’hydrolyse pepsique de I’hémoglobine a 1 %

(p/v) en absence d’urée a pH 4,5.
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L’étude de I’hydrolyse de I’hémoglobine bovine par la pepsine a permis de mettre en
évidence quinze fractions peptidiques possédant une activité antimicrobienne vis-a-vis de
quatre souches bactériennes Micrococcus luteus A270, Listeria innocua, Escherichia coli et
Salmonella enteritidis. A partir de ces quinze fractions, il a été possible d’obtenir cinq
peptides purs en grande quantité, correspondant aux peptides : o 137-141, o 133-141, B 126-
145, o0 107-136, et o0 107—-141. La CMI et le mode d’action de ces peptides ont pu étre définis
sur les quatre souches cibles. Apres plusieurs étapes de purifications supplémentaires sur les
autres fractions actives contenant plusieurs peptides, il a été possible d’identifier vingt

peptides antimicrobiens.

L’étude de I’effet de la température menée sur la cinétique d’apparition des peptides
antimicrobiens, a montré que le changement de température a une importance au niveau des
optimums des concentrations en peptides qui ne sont plus les mémes en fonction du degré
d’hydrolyse. En conditions natives, il faut se placer a 30°C ou 40°C afin de générer une
quantité¢ optimale de peptides. Le mécanisme « One by One » a été conservé quelque soit la
température d’hydrolyse. En présence d’urée, c’est a 23°C ou 40°C que les meilleurs résultats

sont obtenus.

Enfin, I’hydrolyse de I’hémoglobine menée a différents pH, a montré que le
changement de pH, influencait la vitesse de catalyse (£ rapide), et que certaines liaisons
devenaient plus accessibles a la pepsine, en particulier pour la coupure en C terminal d’une
Leucine. En absence d’urée, le pH 3,5 permet le passage d’un mécanisme « one by one » a un
mécanisme « zipper », ce qui permet d’augmenter la quantité de ces peptides et d’observer
I’apparition de peptides intermédiaires absents a pH 4,5 et 5,5. En présence d’urée, le choix
du pH va dépendre du peptide antimicrobien visé. Mais c’est en se placant a pH 5,5, que le
nombre de peptides antimicrobiens favorisés, est le plus important. Le pH 5,5 permet a la
pepsine d’accéder plus aisément a certaines liaisons en particulier en Ciemina de 1a Leucine, et
donc de favoriser 1’apparition des peptides antimicrobiens issus de ce clivage et d’augmenter

ainsi la quantité de ces peptides obtenus.
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Une partie des résultats obtenus dans cette étude, a fait 1’objet de trois publications et

d’un poster :

Dubois V, Nedjar-Arroume N and Guillochon D.
pH influence on the appearance of active peptides in the course of peptic hydrolysis of bovine
haemoglobin.

Preparative Biochemistry and Biotechnology, 2005, vol. 35 (2), p. 85-102.

Daoud R, Dubois V, Bors-Dodita L, Nedjar-Arroume N, Krier F, Chihib N-E, Mary P,
Kouach M, Briand G, and Guillochon D.

New antibacterial peptide derived from bovine hemoglobin.

Peptides, 2005, vol. 26 (5), p. 713-719.

Nedjar-Arroume N, Dubois-Delval V, Miloudi K, Daoud R, Krier F, Kouach M, Briand G,
and Guillochon D.
Isolation and Characterization of four antibacterial peptides from bovine hemoglobin.

Peptides, 2006, article in press.

Delval Dubois V, Nedjar-Arroume N, Krier F, Chihib N-E, Mary P, Kouach M, Briand G, et
Guillochon D.
Obtention du peptide antimicrobien o 107-136 a partir de I’hémoglobine bovine.

Poster, XI°™ CNRIUT, Colloque National de la recherche dans les IUT. Rouen, Mai 2005.
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CHAPITRE 11

MISE EN EVIDENCE DE PEPTIDES ANTIMICROBIENS
A PARTIR DE L’HYDROLYSE
CHYMOTRYPSIQUE DE L’a—-LACTALBUMINE
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II. Mise en évidence de peptides antimicrobiens a partir de I’hydrolyse

chymotrypsique de I’oi-Lactalbumine

L’oa-Lactalbumine (o-Lac), petite protéine globulaire du lactosérum de 14,2 kDa,
forme avec la galactosyltransférase, la lactose synthétase. Elle est constituée d’une chaine
peptidique contenant quatre ponts disulfures (Permyakov et al., 2000). Comme 1’hémoglobine
bovine, I’hydrolyse par voie enzymatique de I’a-Lactalbumine génére des peptides présentant
des activités biologiques telles que : opioide (Chiba et Yoshikawa, 1986), inhibitrice de
I’enzyme de conversion de I’angiotensine I (Pihlanto-Leppéld et al, 1998 et 2000),
immunomodulatrice (Kayser et Meisel, 1996 et Meisel, 1997), anti-alopécie (Tsuriki et

Yoshikawa, 2005) et antimicrobienne (Pellegrini ef al., 1999).

Seuls trois peptides antimicrobiens ont pu étre mis en évidence et isolés a partir de
I’hydrolyse de I’a-Lactalbumine par Pellegrini ef al, en 1999. Parmi ces trois peptides
antimicrobiens, deux d’entre eux ont été obtenus par hydrolyse trypsique et un seul par
hydrolyse chymotrypsique. Ce peptide est constitué de deux fragments peptidiques reliés par
un pont disulfure dont la séquence correspond au fragment 61-68/75-80. La recherche de
nouveaux peptides antimicrobiens issus de 1’o-Lactalbumine possédant une structure
différente de celle des peptides antimicrobiens issus de 1’hémoglobine bovine semble donc

intéressante.

L’objectif de cette étude était d’une part de mettre au point une cinétique d’hydrolyse
de Tl’o-Lactalbumine par [I’a0 chymotrypsine, permettant 1’obtention d’activités
antimicrobiennes et d’autre part d’étudier la population peptidique au cours de cette cinétique
d’hydrolyse afin d’isoler et d’identifier de nouveaux peptides antimicrobiens. La premiére
étape de ce travail a consisté a mettre au point les conditions d’hydrolyse, puis d’étudier
différentes cinétiques d’hydrolyse. Dans un second temps, 1’identification et 1I’évolution de la
population peptidique au cours de la cinétique d’hydrolyse ont été établies. Enfin la mise en
évidence d’activités antimicrobiennes au sein de sa cinétique d’hydrolyse a été abordée dans

une troisieéme et derniére partie.

Le choix de I’enzyme a ¢été basé sur les travaux de Pellegrini et al, (1999).
L’utilisation de la pepsine n’a pas été possible comme pour I’hémoglobine, puisque aucun
peptide antimicrobien ne fut découvert lors de I’hydrolyse de 1’a-Lactalbumine. Par contre

deux enzymes ont permis 1’obtention de peptides antimicrobiens, la trypsine et I'al
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chymotrypsine. La trypsine est connue pour couper en Cigminag d’une Lysine ou d’une
Arginine tandis que la chymotrypsine coupe préférentiellement en Cierminai d’un Tryptophane,
d’une Tyrosine ou d’une Phénylalanine. L’a-Lactalbumine possede dans sa séquence en
acides aminés, une Arginine et onze Lysines plutot localisés en Niermina €t Cierminal de la
protéine. Elle contient également quatre Tyrosines, quatre Tryptophanes et quatre
Phénylalanines répartis régulierement sur la séquence de la protéine (Brew et al., 1970 bet
Shewale et al., 1984). L’utilisation de la chymotrypsine semble donc plus appropriée pour

générer un maximum de peptides pendant la cinétique d’hydrolyse de I’a-Lactalbumine.

I1.1. Mise au point des conditions d’hydrolyse de I’ai-Lactalbumine par I’ol

chymotrypsine

La mise au point de I’hydrolyse de I’a-Lactalbumine par la chymotrypsine passe par
plusieurs étapes : le milieu réactionnel (pH et température d’incubation), 1’arrét de la réaction,

le rapport enzyme/substrat, et la conformation de I’a-Lactalbumine.

L’o-Lactalbumine en présence de calcium, adopte une conformation compacte et
stable appelée holoforme. En I’absence de calcium, elle se trouve dans une conformation
nommée apoforme, plus sensible a la dénaturation (Chrysina et al., 2000). Dans la littérature
(Pellegrini et al., 1999, Wehbi et al., 2006, et Polverino de Laureto ef al., 1999), I’hydrolyse
de I’ai-Lactalbumine se fait autant sur I’apoforme que sur 1’holoforme. Le rapport enzyme sur
substrat (E/S), le milieu réactionnel, ainsi que la température d’incubation sont trés variables.
Les travaux effectués par Pellegrini et al., (1999) et Polverino de Laureto et al., (1999) ont été

utilisés pour déterminer les conditions d’hydrolyse de 1’a-Lactalbumine.

L’hydrolyse est effectuée en conditions non réductrices et non dénaturantes, afin de
conserver les ponts disulfures présents dans 1’a-Lactalbumine. Pellegrini et al., (1999) ont
montré que la réduction des ponts disulfures présents dans les peptides antimicrobiens,

entrainaient une perte d’activité totale.

L’hydrolyse de I’a-Lactalbumine a été menée a pH neutre comme celles de Pellegrini
et al., (1999) et de Polverino de Laureto et al., (1999) qui ont travaillé respectivement dans du
tampon TRA (triethanolaminehydrochloride) 200 mM + CaCl, 20 mM, pH 7,8 et dans du
tampon Tris-HCl 50 mM + 10 mM EDTA pH 8,3, correspondant au pH optimum de I’o
chymotrypsine (Stoesz et Lumry, 1978).
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I1.1.1. Détermination du rapport enzyme sur substrat

La détermination du rapport enzyme sur substrat (E/S) a été déterminée sur I’apoforme
de I’a-Lactalbumine a 37°C dans du tampon phosphate de sodium 100 mM pH 7,4 pendant
une durée de 24H. Différents rapports E/S (mole/mole) ont été testés : 1/10, 1/20, 1/50, 1/100,
1/250, 1/500, 1/750, et 1/1000.

L’ensemble des hydrolyses a été analysé par chromatographie liquide haute
performance en phase inverse (CLHP). Pour cela, une mise au point des conditions d’analyse
a ¢été nécessaire. La séparation des hydrolysats a été faite sur une colonne C4 de 0,32x25cm
réglée a un débit de 0,6 mL/min. Un gradient d’¢lution a été¢ établi avec un éluant A composé
d’eau milliQ et d’acide trifluoroacétique (TFA) (100/0,5 v/v) et un ¢€luant B composé
d’acétonitrile et de TFA (100/0,5 v/v). L application du gradient se fait en passant de 0 a 100

% de B en 60 minutes.

Les premicres analyses par CLHP ont été faites sur ’o-Lactalbumine et 1’
chymotrypsine, afin de déterminer leur temps de rétention et d’observer leur comportement
par rapport au gradient d’élution appliqué. La figure 1 montre que 1I’ai-Lactalbumine est éluée
au bout de 36 minutes correspondant a 60% du mélange acétonitrile/TFA (100/0,5 v/v). L’a
chymotrypsine est ¢éluée apreés 1’a-Lactalbumine, elle sort a 37 minutes. Ces deux
chromatogrammes ont servi de témoins, afin d’identifier la présence des deux protéines sur

les profils CLHP des différentes cinétiques d’hydrolyses réalisées.

1.00+
o-Lactalbumine (Tg = 36 minutes) 226 nm
0.80]
u.au-f
0.40]

0.20]

£.00]—
1.00— . .
] o Chymotrypsine (Tr = 37 minutes)
.50
.60
040

0.20

u.uu: y

1 | [ [ [ ] | ]
30.0 40.00
I'Blinutes

Figure 1. Profil CLHP de |’ o-Lactalbumine (a) et I’ o chymotrypsine (b).
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La figure 2 montre les chromatogrammes obtenus pour les différents rapports E/S.
Apres 24H d’hydrolyse, 1I’a-Lactalbumine est encore présente pour les rapports de 1/750 et
1/1000, par comparaison avec le chromatogramme témoin. Elle apparait sous forme de traces
pour les rapports 1/250 et 1/500. A partir du rapport 1/100, I’a-Lactalbumine est totalement
absente du chromatogramme ce qui montre une hydrolyse totale de 1’a-Lactalbumine. Par
contre dans ces conditions d’hydrolyse, 1I’a chymotrypsine n’est pas détectée. Les cinétiques
d’hydrolyse de I’a-Lactalbumine ont été réalisées avec le rapport E/S de 1/100 (mole/mole),

permettant 1’obtention d’une hydrolyse finale en 24H.

11.1.2. L’arrét de la réaction

L’o0 chymotrypsine est connue pour exister sous deux conformations: 1’une étant
active et ’autre inactive, dont les proportions dépendent des conditions du milieu réactionnel,
et en particulier du pH (Stoesz et Lumry, 1978). Possédant une activité maximale a pH neutre,
il faut se placer a des pH extrémes pour I’inactiver, c'est-a-dire un pH inférieur a 3 ou
supérieur a 10. D’apres les travaux de Pellegrini ef al., (1999), et de Polverino de Laureto et
al., (1999) ’activité de I’a0 chymotrypsine est stoppée par acidification du milieu par ajout de
TFA. L’arrét de la réaction a été fait par un changement du pH dans le milieu réactionnel, en

pratiquant une acidification du milieu par 1’utilisation de TFA 10%.

Des essais ont été réalisés sur un substrat synthétique de I’ac chymotrypsine, le N-
Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe p-nitroanilide (Suc-AAPF-pNA Sigma S-7388), afin de vérifier
I’activité de I’a chymotrypsine. La variation de densité optique lors de la libération du para-
nitroanilide dans le milieu réactionnel a une longueur d’onde de 410 nm, permet le suivi de
I’activité enzymatique (Nakajima et al., 1979). Afin de déterminer le pH permettant d’inhiber
I’activité de I’enzyme, différentes quantités de TFA ont été ajoutées a une solution de Suc-
AAPF-pNA 10 mM préparée dans du tampon Tris HCI 0,1 M + NaCl 0,5 M + DMSO 9% pH
7,4. Une mesure du pH est effectuée avant 1’ajout de I’a chymotrypsine, ainsi qu’apres la
réaction. Un test a également été réalis€¢ a pH basique par ajout de soude (NaOH) 5 M.
L’activité enzymatique de la chymotrypsine a pu ainsi €tre suivi sur une gamme de pH

comprise entre pH 2,07 et pH 11,41.
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Figure 2. Profil CLHP de [’hydrolyse de |’ a-Lactalbumine menée a différents rapports E/S.
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Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 3. Le dosage d’activité de 1’a
chymotrypsine, se faisant a pH 7,43, celui-ci a servi de pH de référence. A pH 11,41 I’enzyme
est moins active qu’au pH de référence, mais elle n’est pas inactivée. Au fur et & mesure de
I’acidification du milieu d’incubation, I’enzyme perd de son activité. A partir de pH 3,33,
I’enzyme est inhibée. L hydrolyse de I’a-Lactalbumine peut donc étre arrétée en amenant le

pH d’incubation a une valeur inférieure ou égale a pH 3,33.

Effet du pH sur l'activité de I'oc chymotrypsine a 37°C

—&—pH 7,43
——pH 2,07
—&—pH 3,33
—&—pH 4,07
—&—pH 4,95
—&—pH 6,15
—&—pH 11,41

Absorbance

0,5

0 5 10 15

Temps (en minutes)

Figure 3. Représentation graphique de [’effet du pH sur [’activité de I’ chymotrypsine.

L’arrét de la réaction a ensuite été¢ étudié sur I’hydrolyse de 1I’ai-Lactalbumine. Pour
cela des hydrolyses chymotrypsiques ont ét¢é menées sur I’apoforme de 1’ai-Lactalbumine
pendant 24H avec un rapport E/S de 1/100 a 37°C dans du tampon phosphate de sodium 100
mM pH 7,4. Différentes quantités de TFA ont été testées pour que le pH du milieu réactionnel
soit inférieur a pH 3, puis chaque hydrolysat a ét¢ analysé par CLHP pour observer la stabilité
des échantillons. L’utilisation de TFA sur les hydrolysats d’a-Lactalbumine a entrainé la
formation de précipités. Aprés centrifugation, le surnageant et le culot, ont été analysés par
CLHP (Figure 4). Dans le culot, des peptides sont retrouvés, il y a donc précipitation de
certains peptides lors de ’arrét de 1’hydrolyse par du TFA. La perte de peptides, est un
inconvénient majeur, pour I’é¢tude de la population peptidique au cours de la cinétique
d’hydrolyse, ainsi que pour la découverte de nouveaux peptides antimicrobiens. L’utilisation

de TFA a donc été abandonnée.
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Figure 4. Profil CLHP de [’hydrolysat d’ o-Lactalbumine en présence de TFA. a : surnageant

et b : culot.

L’a chymotrypsine est inhibée a pH acide, des tests ont alors été effectués avec de
I’acide chlorhydrique 2 M (pour amener le pH en dessous de 3). L’acide chlorhydrique n’a pas
entrainé la formation de précipités au sein des hydrolysats, permettant une analyse par CLHP.
Différentes quantités d’acide chlorhydrique 2 M ont été testées afin d’arréter la réaction
enzymatique. Pour 1 mL d’hydrolysat, il faut ajouter 46ul. d’acide chlorhydrique 2 M
permettant 1’obtention d’un pH compris entre 2,5 et 3 unités pH. Afin de vérifier ce résultat,
une hydrolyse de 1H a ét¢é menée et arrétée par de 1’acide chlorhydrique 2 M. Plusieurs

injections de cet hydrolysat par CLHP ont été effectuées afin d’observer sa stabilité (Figure 5).
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Figure 5. Profils CLHP d’une hydrolyse de 1H de |’ o-Lactalbumine arrétée par de l’acide
chlorhydrique 2 M.
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Les profils CLHP de cette hydrolyse de 1H montrent d’une part la stabilité de
I’échantillon et d’autre part que la réaction enzymatique est bien arrétée. L’arrét de la réaction

lors des cinétiques d’hydrolyse de I’a-Lactalbumine a été effectué¢ par ajout d’acide

chlorhydrique 2 M.
I1.2. Etude de cinétiques d’hydrolyse de I’oi-Lactalbumine par I’at chymotrypsine

Apres I’établissement du rapport E/S et de 1’arrét de la réaction, différentes cinétiques
d’hydrolyse ont été réalisées, en faisant varier plusieurs parameétres : la conformation de I’ot-
Lactalbumine, apoforme ou holoforme, la température d’incubation 25°C ou 37°C, et le
milieu d’incubation : tampon phosphate de sodium 100 mM pH 7,4 ou tampon TRA 200 mM
+ CaCl, 20mM, pH 7,8. Les premicres cinétiques ont été effectuées sur 1’apoforme de 1’o-
Lactalbumine dans du tampon phosphate de sodium 100 mM pH 7,4, a 25°C (Figure 6) ou a
37°C (Figure 7).

La figure 6 montre que I’hydrolyse de I’apoforme de 1’a-Lactalbumine a 25°C, est
lente, puisque méme a 24H d’hydrolyse I’a-Lactalbumine est encore détectée. A 10 minutes
d’hydrolyse les premicres fractions peptidiques commencent a apparaitre. Aprés 24H
d’hydrolyse, les fractions peptidiques obtenues sont identiques a celles présentes au sein de
I’hydrolysat de 10 minutes, elles se sont juste accumulées au cours du temps. Cette
accumulation de peptides au cours du temps est caractéristique d’un mécanisme du type « one
by one » (Linderstrom-Lang, 1952). L’apoforme de I’a-Lactalbumine a 25°C, est donc

directement hydrolysée en peptides finaux, comme I’hémoglobine bovine native a pH 4.,5.

Par contre a 37°C (Figure 7), les premieres fractions peptidiques sont détectées apres
0,5 minute d’hydrolyse, la catalyse enzymatique est donc beaucoup plus rapide que celle
menée a 25°C. En début d’hydrolyse, apparait vers 31 minutes un massif de peptides qui
s’accumule jusque 30 minutes d’hydrolyse. Puis, au fur et & mesure de I’avancée de
I’hydrolyse il disparait, tandis que d’autres fractions apparaissent a des temps d’¢lution plus
petits. Ce profil chromatographique se situe entre un mécanisme du type « one by one » et un
mécanisme d’hydrolyse du type « zipper » (Linderstrom-Lang, 1952), qui permet de générer
des peptides intermédiaires de grande taille, eux méme clivés en peptides de petite taille au
cours de I’hydrolyse. Ce mécanisme d’hydrolyse peut donc étre considéré comme un

mécanisme du type « semi-zipper ».
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Griko et Remeta (1999), et Polverino de Laureto et al., (2002b) ont montré que la
température d’incubation ainsi que le milieu réactionnel (en particulier la force ionique)
avaient un role trés important sur la conformation de la protéine. A 4°C et a pH neutre, I’apo-
o Lac adopte une conformation native, comme 1’holo-a Lac. A 20°C, il est assez difficile de
la distinguer de I’holoforme, mais dés que la température augmente la conformation de
I’apoforme change, elle perd progressivement sa structure tertiaire. A 45°C, sa conformation
est comparable a celle obtenue a pH acide (« A-State»), c'est-a-dire une conformation
dénaturée. Un Tm (température ou 50% de 1’a-Lactalbumine est sous une forme dénaturée) a
¢galement été établi. Il est situé autour de 34°C et confirme les résultas obtenus par Owusu
Apenten en 1995. L’apoforme de 1’ai-Lactalbumine est trés sensible a la force ionique a pH
neutre, contrairement a 1’holoforme. Elle existe en équilibre sous plusieurs conformations :
native, « Molten Globule », et dénaturée. A 25°C, I’apoforme se rapproche de la conformation
native tandis qu’a 37°C, elle commence a perdre sa structure tertiaire, la concentration de la
forme semi dénaturée appelée « Molten Globule » augmente, ce qui explique qu’elle soit plus
facilement hydrolysée par I’a. chymotrypsine, et que le mécanisme d’hydrolyse soit du type

« semi-zipper ».

Pellegrini et al., (1999) ont effectué¢ 1’hydrolyse sur I’apoforme de I’a-Lactalbumine
dans du tampon TRA 200 mM + CaCl, 20 mM, pH 7.8. Afin de comparer les mécanismes
d’hydrolyse, ce tampon a été utilisé¢ pour réaliser une cinétique d’hydrolyse (Figure 8). La
cinétique d’hydrolyse menée a 37°C dans le tampon TRA 200 mM + CaCl, 20 mM, pH 7,8,
est plus lente que celle menée a la méme température mais dans le tampon phosphate de
sodium 100 mM pH 7,4. Comme pour I’hydrolyse menée a 25°C, un mécanisme du type
« one by one » est observé. L’a-Lactalbumine est plus résistante a I’hydrolyse dans le tampon
TRA 200 mM + CaCl, 20 mM, pH 7,8 a 37°C que celle menée a 25°C dans le tampon
phosphate de sodium 100 mM pH 7.4, puisque 1’apparition des peptides n’est détectée qu’a
partir de 10 minutes d’hydrolyse. Par contre, méme si I’hydrolyse est effectuée selon un
mécanisme « one by one » dans les deux cas, la comparaison des profils CLHP de la cinétique
menée dans le tampon TRA 200 mM + CaCl, 20 mM, pH 7,8 a 37°C et avec ceux de la
cinétique menée a 25°C dans le tampon phosphate de sodium 100 mM pH 7,4 a montré que

les populations peptidiques générées étaient différentes.
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Le calcium présent chez 1’holo-o Lac permet de stabiliser la structure de la protéine, et
de la rendre plus résistante aux attaques enzymatiques (Chrysina et al., 2000). Lorsque dans le
milieu réactionnel est ajouté du calcium, celui-ci peut se lier a ’apo-a Lac et lui permettre de
revenir vers une conformation native (Griko et Remeta, 1999). La concentration de la forme
native augmente, les sites de coupure pour 1I’ac chymotrypsine deviennent moins accessibles,

et trés peu de peptides sont obtenus.

Afin de comparer les deux formes, une hydrolyse de I’holoforme dans du tampon
phosphate de sodium 100 mM pH 7,4 a été réalisée (Figure 9). L hydrolyse de I’holoforme a
37°C est plus lente celle effectuée sur ’apoforme a 37°C (Figure 7). Chrysina et al., (2000)
ont montré que le calcium fixé sur 1’holo-o0 Lac permettait de stabiliser sa structure en la
rendant plus compacte et plus résistante aux attaques enzymatiques. De plus I’holo-a Lac
posseédant un Tm (température a laquelle 50% de la protéine se trouve dénaturée) autour de
64,5°C, adopte plus une conformation native a 37°C que I’apo-ot Lac dont le Tm est situé

autour de 34°C.

L’hydrolyse de 1’apoforme de I’ai-Lactalbumine a 37°C dans le tampon phosphate de
sodium 100 mM pH 7,4, a permis d’une part d’obtenir une hydrolyse totale en 24H, et d’autre
part d’obtenir un mécanisme d’hydrolyse situé¢ entre un mécanisme d’hydrolyse du type « one
by one » et « zipper », permettant de générer des peptides intermédiaires. Cette cinétique
d’hydrolyse a donc été choisie afin d’¢tudier et d’identifier la population peptidique, mais

¢galement afin d’identifier des peptides antimicrobiens.

I1.3. Etude et identification de la population peptidique au cours de la cinétique

d’hydrolyse de I’ai-Lactalbumine par spectrométrie de masse

L’identification de la population peptidique a été établie a partir de la cinétique
d’hydrolyse de I’apoforme de I’a-Lactalbumine, a 37°C dans du tampon phosphate de sodium
100 mM pH 7,4, avec un rapport E/S de 1/100 (mole/mole).

Depuis quelques années, la spectrométrie de masse est devenue un outil essentiel pour
I’¢tude de protéines et de peptides (Mann et Wilm, 1995, et Andersen et al., 1996), cette

technique permet a la fois 1’obtention d’une grande précision et d’une rapidité de I’analyse.
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Dans un premier temps, un couplage de la CLHP avec la spectrométric de masse
(LC/MS) est apparu comme une technique rapide permettant a la fois d’analyser un
hydrolysat complexe par CLHP et d’identifier en méme temps sa composition en peptides.
Une mise au point des conditions d’analyse a été nécessaire en étudiant trois parametres : la
colonne C4 ou Cyg, le diamétre de la colonne : 1mm ou 2,1mm, et le contre ion : TFA ou acide
formique. L’¢étude a été effectuée sur I’a-Lactalbumine en solution dans du tampon phosphate

de sodium 100 mM pH 7.4.

Cette étude a montré que les meilleurs résultats pour I’analyse de I’a-Lactalbumine
par couplage LC/MS, étaient obtenus avec la colonne C;g de 2,1 mm de diamétre en présence
de TFA, ou la colonne C4 de 1 mm de diamétre en présence d’acide formique. Comme
I’analyse des hydrolysats de 1’o-Lactalbumine par CLHP a été effectuée sur une colonne Ci,
le couplage LC/MS a été également réalisé sur la colonne C4, sur un spectrometre de masse
simple quadripdle de type Applied Biosystems modele API I ESI/MS (PE Sciex, Toronto,
Canada).

Lors du couplage LC/MS, un probléme a été rencontré : I’absence de spectre U.V.
reproductible et similaire a ceux obtenus par CLHP. Il a quand méme ¢été possible d’identifier
certains peptides a partir des spectres MS, et grace au logiciel de traitement logiciel Mac Spec
3.3 avec lequel il est possible d’obtenir un « show contour » permettant une représentation des
masses en fonction de leur intensité et de leur temps de rétention,. La présence de sels a
tendance a inhiber le signal lors d’une analyse en électrospray. Malgré I’intérét du couplage et
I’utilité du logiciel Mac Spec 3.3, I’identification de certains peptides n’a pas été possible, due
a la présence de ponts disulfures et de peptides de haut poids moléculaires au début de la

cinétique d’hydrolyse.

Pour déterminer la séquence en acides aminés des peptides, le passage a la
spectrométrie de masse en tandem (ESI/MS/MS) permettant la fragmentation de peptides,
s’est avérée nécessaire. Les spectres de masse ont ¢té réalisés avec un spectrometre de masse
triple quadrip6laire de type Applied Biosystems modele API 3000 LC/MS/MS (PE Sciex,
Toronto, Canada). Pour cela plusieurs temps d’hydrolyse représentant I’ensemble de la
population peptidique, ont été choisis : Ty, T0,5°, T1°, T2,5’, TS’, T10°, T15* T30’, T1H,
T2H, T3H, T12H et T24H. Ces hydrolysats ont ét¢ analysés par CLHP semi-préparative, afin
de récupérer chaque pic présent sur le chromatogramme, d’¢liminer les sels présents, et

d’obtenir une quantité suffisante de chaque fraction peptidique pour 1’analyse en ESI/MS/MS.
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Le passage par ESI/MS/MS a permis d’¢lucider en grande partie la s€quence en acides
aminés de la population peptidique présente, de montrer que certains peptides contenaient des
ponts disulfures. Mais certains peptides, par leur faible concentration, mais également par la

présence de ponts disulfures n’ont pas réussi a étre fragmentés.

Afin d’¢éliminer les doutes présents sur certaines séquences, une concentration de
certaines fractions peptidiques ainsi qu’un protocole de réduction se sont avérés nécessaires.
Le premier protocole consistait a ajouter sur les échantillons évaporés a sec, 100uL. d’un
tampon de réduction (tampon Tris/HCI 0,5 M pH 8 + guanidine-HCl 6 M + dithiotreitol
(DTT) 10 mM), puis une incubation a 37°C pendant 2H a I’abri de la lumicre était effectuée.
L’utilisation de ce protocole s’est avérée impossible, par la présence de sels qui inhibent
totalement le signal en ESI. Un deuxiéme protocole de réduction a donc été établi d’apres les
travaux de Legros et al., (2004b). Aprés évaporation de 500 pL. d’échantillons, 200uL du
tampon de réduction (tampon bicarbonate d’ammonium 25 mM + dithiotreitol (DTT) 5 mM)
sont ajoutés puis incubés 30 minutes a 55°C. Apres incubation, 1’ensemble des échantillons

est évapore a sec.

La technique d’analyse en masse a également été changée. La nano-électrospray est
une technique permettant d’utiliser trés peu d’échantillon ce qui permet de concentrer les
échantillons, et donc d’augmenter la sensibilité de 1’appareil. En travaillant a des débits plus
faibles, cette technique permet de travailler plus longtemps avec trés peu d’échantillons.
Avant I’analyse en nanospray, les échantillons ont été purifiés sur Ziptip C18, pour éliminer
les sels et concentrer les peptides. L’utilisation de la nano-electrospray a permis d’identifier la

séquence en acides aminés de plusieurs peptides.

Cependant, certains peptides possédant une masse moléculaire élevée, ont résisté a la
fragmentation. Quelques fractions peptidiques ont donc été analysées en MALDI-TOF, sur un
spectrometre de masse Voyager-DE STR Applied Biosystems de résolution de masse 2000
Da, en mode réflecteur. Celui-ci permet de travailler sur une gamme de masse assez large, et
de plus il posséde une bonne tolérance vis a vis des sels. Sur les peptides réduits, il a permis
de confirmer la séquence obtenue par ESI/MS/MS et nanoESI/MS/MS sur lesquels il y avait

des doutes, et d’identifier les s€équences manquantes par combinaison des masses obtenues.
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La combinaison de ces 4 techniques a permis d’élucider la population peptidique de
I’a-Lactalbumine au cours de sa cinétique d’hydrolyse par I’ac chymotrypsine. Les résultats
exposés proviennent de la synthése des 4 techniques. L’identification de la population
peptidique a été faite a plusieurs temps de I’hydrolyse. En raison d’une grande quantité de

spectres de masse, ceux-ci ne sont pas présentés.

Au cours de I’identification de la population peptidique, chaque peptide a été
représenté par une couleur spécifique, qui est identique sur le profil CLHP, dans le tableau
d’identification et la cartographie peptidique. La représentation des acides aminés, a été

effectuée en utilisant le code a une lettre ainsi que le code a trois lettres.

I1.3.1. Analyse du T)

L’a-Lactalbumine est incubée a 37°C dans le tampon phosphate de sodium 100 mM

pH 7,4, ImL est prélevé et ajouté a 46 uL. de HCI 2 M formant le T.

|

I ‘ I I | I I ‘ I I | I I ‘ I I | T
10.00 2000 30.00 40.00 20.00 60.00
Minutes
Figure 10. Profil CLHP de ['hydrolysat chymotrypsique a Ty de |’ a-Lactalbumine menée a

37°C dans du tampon phosphate de sodium 100 mM pH 7,4.

A Ty, le profil CLHP (Figure 10) montre une seule fraction (fraction 1). Apres analyse,
le spectre de masse (Figure 11) montre la présence d’espéces multichargées correspondant a
une seule masse de 14 183 Da, qui correspond a la masse de 1’a-Lactalbumine. Seule I’ot-

Lactalbumine est détectée, ce qui prouve qu’elle n’est pas hydrolysée dans le milieu d’arrét.
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Figure 11. Spectre ESI/MS de |’ o-Lactalbumine a T0.
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I1.3.2. Analyse de I’hydrolysat de 0,5 minute

A 0,5 minute d’hydrolyse, huit fractions peptidiques font leur apparition sur le profil
CLHP (Figure 12).
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Figure 12. Profil CLHP de [’hydrolysat chymotrypsique de 0,5 minute de |’ a—Lactalbumine
menée a 37°C dans du tampon phosphate de sodium 100 mM pH 7,4.
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Le tableau I montre que parmi ces 8 fractions, six sont pures. Les six fractions pures :
2,3,4,5,7, et 8, contiennent respectivement les peptides o 1-50 / 54-123 de 13 865 Da, o 1-
36 /51-123 de 12 606 Da, o 1-31 / 105-123 de 5800 Da, o 1-50 / 105-123 de 7920 Da, o 32-
50 de 2142 Da, et a0 37-50 avec une masse de 1597 Da. Le peptide a0 1-31 / 105-123 de 5800
Da présent dans la fraction 4, avait également été identifi¢ par Polverino de Laureto et al.,
(1999) lors de I’hydrolyse de I’apo—o Lactalbumine par I’at chymotrypsine menée a 22°C et
avec un rapport E/S de 1/500 (w/w) pendant 3H.

La fraction 1 contenant I’a-Lactalbumine, présente deux peptides supplémentaires de
5972 Da et de 5074 Da dont les séquences en acides aminés correspondent aux fragments o

54-104 et o0 61-104.

Quant a la fraction 6, elle contient deux petits peptides de 914 Da et de 336 Da
identifiés respectivement comme les peptides o 54-60, et o 51-53. Le peptide a0 51-53
posséde des propriétés immunomodulatrices (Fiat et al, 1991) et anti-alopécie (Tsuruki et

Yoshikawa, 2005).

L’a-Lactalbumine génére en méme temps les peptides o 1-50 / 54-123 et a0 1-36 / 51-
123, il est donc fort probable que ces deux peptides proviennent d’un méme peptide
précurseur, dont la s€quence correspondrait au fragment o 1-50 / 51-123. Celui-ci n’a pas été
identifié aux temps d’hydrolyse étudiés, il faudrait mener I’hydrolyse a des temps inférieurs a

30 secondes.
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Localisation sur Masse
le profil CLHP (en Da) Feptide
8 1597 a 37-50
7 2142 a 32-50
914 0. 54-60
6 336 o 51-53
5 7920 o 1-50 / 105-123
4 5800 o 1-31/105-123
14 183 o 1-123
1 5972 o, 54-104
5074 a 61-104
2 13 865 o 1-50 / 54-123
3 12 606 o 1-36 / 51-123

Tableau 1. Masses et Séquences des Peptides obtenus a 0,5 minute d’hydrolyse.

Une cartographie de la population peptidique a été établie a partir de ces résultats
(Figure 13), ce qui a permis de localiser la position des coupures effectuées. Les premieres
coupures sont effectuées en Cimina de la Tyrosine36, Tyrosineso, Phénylalanines3, et

1% Puis dans un second temps, la Phe’' et le Trp® sont clivés. La Tyrosine, la

Tryptophane
Phénylalanine et le Tryptophane sont des acides aminés aromatiques que 1’0l chymotrypsine

clive préférentiellement (Keil, 1987).

Polverino de Laureto et al., (2002), ont montré que lorsque I’apo—o Lactalbumine se
retrouve sous la conformation « Molten Globule », une petite région du domaine [3, localisée
entre les résidus 34 et 57, est déstructurée et plus flexible, ce qui rend 1I’oi-Lactalbumine
beaucoup plus accessible a I’enzyme. Ils ont également montré, lors de I’hydrolyse de ’o-
Lactalbumine par la protéinase K ou I’at chymotrypsine, que les premiéres coupures se
faisaient au sein de cette région (Polverino de Laureto ef al., 1999 et 2002). La cartographie
peptidique (Figure 13) montre que la majorité des coupures effectuées est localisée au sein de

cette région destructurée.
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Figure 13. Représentation de la population peptidique a 0,5 minute d’hydrolyse. Les fleches noires représentent les sites de coupure.
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I1.3.3. Analyse de I’hydrolysat de 1 minute

Une fraction peptidique supplémentaire (fraction 9) apparait sur le profil CLHP
(Figure 14). Cette fraction 9 contient le peptide o 32-36, petit peptide de 564 Da (Tableau II).
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I | I I ‘ I
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Figure 14. Profil CLHP de [’hydrolysat chymotrypsique de 1 minute de |’ o~Lactalbumine
menée a 37°C dans du tampon phosphate de sodium 100 mM pH 7,4.

Le tableau II montre que trois autres peptides sont également apparus au sein des
autres fractions. Ces peptides de masse 5778 Da, 12 290 Da, et 11 743 Da ont ¢té identifiés
respectivement dans les fractions 1, 2, et 3, et leurs séquences en acides aminés correspondent

respectivement aux fragments o 54-103, o 1-36 / 54-123, et o 1-31 / 54-123.
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Localisation sur Masse
le profil CLHP (en Da) Feptide
9 564 o 32-36
8 1597 a 37-50
7 2142 a 32-50
914 o 54-60
6 336 o, 51-53
5 7920 o 1-50 /105-123
4 5800 o 1-31/105-123
14 183 o1-123
5972 o 54-104
! 5778 o 54-103
5074 a 61-104
13 865 o 1-50 / 54-123
? 12 290 a 1-36 / 54-123
12 606 o 1-36 /51-123
’ 11 743 o 1-31/54-123

Tableau II. Masses et Séquences des Peptides obtenus a 1 minute d’hydrolyse.

La cartographie peptidique (Figure 15) montre que les coupures effectuées, sont

localisées en Ciominat de la Tyrosine36, Phénylalanine31, et Tyrosinem. Ces coupures

correspondent comme a T0,5” aux coupures primaires de 1I’o. chymotrypsine.

© 2006 Tous droits réservés.
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I1.3.4. Analyse de I’hydrolysat de 2,5 minutes
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Figure 16. Profil CLHP de I’hydrolysat chymotrypsique de 2,5 minutes de |’ a-Lactalbumine
menée a 37°C dans du tampon phosphate de sodium 100 mM pH 7,4.

Le profil CLHP correspondant a I’hydrolysat de 2,5 minutes présenté dans la figure
16, contient une nouvelle fraction peptidique intitulée fraction 10. Dans cette fraction se
trouve un peptide de grande taille, 5820 Da dont la séquence en acides aminés a été identifice
comme le fragment o 1-9 / 10-31 / 105-123 (Tableau III). Ce peptide constitué¢ de trois
fragments peptidiques reliés par deux ponts disulfures Cys’-Cys'*’ et Cys®*-Cys'!!, est le

premier peptide de ce type a avoir été généré au cours de I’hydrolyse.

La cartographie de la population peptidique a 2,5 minutes (Figure 17) montre que le
peptide o 1-9 / 10-31 / 105-123 vient du clivage du peptide o 1-31 / 105-123 au niveau de la

liaison Phe’-Glu'®,
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Localisation sur Masse Peptide
le profil CLHP (en Da)
9 564 o, 32-36
8 1597 a 37-50
7 2142 a 32-50
914 o 54-60
6 336 o, 51-53
10 5820 o 1-9/10-31/105-123
5 7920 o 1-50 / 105-123
4 5800 o 1-31/105-123
14 183 o 1-123
5972 o, 54-104
! 5778 o, 54-103
5074 a 61-104
13 865 o 1-50 / 54-123
? 12 290 o 1-36 / 54-123
12 606 o 1-36 /51-123
: 11 743 o 1-31/54-123

Tableau II1. Masses et Séequences des Peptides obtenus a 2,5 minutes d’hydrolyse.

© 2006 Tous droits réservés.
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I1.3.5. Analyse de I’hydrolysat de S minutes
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Figure 18. Profil CLHP de I’hydrolysat chymotrypsique de 5 minutes de |’ o~Lactalbumine
menée a 37°C dans du tampon phosphate de sodium 100 mM pH 7,4.

Le profil chromatographique (Figure 18) présente une seule fraction supplémentaire,
tandis que le tableau IV montre I’apparition de quatre nouveaux peptides. Cette nouvelle
fraction, répertoriée comme la fraction 11, contient deux peptides de 5984 Da et 4883 Da,
identifiés respectivement comme les fragments o 1-31 / 104-123 et o 61-103. Les deux autres
peptides sont localisés dans les fractions 8 et 5. Celui de la fraction 8 correspond au peptide
o 10-18 de 1121 Da, et celui de la fraction 5 correspond au peptide o 1-9 / 19-31 / 105-123,

de 4717 Da de masse molaire.
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Localisation sur Masse
le profil CLHP (en Da) Peptide
9 564 o, 32-36
1597 a 37-50
’ 1121 o 10-18
7 2142 a 32-50
914 o 54-60
6 336 o 51-53
10 5820 o 1-9/10-31/105-123
7920 o 1-50 / 105-123
> 4717 o 1-9/19-31/105-123
4 5800 o 1-31/105-123
5984 o 1-31/104-123
H 4883 a 61-103
14 183 o 1-123
5972 o, 54-104
! 5778 o, 54-103
5074 a 61-104
13 865 o 1-50 / 54-123
? 12 290 o 1-36 / 54-123
12 606 o 1-36 /51-123
: 11 743 o 1-31/54-123

Tableau IV. Masses et Séquences des Peptides obtenus a 5 minutes d’hydrolyse.

La figure 19 représentant la cartographie peptidique, montre que la coupure de la Tyr'®

au sein du peptide o 1-9 / 10-31 / 105-123, permet la libération des peptides o 10-18 et o 1-9

/19-31/105-123. La seconde coupure est effectuée en Cieimina de la Tyr103 au sein du peptide

o 1-31/54-123, libérant le peptide o 1-31 / 104-123. Quant au peptide a0 61-103, il provient

soit du clivage du peptide 0. 61-104 au niveau de la Tyr'®, soit de la coupure du Trp®® au sein

du peptide o 54-103.

© 2006 Tous droits réservés.
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Figure 19. Représentation de la population peptidique a 5 minutes d’hydrolyse. Les fleches noires représentent les sites de coupure. Les fleches

représentées par des traits discontinus localisent des sites de coupure éventuels.
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I1.3.6. Analyse de I’hydrolysat de 10 minutes
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Figure 20. Profil CLHP de [’hydrolysat chymotrypsique de 10 minutes de |’ o-Lactalbumine
menée a 37°C dans du tampon phosphate de sodium 100 mM pH 7,4.

Le profil CLHP (Figure 20) ne présente pas de fraction supplémentaire, mais il montre
une séparation de la fraction 1 en deux fractions nommées la et 1b. Le tableau V ne présente

pas de nouveaux peptides.

Par contre plusieurs peptides possédant une masse molaire €élevée, ont disparu. Il s’agit
des peptides o 1-50 / 54-123, a0 1-36 / 54-123 localisés dans la fraction 2, des peptides o 1-36
/ 51-123, et ov 1-31 / 54-123 situés dans la fraction 3, et du peptide o 1-50 / 105-123 dans la
fraction 5. Ces peptides étaient présents depuis le début de 1’hydrolyse, ce sont donc des

peptides intermédiaires.
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Localisation sur Masse
le profil CLHP (en Da) Feptide
9 564 o, 32-36
1597 a 37-50
8 1121 o 10-18
7 2142 a 32-50
914 o 54-60
6 336 o 51-53
10 5820 o 1-9/10-31/105-123
5 4717 o 1-9/19-31/105-123
4 5800 o 1-31/105-123
5984 o 1-31/104-123
H 4883 o, 61-103
14 183 o 1-123
1a 5972 o, 54-104
5778 o, 54-103
1b 5074 0. 61-104

Tableau V. Masses et Séquence des Peptides obtenus a 10 minutes d’hydrolyse.

© 2006 Tous droits réservés.
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I1.3.7. Analyse de I’hydrolysat de 15 minutes

Apres 15 minutes d’hydrolyse, une nouvelle fraction peptidique fait son apparition sur

le profil CLHP (Figure 21). Il s’agit de la fraction 12 sur le profil CLHP.
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Figure 21. Profil CLHP de I’hydrolysat chymotrypsique de 15 minutes de |’ a-Lactalbumine
menée a 37°C dans du tampon phosphate de sodium 100 mM pH 7,4.

Le tableau VI montre que deux peptides sont générés en plus de la fraction 12. Ces
deux peptides correspondent aux fragments o 1-9 / 10-31 / 111-123, et  1-9 / 19-31 / 111-

123 situés respectivement dans les fractions 10 et 5.

La fraction 12, contient quant a elle, un peptide de 652 Da, identifi¢ comme étant le
peptide o 105-110. Ce peptide o 105-110 est connu pour ses propriétés inhibitrices de
I’enzyme de conversion de 1’angiotensine I (Pihlanto-Leppéld ef al., 1998). C’est le deuxieme

peptide actif identifié au cours de cette hydrolyse de I’a-Lactalbumine par I’a. chymotrypsine.
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Localisation sur Masse
le profil CLHP (en Da) Pepiide
9 564 o 32-36
12 652 o 105-110
1597 o 37-50
8 1121 o 10-18
7 2142 a 32-50
914 o, 54-60
6 336 o 51-53
5820 o 1-9/10-31/105-123
10 5186 a1-9/10-31/111-123
4717 o 1-9/19-31/105-123
: 4083 a1-9/19-31/111-123
4 5800 o 1-31/105-123
5984 a 1-31/104-123
H 4883 a 61-103
14 183 o 1-123
1a 5972 o 54-104
5778 o 54-103
1b 5074 o 61-104

Tableau VI. Masses et Séquences des Peptides obtenus a 15 minutes d’hydrolyse.

La cartographie peptidique (Figure 22) montre que I’obtention de ces trois peptides

s’effectue par le clivage de la liaison Leu''*-Cys''" au sein des peptides o 1-9 / 10-31 / 105-

123, et a0 1-9 / 19-31 / 105-123. Cette coupure a lieu en Ciermina de la Leu''®. La Leucine fait

partie des acides aminés clivés secondairement par la chymotrypsine (Keil, 1987). La région

54-104 est assez résistante aux coupures de la chymotrypsine. En effet ce fragment ne donne

. s . , y . 60 61
pour I’instant que deux coupures : la premiére est située entre les résidus Trp~ et Cys

générant les peptides o 54-60, o0 61-104 et o 61-103. Tandis que la seconde s’effectue en

Cierminal de 1a Tyr'® permettant la libération des peptides o 54-103, et o 61-103. Cette région

comprend deux ponts disulfures Cys®'-Cys’” et Cys”>-Cys”', et de plus, elle se trouve a la

jonction des domaines o et 3 de la protéine, ce qui limite 1’accessibilité des sites de coupure.

© 2006 Tous droits réservés.

168

http://www.univ-lille1.fr/bustl



"S9AIOSOI S)I0IP SNOJ 900Z ©

691

ISNQ/1Y LBIIII-AIUN" MMM /:d]Y

EIQLTKC EVFRIOELKDLKGYGGZOVSLPEWVCITTSOFHTSGYDTQA4()IVQNNDSTEYSOGLFQINNKIWﬁOCKDDQNPHSS70NICNISCDKFxoLDDDLTDDIM%CVKKILDKVGIOOINYWLAHKAL1 10CFEKLDQWLCl1 20EKL123
4 [ | 123
< I I »
1 31 32 50 51 53 54 [ ] 103 104 123
< I Ll ] L] Ll | » € I >
1 31 32 36 37 50 51 53 54 [ i 1 104 105 123
< | L | L g ] L] L] T T Ll ] | >
1 9 10 31 32 36 37 50 51 53 54 60 | 61 [ 1 104 105 123
< L] I » < L | Ll | L] P < L | I »
1 9 10 31 32 36 37 50 51 53 54 60 [ 61 [ | 103 105 110l 111 123
<« L] I Lzl ] L] » N L] Ll | > <—’ _’

1 9 10 18 19 31 32 36 37 50 51 53 54 60 61 [ 1 103 105 123
— 7 >— t—— P> ¢—> < >« > < >

!

1 9 10 18 19 31 32 36 37 50 51 53 54 60 61 [ 1 103 105110 111 123

T > 4 >

A
\
A
N

Figure 22. Représentation de la population peptidique a 15 minutes d’hydrolyse. Les fleches noires représentent les sites de coupure.
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I1.3.8. Analyse de I’hydrolysat de 30 minutes

L’¢étude du profil CLHP de I’hydrolysat de 30 minutes (Figure 23), montre qu’il n’y a
pas de nouvelles fractions peptidiques. Par contre, parmi ces 11 fractions apparaissent 3

nouveaux peptides (Tableau VII).
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Figure 23. Profil CLHP de [’hydrolysat chymotrypsique de 30 minutes de |’ o-Lactalbumine
menée a 37°C dans du tampon phosphate de sodium 100 mM pH 7,4.

Le premier des trois peptides est situ¢ au sein de la fraction 4. Ce peptide de 4904 Da
de masse molaire, a été identifié comme étant le peptide 1-9 / 19-31 / 104—-123. Le deuxiéme
peptide possédant une masse de 4395 Da, a ét¢ localisé dans la fraction 5, et correspond au
peptide o 1-9 / 19-31 / 108-131. La fraction 12, contient le dernier peptide apparu, il s’agit

d’un peptide de 723 Da, dont la séquence en acides aminés correspond au fragment o 13-18.
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Localisation sur Masse
le profil CLHP (en Da) Peptide
9 564 o 32-36
652 o 105-110
12
723 o 13-18
1597 a 37-50
8 1121 o 10-18
7 2142 a 32-50
914 o 54-60
6 336 o 51-53
5820 o 1-9/10-31/105-123
10 5186 a1-9/10-31/111-123
4717 o 1-9/19-31/105-123
5 4395 o 1-9/19-31/108-123
4083 a1-9/19-31/111-123
5800 o 1-31/105-123
! 4904 o 1-9/19-31/104-123
5984 o 1-31/104-123
H 4883 0, 61-103
14 183 o 1-123
la 5972 o 54-104
5778 o 54-103
1b 5074 0. 61-104

Tableau VII. Masses et Séquences des Peptides obtenus a 30 minutes d’hydrolyse.

La cartographie peptidique (Figure 24) montre que trois coupures ont été effectuées

par la chymotrypsine en Cieming de la Leucinelz, de la Tyrosinelg, et de I’Histidine'”’.

L’Histidine comme la Leucine fait partie des acides aminés que la chymotrypsine coupe

secondairement. La cartographie peptidique montre également que tous les acides aminés

aromatiques n’ont pas été clivés. En effet, jusqu’a présent, aucune coupure n’a été observée

en Ciermina du Trp26, de la PheSO, et du Trp

ponts disulfures, qui empéchent la chymotrypsine d’accéder aux sites de coupure.

© 2006 Tous droits réservés.
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Figure 24. Représentation de la population peptidique a 30 minutes d’hydrolyse. Les fleches noires représentent les sites de coupure.
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I1.3.9. Analyse de I’hydrolysat de 1 H

Aprés 1H d’hydrolyse, la population peptidique évolue, trois fractions peptidiques
supplémentaires sont apparues sur le profil chromatographique de 1’hydrolysat obtenu par

CLHP (Figure 25).

1004
08
0§
g ] 5
e 6 lay,
1 1 10
U.ZU-_ ; 13 gtk
: ; 121 5yg = 44
00—+ - .
e L e
10.00 2000 3000 40.00 50.00 60.00
Minutes

Figure 25. Profil CLHP de [’hydrolysat chymotrypsique de 1H de |’ a-Lactalbumine menée a
37°C dans du tampon phosphate de sodium 100 mM pH 7,4.

L’hydrolysat de 1H constitue un état de transition : d’un c6té, 1I’oi-Lactalbumine
ainsi que les peptides o0 1-31 / 105-123 (Fraction 4) et oo 1-31 / 104-123 (Fraction 11) ont
disparus (Tableau VIII) et des coupures au sein de la région 61-104 sont observées pour la
premicre fois. Tandis que de 1’autre coté, 14 peptides font leur apparition, certains dans des
fractions déja existantes et d’autres au sein des nouvelles fractions. Le tableau VIII montre
¢galement que la fraction la qui contenait I’a-Lactalbumine, se subdivise en sous fractions la

et Ic qui contiennent respectivement les peptides o 54—103 et o 54—-104.

Les fractions 5 et 10, présentent trois nouveaux peptides de 2401 Da, 3834 Da et

1972 Da, dont la séquence en acides aminés correspond respectivement aux fragments o 19-
31/111-118, a 1-9/19-29 / 111-123, et oc 19-31 / 111-115. Au sein des fractions 7 et 8, sont

apparus respectivement les peptides a0 37—45 de 1003 Da, et a 10-15 de 773 Da.
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Localisation sur Masse
le profil CLHP (en Da) Feptide

9 564 o 32-36
652 o 105-110

12
723 o 13-18
1597 a 37-50

8 1121 o 10-18
773 o 10-15
2142 o 32-50

’ 1003 o 37-45
914 o 54-60

6 336 o 51-53
994 a 97-104
1160 a 94-103

15
1584 o 1-9/120-123
1700 o 1-9/119-123
1348 o 94-104

14
2128 a1-9/116-123
5091 0. 61-90 / 91-104

13 3742 o 61-93
3762 a 61-90/91-93
5820 o 1-9/10-31/105-123
5186 a1-9/10-31/111-123

10
1972 o 19-31/111-115
4717 o 1-9/19-31/105-123
4395 o 1-9/19-31/108-123

> 4083 o 1-9/19-31/111-123
2401 o 19-31/111-118

4 4904 o 1-9/19-31/104-123

11 4883 o, 61-103

1a 5778 o 54-103

1c 5972 o 54-104

1b 5074 0 61-104

Tableau VIII. Masses et Séquences des Peptides obtenus a 1H d’hydrolyse.
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Les trois nouvelles fractions nommées 13, 14 et 15 se partagent les 9 peptides restant
qui viennent de faire leur apparition. La fraction 13 contient trois peptides de masse molaire
5091 Da, 3742 Da et 3762 Da. Ces peptides ont pour séquence en acides aminés les fragments
o 61-90 / 91-104, o 61-93, et o 61-90 / 91-93. Dans la fraction 14, ont été identifiés les
peptides a0 94-104, et o 1-9 / 116-123, de 1348 Da et 2128 Da de masse molaire respective.
La derniére fraction, correspondant a la fraction 15, contient quatre peptides. Ceux-ci ont été
identifiés comme les fragments o0 97-104 (994 Da), o 94-103 (1160 Da), o 1-9 / 120-123
(1584 Da), et o 1-9 / 119-123 (1700 Da).

La cartographie peptidique représentée sur la figure 26, montre que 9 coupures
supplémentaires ont ét¢ effectuées a 1H d’hydrolyse. Ces coupures sont localisées en Cierminal
de la Leucinels, la Thréoninezg, 1’Asparagine45, la Méthionine90, la Lysine%, la Leucine%, la
Leucine”s, le Tryptophane“g, et la Leucine''. Les coupures situées en Ciemina de la

19 et de la Leucine’, apparaissent aprés que la chymotrypsine ait clivé la liaison en

Leucine
Cierminal du Tryptophane''® et de la Lysine”. Parmi I’ensemble des acides aminés clivés,
quatre apparaissent purs la premiére fois, il s’agit des coupures effectuées au niveau de la
Thréonine®, I’ Asparagine®, la Méthionine”, et de la Lysine’. L’Asparagine ainsi que la
Meéthionine font partis comme la Leucine et I’Histidine des acides aminés clivés en seconde
position, tandis que la Thréonine est plus rarement coupée. Par contre, une coupure en Cierminal
d’une Lysine ne devait pas étre observée, puisqu’il s’agit d’'une coupure effectuée par la
trypsine. L’ chymotrypsine commercialisée, contient un faible pourcentage de trypsine ce
qui peut expliquer I’apparition de cette coupure. Or celle-ci est également commercialisée

avec un inhibiteur de la trypsine, ces coupures ne devaient donc pas apparaitre pendant

I’hydrolyse.

Un récapitulatif des coupures effectuées par la chymotrypsine est présenté dans le
tableau IX. Celui-ci montre que les coupures primaires sont effectuées en Ciermina des acides
aminés aromatiques (Y, F, et W), puis apparaissent des coupures secondaires avec un ordre de
préférence pour certains acides aminés comme la Leucine. Les coupures atypiques sont

¢galement représentées.

Coupure Acide (s) Aminé (s)
Primaire Y,F, W
Secondaire L, H M,N, T
Atypique K

Tableau IX. .Site de coupure de I’ o chymotrypsine.
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Figure 26. Représentation de la population peptidique a 1H d’hydrolyse. Les fleches noires représentent les coupures primaires et secondaires, et les

fleches rouges les coupures atypiques.
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I1.3.10. Analyse de I’hydrolysat de 2 H
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Figure 27. Profil CLHP de I’hydrolysat chymotrypsique de 2H de I’ o-Lactalbumine menée a
37°C dans du tampon phosphate de sodium 100 mM pH 7,4.

Les fractions 1a et 1c ont disparu du profil CLHP (Figure 27), ce qui entraine la perte
des peptides o 54-103 et a0 54—104 qui ne sont plus observés dans le tableau X. Deux autres
peptides o 1-9 / 10-31 / 105-123 et a0 1-9 / 10-31 / 111-123 présents au sein de la fraction

10 sont également hydrolysés.

L’hydrolysat de 2H génere trois nouveaux peptides de 1219 Da, 3870 Da, et 4903 Da
de masse molaire, correspondent respectivement aux fragments o0 95-104, o0 61-94, et o 61-
90 / 91-103. Le peptide o0 95-104 est situé¢ dans la fraction 14, tandis que les deux autres

peptides sont localisés dans la fraction 13.

La cartographie peptidique (Figure 28) montre que les peptides a0 61-94 et o0 95-104,
sont obtenus par la coupure en Ciermina de la Lysine(’4 au sein du peptide a0 61-104. C’est la
deuxieme fois que la chymotrypsine coupe en Cieminal d’une Lysine. Le peptide a0 61-90 / 91-
103 provient soit de la coupure de la Tyrosine'” au sein du peptide o 61-90 / 91-104, soit de

la coupure de la Méthionine™ située sur le peptide o 61-103, soit des deux peptides.

177

© 2006 Tous droits réservés. http://www.univ-lille1.fr/bustl



Thése de Véronique Dubois-Delval, Lille 1, 2006

Localisation sur Masse
le profil CLHP (en Da) Feptide

9 564 o 32-36
652 0. 105-110

12
723 o 13-18
1597 o, 37-50

8 1121 0. 10-18
773 o 10-15
2142 o 32-50

7 1003 o 37-45
914 o, 54-60

6 336 o, 51-53
994 o 97-104
1160 0. 94-103

15
1584 o 1-9 / 120-123
1700 o 1-9 /119-123
1219 o, 95-104

14 1348 o, 94-104
2128 o 1-9/116-123
5091 0. 61-90 / 91-104
4903 0. 61-90 / 91-103

13 3870 o 61-94
3742 o, 61-93
3762 0. 61-90 / 91-93

10
1972 o 19-31/111-115
4717 o 1-9 /19-31/105-123
4395 o 1-9/19-31/108-123

> 4083 0 1-9/19-31/111-123
2401 o 19-31/111-118

4 4904 0. 1-9/19-31/104-123

11 4883 0. 61-103

1b 5074 o 61-104

Tableau X. Masses et Séquences des Peptides obtenus a 2H d’hydrolyse.
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Figure 28. Représentation de la population peptidique a 2H d’hydrolyse. Les fleches noires représentent les coupures primaires et secondaires,

les fleches rouges les coupures atypiques, et les fleches représentées par des traits discontinus localisent des sites de coupure éventuels.
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I1.3.11. Analyse de ’hydrolysat de 3 H

] | I I | I I | 1 i | 1
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10.00 20.00
Figure 29. Profil CLHP de I’hydrolysat chymotrypsique de 3H de |’ a~Lactalbumine menée a

37°C dans du tampon phosphate de sodium 100 mM pH 7,4.

Le profil CLHP de I’hydrolysat de 3H présente une nouvelle fraction qui a été
nommée fraction 16 (Figure 29). Il montre également la division des fractions 13 et 15, en
fractions 13a, 13b, 15a, et 15b. Le tableau XI montre qu’aucune disparition de peptides n’a
¢té observée par comparaison avec 1’hydrolysat de 2H. Par contre 12 peptides ont fait leur

apparition.

Parmi les 12 nouveaux peptides, six d’entre eux sont localisés au sein de la fraction
14, et possédent une masse molaire de 1107 Da, 844 Da, 3904 Da et 3776 Da. Les peptides de
1107 Da et 844 Da correspondent respectivement aux peptides o 96-104 et oo 19-26. Les
quatre peptides restant, correspondent deux a deux aux masses de 3904 Da et 3776 Da. Ces
peptides ont été identifiés comme les fragments o0 6171 / 72-90 / 91-94, et a0 61-68 / 69—90
/ 91-94 pour la masse de 3904 Da et a0 61-71/72-90/91-93, et o 61-68 / 69—90 / 91-93 en

ce qui concerne la masse de 3776 Da.
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Localisation sur Masse
le profil CLHP (en Da) Pepride
9 564 a 32-36
652 a 105-110
12
723 a13-18
1597 a 37-50
8 1121 a 10-18
773 a 10-15
2142 a 32-50
! 1003 o 37-45
914 a 54-60
0 336 a 51-53
1160 o 94-103
15a
1584 o 1-9 / 120-123
994 o 97-104
15b
1700 o 1-9 /119-123
1219 a 95-104
1348 o 94-104
2128 o 1-9 /116-123
1107 o 96-104
14 844 o 19-26
3904 o 61-71/72-90 / 91-94
3904 o 61-68 / 69-90 / 91-94
3776 a 61-71/72-90 / 91-93
3776 o 61-68 / 69-90 / 91-93
4903 a 61-90 / 91-103
13a 3870 o 61-94
3762 o 61-90 / 91-93
5091 o 61-90 / 91-104
13b 3742 a 61-93
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Localisation sur Masse
Peptide
le profil CLHP (en Da)
1972 o 19-31/111-115
10
2713 o 19-31/108-118
4717 o 1-9/19-31/105-123
4395 o 1-9/19-31/108-123
4083 o 1-9/19-31/111-123
5
2401 o 19-31/111-118
o 19-31/105-114 ou
2490
o 19-31/106-115
16 4921 o 61-68/ 69-90 / 91-103
4 4904 o 1-9/19-31/104-123
11 4883 o 61-103
1b 5074 o 61-104

Tableau XI. Masses et Séequences des Peptides obtenus a 3H d’hydrolyse.

Les fractions 13b, 10, et 5 contiennent respectivement des peptides de 2152 Da, 2713
Da, 2266 Da, et 2490 Da de masse molaire. La séquence de ces peptides a ¢été identifice
comme les fragments o 19-29 / 111-118 (2152 Da), o 19-31 / 108-118 (2713 Da), o 19-29 /
110-118 (2266 Da), et a0 19-31 / 105-114 ou o 19-31 / 106-115 (2490 Da). La fraction 16
contient un peptide de 4921 Da, dont la séquence en acides aminés correspond au fragment

61-68 /69-90/91-103.

La cartographie peptidique présentée dans la figure 30, montre que les coupures par la
chymotrypsine ont été faites en Cierminal de : Trp26, His68, Asn”, Ie” , Lyslog, Leu'? , le Trp”g.
La coupure en Ciemina de la Lysine'™ fait partie des coupures atypiques de 1’enzyme, ainsi
que celle effectuée en Cierminal de I’Isoleucine”. Le peptide a0 19-31 / 105-114 ou a0 19-31 /
106-115 (Fraction 5), provient soit du clivage de la Leucine'®, soit du clivage de la Lysine''*.
Il en est de méme pour le peptide o 19-29 / 111-118 (Fraction 13b). Celui-ci peut provenir du
clivage du peptide o 19-31 / 111-118 en Ciermina de la Thréoninezg, ou de la coupure de la

10

Leucine''"” au sein du peptide o 19-31 / 110-118, ou encore du clivage du peptide o 1-9 / 19-

29/ 111-123 en Ciermina du Tryptophame1 18
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Figure 30. Représentation de la population peptidique a 3H d’hydrolyse. Les fleches noires représentent les coupures primaires et secondaires,

les fleches rouges les coupures atypiques, et les fleches représentées par des traits discontinus localisent des sites de coupure éventuels.
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1 oA s
commencent a étre clivés en

Les peptides possédant le pont disulfure Cys**-Cys''
Crerminal du Trp%, faisant apparaitre le peptide oo 19-26 (Fraction 14). Cependant le reste du
peptide comprenant le pont disulfure n’a pas été retrouvé. Il est donc difficile d’identifier le
peptide précurseur, mais il est possible de donner la séquence en acides aminés de ces
peptides représentés dans le tableau XII. A partir de 3H d’hydrolyse, un ou plusieurs de ces
peptides sont présents, mais par leur faible concentration au sein de 1’hydrolysat, ils n’ont pas

été détectés.

Séquence Masse (Da)
o27-31/108-118 1886
o27-31/111-118 1576
«27-31/111-115 1147
o 27-29/108-118 1640
o27-29/111-118 1328
«27-29/111-115 899

Tableau XII. Séquences des Peptides contenant le pont disulfure Cys**-Cys'!!.

Lors de I’étude de Polverino de Laureto ef al., (1999), I’hydrolyse de 1’apo—at Lac par
I’a chymotrypsine menée a 22°C et avec un rapport E/S de 1/500 (w/w) pendant 3H, a généré
le peptide a 1-31/105-123 de 5800 Da de masse moléculaire. Ce peptide absent de
I’hydrolysat de 3H, n’est présent que jusque 30 minutes d’hydrolyse, ceci montre que
I’hydrolyse de I’a Lactalbumine menée a 37°C avec un rapport E/S de 1/100, est plus rapide

que celle menée par Polverino de Laureto ef al., (1999).
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I1.3.12. Analyse de I’hydrolysat de 12 H

A partir de 12H d’hydrolyse, la population peptidique s’oriente vers des peptides de
petite et moyenne taille (Tableau XIII). Une nouvelle fraction apparait sur le profil

chromatographique (Figure 31), celle-ci est appelée fraction 17.
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Figure 31. Profil CLHP de ['hydrolysat chymotrypsique de 12H de |’ o-Lactalbumine menée
a 37°C dans du tampon phosphate de sodium 100 mM pH 7,4.

Le profil CLHP montre également la disparition de cinq fractions : 11, 1b, 4, 16 et 7.
Les quatre premicres fractions contenaient les derniers peptides de grande taille : o 61-103
(4883 Da), o0 61-104 (5074 Da), o 1-9 / 19-31 / 104-123 (4904 Da), et o 61-68/ 69-90 / 91-
103 (4921 Da). La fraction 7 contenait les peptides o 32—50 (2142 Da) et o 37-45 (1003 Da).
D’autres peptides ont également disparu : les peptides a 1-9 / 19-31 /105-123, o 1-9/ 19-31/
108-123 et a0 1-9 / 19-31 / 111-123 localisés dans la fraction 5, le peptide a 19-31 / 108-118
situ¢ dans la fraction 10, les peptides o 61-90 / 91-104 et o 61-93 dans la fraction 13b, les
peptides a 61-90 / 91-103 et a 61-94 au sein de la fraction 13a, et le peptide a 96-104 dans la

fraction 14. La plupart de ces peptides sont des peptides intermédiaires.
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Localisation sur Masse
le profil CLHP (en Da) Pepride
9 564 o 32-36
417 o 10-12
17
267 o 30-31
652 0. 105-110
12 723 o 13-18
773 o 37-43
1597 o 37-50
1121 0. 10-18
8 773 0 10-15
808 o 97-103
914 . 54-60
6 336 o 51-53
1160 0. 94-103
15a 1584 o 1-9 /120-123
1328 o 4-9 /119-123
994 o 97-104
15b
1700 o 1-9/119-123
1219 o, 95-104
1348 o, 94-104
2128 al1-9/116-123
844 o 19-26
14
3904 o, 61-71/72-90 / 91-94
3904 o 61-68 / 69-90 / 91-94
3776 o 61-71/72-90 / 91-93
3776 o 61-68 / 69-90 / 91-93
3762 o 61-90 / 91-93
13a
1440 o 79-90
13b 2475 o, 69-74 / 86-103
2241 o 61-68 / 75-85
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Localisation sur Masse
Peptide
le profil CLHP (en Da)
10 1972 o 19-31/111-115
2490 o 19-31/105-114 ou
o 19-31/106-115
5 2401 o 19-31/111-118
1663 o 61-68 / 75-80

Tableau XIII. Masses et Séequences des Peptides obtenus a 12H d’hydrolyse.

Onze peptides ont fait leur apparition au sein du tableau XIII. La nouvelle fraction 17
contient deux peptides. Ce sont de petits peptides de 417 Da et 267 Da de masse molaire, dont
la séquence en acides aminés correspond respectivement aux peptides o 10-12 et o 30-31.
Dans les fractions 12 et 8, sont apparus respectivement le peptide a0 37-43 de 773 Da, et le
peptide o 97-103 de 808 Da. Au sein de la fraction 15a, un peptide de 1328 Da de masse
molaire a été détecté puis identifié comme le peptide oo 4-9 / 119-123. Les six peptides
restant ont fait leur apparition au sein des fractions 13a, 13b et 5. Chacune de ces fractions en
contient deux. La fraction 13a contient les peptides o 19-29 / 111-115 et o 79-90, de 1724 Da
et 1440 Da de masse molaire respective. Deux peptides de 2475 Da et 2241 Da sont apparus
dans la fraction 13b, et leur séquence en acides aminés correspond respectivement aux
fragments o 69-74 / 86-103, et a0 61-68 / 75-85. Les deux derniers peptides isolés au sein de
la fraction 5, possédent une masse molaire de 2340 Da et 1663 Da. Apres identification la
séquence de ces peptides correspond respectivement aux fragments o 19-29 / 109-118, et o

61-68 / 75-80.

Le peptide a0 61-68 / 75-80 correspond au peptide antimicrobien LDC identifié par
Pellegrini et al., (1999). Ce peptide a été obtenu au bout de 3H d’hydrolyse, tandis que dans
cette étude, il n’est pas détecté dans I’hydrolysat de 3H. Ceci est di au fait que I’hydrolyse de
la région 61-104 est tres lente et que les sites de coupure pour la chymotrypsine ne sont pas

trés accessibles.
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La figure 32 représentant la cartographie peptidique a 12H d’hydrolyse, montre que les

coupures ont été effectuées en Cimina de: la Leucine3, la Leucinelz, la Thréonine”, la

3 4 8 8

, la Phénylalanine 0, la Leucine® , 1

Glutamine®™, 1’Asparagine’, 1’Acide Aspartique’ a
Tyrosine'”, et la Lysine'®™. C’est la premiére fois que la chymotrypsine coupe aprés une
Glutamine et un Acide Aspartique. La Glutamine fait partic des acides aminés que la
chymotrypsine coupe secondairement tandis que normalement I’Acide Aspartique n’est pas
clivé. Le peptide o 19-29 / 111-115 peut provenir soit du peptide o 19-31 / 111-115 par coupure

de la Thr® en Cierminai, S0it du clivage de la Leu'" au sein du peptide o0 19-29 / 111-118.
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Figure 32. Représentation de la population peptidique a 12H d’hydrolyse. Les fleches noires représentent les coupures primaires et secondaires,

les fleches rouges les coupures atypiques, et les fleches représentées par des traits discontinus localisent des sites de coupure éventuels.
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I1.3.13. Analyse de I’hydrolysat de 24 H
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Figure 33. Profil CLHP de [’hydrolysat chymotrypsique de 24H de |’ o-Lactalbumine menée
a 37°C dans du tampon phosphate de sodium 100 mM pH 7,4.

L’hydrolysat de 24H présente deux nouvelles fractions peptidiques éluées au début du
gradient d’¢élution (Figure 33). Il s’agit des fractions 18 et 19 (Tableau XIV) qui contiennent
respectivement le peptide o 14-18, peptide de 595 Da, et le peptide o 16-18, petit peptide de
367 Da.

Huit autres peptides ont également fait leur apparition au sein de 1’hydrolysat de 24H.
Dans la fraction 17, sont générés les peptides a0 54-57 de 471 Da et o0 61-62 / 75-78 de 684
Da. La masse théorique du peptide o 54-57 est en fait de 486 Da. Or, la fragmentation de
I’ion de masse 471 Da a permis d’identifier ce peptide comme le fragment o 54-57. Le méme
phénoméne a été observé avec le peptide o 54-60 qui apparait au cours de 1’hydrolyse soit
sous la masse de 915 Da, soit sous la masse de 898 Da. Les peptides o 54-60 (Fraction 6) et o
54-57 (Fraction 17) possédent en Nieminas Une Glutamine, qui en milieu acide, peut se cycliser

en acide pyroglutamique en perdant la fonction NH3 de 17 Da (Kouach et al., 1994).

Au sein des fractions 12 et 8b, sont localisés respectivement un peptide de 888 Da et
un de 694 Da, dont les séquences en acides aminés correspondent aux fragments o 37-44 et o
98-103. Deux nouveaux peptides ont été localisés dans la fraction 15a, ces peptides de 1228

Da et 1034 Da de masse molaire, ont été identifiés respectivement comme les fragments
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o 5-9/ 119-123 et a0 95-103. Les deux derniers peptides apparaissant dans cet hydrolysat de

24H sont localisés dans la fraction 13a. Ces peptides ayant pour masse molaire 2813 Da et

1165 Da correspondent respectivement aux fragments o 61-68 / 75-90 et a0 81-90.

© 2006 Tous droits réservés.

Localisation sur Masse
le profil CLHP (en Da) Peptide
19 367 o 16-18
9 564 o 32-36
684 o 61-62 / 75-78
17
417 o 10-12
267 a 30-31
652 a 105-110
723 o 13-18
12
888 o, 37-44
18 595 o 14-18
8a 773 o 10-15
1597 a 37-50
8b 808 o 97-103
694 o 98-103
914 o 54-60
0 336 a 51-53
1160 o 94-103
1034 a 95-103
15a 1228 o 5-9/119-123
1584 o 1-9/120-123
1328 o 4-9/119-123
994 o 97-104
15b
1700 o 1-9/119-123
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Localisation sur Masse
le profil CLHP (en Da) Peptide
1219 o, 95-104
1348 o 94-104
844 o 19-26
14 3904 o 61-71/72-90 / 91-94
3904 o 61-68 / 69-90 / 91-94
3776 a 61-71/72-90 / 91-93
3776 . 61-68 / 69-90 / 91-93
3762 a 61-90 / 91-93
13a 1440 a 79-90
2813 o, 61-68 / 75-90
1165 o 81-90
13b 2475 o, 69-74 / 86-103
2241 o 61-68 / 75-85
10
5

Tableau XIV. Masses et Séquences des Peptides obtenus a 24H d’hydrolyse.

Le Tableau XIV montre également que sept peptides ont disparus a 24H d’hydrolyse.
Ceux-ci correspondent aux peptides o0 19-31 / 111-118, a 19-31 / 105-114 (ou 19-31 / 106-
115), et a 61-68 / 75-80 dans la fraction 5, aux peptides o 1-9 / 19-29 / 111-123 et a0 19-31 /

111-115 localisés au sein de la fraction 10, au peptide o 1-9 / 116-123 dans la fraction 14, et

au peptide o 10-18 au sein de la fraction 8.

La cartographie peptidique (Figure 34) montre que les coupures de la chymotrypsine

sont effectuées en Cierminal de€ : la Thréonine4, la Leucine” , l’Asparagine44, l’Asparagine5 7, la

Lysine®, I’Asparagine’, la Phénylalanine®®, 1’ Acide Aspartique’’, et la Tyrosine'®.

© 2006 Tous droits réservés.
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Figure 34. Représentation de la population peptidique a 24H d’hydrolyse. Les fleches noires représentent les coupures primaires et secondaires, et les
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S fleches rouges représentent les coupures atypiques.
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Un récapitulatif de I’ensemble des coupures effectuées par la chymotrypsine au cours
de cette cinétique d’hydrolyse a été établi (Tableau XV). Celui-ci montre que les coupures
primaires ont bien été effectuées en Cierminal des acides aminés aromatiques (Y, F, et W). Les
coupures secondaires ont été réalisées avec un ordre de préférence pour certains acides
aminés, en particulier pour la Leucine. Les coupures atypiques ont été faites en Cigmina de

trois acides aminés particuliers : la Lysine, I’Acide Aspartique et 1’Isoleucine.

Coupure Acide (s) Aminé (s)
Primaire Y,.F, W
Secondaire LHMNTQ
Atypique K, LD

Tableau XV. .Site de coupure de I’ ot chymotrypsine.

I1.3.14 Répartition et Evolution des peptides

Les figures 35 a 40 présentent une partie des peptides obtenus au cours de la
cinétiques d’hydrolyse de 1’a-Lactalbumine par I’ot chymotrypsine en fonction du temps
d’hydrolyse (chaque couleur représentant un temps d’hydrolyse). Elles montrent également
que les peptides générés se répartissent en plusieurs familles, au sein desquelles plusieurs
chemins coexistent. Le point commun de 1’ensemble des familles obtenues correspond au
peptide o 1-50 / 51-123 (Figure 35), premier peptide intermédiaire obtenu a partir de
I’hydrolyse chymotrypsique de I’ai-Lactalbumine. Neuf familles de peptides peuvent étre

répertoriées.

Le peptide o0 1-50 / 51-123 possede deux sites de coupure pour la chymotrypsine, le
premier est situé entre la liaison Tyr’®-Asp’’ et le deuxiéme entre la liaison Phe’*-Gln™
(Figure 35). Il génére ainsi deux peptides :

- le peptide o0 1-36 / 51-123 qui va étre le point de départ de la famille ol (Figure 35)
- et le peptide o 1-50 / 54—123 qui va étre le point de départ de la famille all (Figure 35).

Cette coupure est plus importante par rapport a la premiére coupure.

Les peptides intermédiaires obtenus a partir du peptide a0 1-36 / 51-123 (o)
Le peptide o0 1-36 / 51-123 va étre clivé en Ciermina de la Phe™ , pour générer le peptide o0 1—
36 / 54123 qui va ensuite générer le peptide o 1-31 / 54—123 par la coupure de la liaison
Phe’'-His*2. Ce dernier va étre clivé en Cierminal de la Tyr103 et va libérer deux peptides : le
peptide o 1-31 / 104—-123 (Figure 35) et le peptide a0 54—103, point de départ de la famille aV
(Figure 38).
197
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Le peptide oo 1-31 / 104—123 va ensuite générer le peptide o 1-9 / 19-31 / 104123 lors de la
coupure de la liaison Tyr'®-Gly'®, ainsi que le peptide o 10-18 qui va constituer le point de

départ de la famille aVIII (Figure 40).

Les peptides intermédiaires obtenus a partir du peptide o 1-50 / 54-123 (all)
Le peptide a0 1-50 / 54-123 va étre clivé en Ciermina du Trp104 pour générer le peptide a0 1-50 /
105-123 (Figure 35) et le peptide o 54-104 qui va également étre le point de départ de la
famille aV (Figure 38). Le peptide a0 1-50 / 105—-123 va ensuite étre clivé en Ciermina de la
Phe’’, ce qui libére le peptide o 32-50 qui va étre le point de départ de la famille VI (Figure
40) et le peptide a 1-31 / 105-123 (Figure 35). Celui-ci va ensuite générer le peptide o 1-9 /
10-31 / 105-123 aprés la coupure de la liaison Phe’-Arg'®.

Les peptides o0 1-9 / 19-31 / 104-123 (al) et o0 1-9 / 10-31 / 105123 (all) sont le
point de départ de la famille oIl (Figure 36).

Les peptides intermédiaires obtenus a partir du peptide o 1-9 / 19-31 / 104—-123 (alII)
Le peptide a0 1-9 / 19-31 / 104-123 va générer deux peptides : le peptide ot 1-9 / 19-31 / 105—
123 par coupure de la Leucine'®” en Crerminal (VOie mineure), et le peptide a0 1-9 / 19-31 / 108—
123 aprés la coupure de I’Histidine'”” (voie majeure). Ce dernier va lui-méme générer les
peptides ot 1-9 / 119-123 et o0 19-31 / 108—118 aprés le clivage de la liaison Trp''®-Leu'"”. Ce
dernier va ensuite étre coupé en Cierminal de la Thréonine® et de la Lysine'® pour donner lieu
au peptide o 19-29 / 109—-118, qui va lui-méme générer le peptide o 19-29 / 110118, par la

coupure de la liaison Ala'”-Leu'"’,

Les peptides intermédiaires obtenus a partir du peptide o 1-9 / 10-31 / 105-123 (olII)
Comme le peptide o 1-9 / 19-31 / 104-123, le peptide o 1-9 / 10-31 / 105-123 va générer
deux peptides : le premier provient de la coupure en Ciermina de la Leucine'' et correspond au
peptide o 1-9 / 10-31 / 111-123 (voie mineure). Le second peptide obtenu correspond au
peptide o 1-9 / 19-31 / 105-123 (voie majeure) lors du clivage de la liaison Tyr'®-Gly". Ce
dernier va lui-méme étre clivé en Ciermina de la Leucine! ' pour générer le peptide o 1-9 / 19-
31/ 111-123 qui va constituer le point de départ de la famille alV (Figure 37). Celui-ci peut
¢galement étre obtenu (voie mineure) a partir du peptide o 1-9 / 19-31 / 108—123 par coupure

de la Leucine'" et du peptide o 1-9 / 10-31 / 111-123 par coupure de la Tyrosine'™.
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Les peptides intermédiaires obtenus a partir du peptide o 1-9 / 19-31 / 111-123 (aIV)

12
0 et

Au sein de cette famille oIV (Figure 37), la séparation des ponts disulfures Cys’-Cys
Cys™-Cys'"est observée. Le peptide o 1-9 / 19-31 / 111-123 va générer simultanément cinq
peptides. Le premier peptide obtenu, correspond au peptide o 1-9 / 19-29 / 111-123 par
coupure de la Thréonine”. La deuxiéme coupure effectuée en Ciermina de la Leucine'" , a
permis de libérer les peptides o 1-9 / 116-123 et o 19-31 / 111-115. Les deux derniers
peptides obtenus, correspondent aux peptides ot 1-9 / 119-123 et o 19-31 / 111-118 lors de la
coupure du Tryptophane''®. Le peptide o 19-31 / 111-118 peut aussi générer le peptide o 19-

115

31/ 111-115 par coupure de la Leu °. De la méme facon, le peptide a0 1-9 / 116123, par

118

clivage de la liaison Trp''®-Leu'"’, peut donner lieu au peptide o0 1-9 / 119-123.

- Les peptides intermédiaires obtenus a partir du peptide ot 1-9 / 119-123 (adV)
Le peptide a0 1-9 / 119-123 va générer d’un co6té le peptide oo 1-9 / 120-123 par coupure de
la Leu'" en Crerminal, €t de autre co6té, par coupure de la liaison Leu3—Thr4, le peptide ot 4-9 /
119-123, qui va lui-méme générer le peptide o 5-9 / 119-123 par coupure de la Thr* en
Crerminal (Figure 37)

- Les peptides intermédiaires obtenus a partir du peptide o 1-9 / 19-29 / 111-123 (adV)

118 119

Le peptide a0 1-9 / 19-29 / 111-123 (Figure 37), par coupure de la liaison Trp "-Leu ", va
libérer le peptide o 1-9 / 119-123 et le peptide a0 19-29 / 111-118. Celui-ci peut également
étre obtenu a partir du peptide o 19-31 / 111118 lors de la coupure de la Thr*’. Ce peptide
o 19-29 / 111-118 va également générer le peptide o 19-29 / 111-115 par coupure de la
15 en Crerminal- 11 peut aussi étre obtenu par clivage de la Thr? au sein du peptide o0 19-31/

111-115.

Leu

Les peptides intermédiaires obtenus a partir des peptides o 54-103 et o 54-104 (V)
La cinquieme famille ooV (Figure 38), commence par la libération des peptides o 54-104 et
o 54-103 a partir des peptides o 1-50 / 54—123 et o 1-31 / 54—123 respectivement. Le peptide
o 54-103 va générer les peptides o 54—60 et o0 61-103 qui va étre le point de départ de la
famille aVI (Figure 39). Quant au peptide o, 54—104, il génére par clivage de la liaison Trp®’-
Cys®, les peptides o 54—60 et o 61-104 qui va également étre le point de départ de la sixiéme
famille (Figure 39). Il peut également donner le peptide o 54103 par coupure de la Tyr'®.
De la méme facon, le peptide a0 61-104, peut générer le peptide o0 61-103 par coupure de la

Tyr103
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Les peptides intermédiaires obtenus a partir des peptides a 61-103 (aVI)
A partir des peptides a0 61-103 et o 61-104, se forme la famille aVI (Figure 39) qui contient
les peptides comprenant les ponts disulfures Cys®'-Cys’’ et Cys”>-Cys”".

- Les peptides intermédiaires obtenus a partir du peptide a 61-103 (aVI)

Le peptide a0 61-103 va générer cinq peptides. Les deux premiers peptides sont obtenus par la
coupure de la Lysine”, et correspondent aux peptides o 61-93 et o, 94103 qui va étre le
point de départ de la famille o IX (Figure 40). Par coupure de la Met™, le peptide o 61-103
va également générer le peptide a0 61-90 / 91-103. Les deux derniers peptides obtenus a partir
du peptide o 61-103, proviennent de la coupure de I'His®®, I’Asn’™, et de la Leu®, et
correspondent aux peptides o 61-68 / 75-85 et a0 69-74 / 86-103 qui correspond a un peptide
final.

- Les peptides intermédiaires obtenus a partir du peptide o0 61-90 / 91-103 (aVI)
Le peptide a0 61-90 / 91-103 sera ensuite clivé en Ciermina de ’His® pour donner le peptide
o 61-68 / 69-90 / 91-103, qui pourra lui-méme générer le peptide o0 61-68 / 69-90 / 91-93 par
la coupure de I’His®.

- Les peptides intermédiaires obtenus a partir du peptide o0 61-68 / 75-85 (aeVI)
Quant au peptide o0 61-68 / 75-85, il va ensuite étre clivé en Ciermina de la Phego, pour générer
le peptide o 61-68 / 75-80 qui correspond au peptide antimicrobien isolé et identifi¢ par
Pellegrini et al., en 1999.

- Les peptides intermédiaires obtenus a partir du peptide o 61-93 (V1)
Le peptide o0 61-93 va étre clivé en Ciermina de la Met™ pour générer le peptide a0 61-90 / 91-
93. Ce dernier peut également étre obtenu a partir du peptide a0 61-90 / 91-103 par coupure en
Crerminal de la Lysine”. Le peptide o 61-90 / 91-93 va ensuite générer deux peptides : d’un
coté le peptide o 6171 / 72-90 / 91-93, par coupure de I’Asn’’, et le peptide o 61-68 / 69-90
/ 91-93 par coupure de ’His®®. Ce dernier va ensuite étre clivé en Ciemina de 1’ Asparagine””
pour donner lieu au peptide o 61-68 / 75-90, qui va ensuite générer le peptide a0 61-62 / 75-
78 par coupure de la Lysine® et de I’Acide Aspartique’®, ce qui permet également de générer

le peptide o 79-90 qui est lui-méme clivé en Phe™ pour donner le peptide o 81-90.
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Les peptides intermédiaires obtenus a partir des peptides o 61-104 (aVI)
Le peptide a0 61-104 va générer cinq peptides (Figure 39). Le premier peptide est obtenu par
la coupure en Cierminal de la Met” et correspond au peptide o0 61-90 / 91-104. La coupure en
Cierminal de 1a Lysine94 du peptide a0 61-104, va libérer les peptides a0 61-94 et o0 95-104 qui
va également étre le point de départ de la famille aIX (Figure 40). Les deux derniers peptides
générés lors de la coupure en Cieming de la Lysine93 au sein du peptide o 61-104,

correspondent aux peptides o0 61-93 et a0 94-104 qui va également étre le point de départ de
la famille aIX (Figure 40).

-Les peptides intermédiaires obtenus a partir du peptide o0 61-90 / 91-104 (atVI)
Le peptide o0 61-90 / 91-104 peut générer d’un coté le peptide o 61-90 / 91-103 par coupure
de la Tyr'®, et de I’autre c6té, le peptide o 61-90 / 91-93 lors de la coupure en Ciermina de la
Lysine”.

- Les peptides intermédiaires obtenus a partir du peptide o 61-94 (V)
Le peptide a0 61-94 va générer deux peptides : le peptide a61-71 / 72-90 / 91-94, par
coupure de I’Asn’" et de la Met™, et le peptide o 61-68 / 69-90 / 91-94 par la coupure de
’His®® et celle de la Met™. Ces deux peptides peuvent par la coupure de la Lysine”, donner

lieu aux peptides a0 61-71 / 72-90 / 91-93, et ot 61-68 / 69-90 / 91-93.

- Les peptides intermédiaires obtenus a partir du peptide o 61-93 (V1)
Les peptides générés a partir du peptide o 61-93, ont été décrits au sein du paragraphe

précedent, concernant les peptides intermédiaires obtenus a partir du peptide o 61-103.

Les peptides intermédiaires obtenus a partir des peptides o 32-50 (aVII)
La septieme famille (aVII) a pour point de départ le peptide o 32—50 (Figure 40). Celui-ci,
par coupure de la Tyr’® en Cierminat, va générer les peptides o 32-36, et o 37—50. Ce dernier va
ensuite étre clivé en Cimina de 1’Asn™, et générer le peptide o 37-45. Celui-ci va lui méme
générer le peptide o 37-44 par coupure de la liaison Asn**-Asn®. Le dernier peptide obtenu
au sein de la famille aVII, provient du clivage du peptide o 37—44 par coupure de la GIn®, et

correspond au peptide o 37—43.
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Les peptides intermédiaires obtenus a partir des peptides o 10-18 (aVIII)
La famille aVIII dérive du peptide o 10-18 (Figure 40). Celui-ci va générer d’un coté le
peptide o 10—15 par coupure de la Leu' en Crerminal, €t de 1’autre coté, par clivage de la liaison
Leulz—Lys13 , les peptides o 10—12, et a0 13—18. Ce dernier va ensuite étre clivé en Cierminal de
la Lys" pour donner le peptide o 14-18, qui va lui-méme générer le peptide o 1618 par

L 15 16
coupure de la liaison Leu “-Lys .

Les peptides intermédiaires obtenus a partir des coupures atypiques de la

chymotrypsine (aIX)
La derni¢re famille obtenue a partir de I’hydrolyse chymotrypsique de 1’a-Lactalbumine,
appelée alX, correspond a des peptides issus des coupures atypiques de la chymotrypsine,
malgré la présence d’un inhibiteur de la trypsine. Ces coupures atypiques ont lieu soit en
Crerminal de la Lysine93, soit en Ciermina de la Lysine94 (Figure 40). Trois peptides sont a
I’origine de cette famille. Le premier peptide provient de la coupure du peptide o 61-103 en
Crerminal de la Lysin693et correspond au peptide a 94—103. Le second peptide o 94—104 est
généré lors de la coupure de la Lysine” au sein du peptide o 61-104. Le dernier peptide est
également obtenu 4 partir de ce peptide o 61-104 par la coupure de la Lysine’, et correspond
au peptide o 95-104. Le peptide a0 94—-104 peut également générer les peptides a0 94103 et

o 95-104 par coupure respective de la Tyr'® et de la Lys™.

- Le peptide intermédiaire obtenu a partir du peptide o 94-103 (adX)
Le peptide a0 94-103 va générer le peptide o 97-103 par coupure de la Leu”® en Ceerminal.

- Les peptides intermédiaires obtenus a partir du peptide o 94-104 (adX)
Le peptide a0 94-104 va étre clivé en Ciermina de la Leu%, et donner le peptide o 97-104. Celui-
ci va générer par coupure de la Tyr'®, le peptide o 97-103, qui va lui-méme donner le peptide

o 98-103 par coupure de la Lys™.

- Les peptides intermédiaires obtenus a partir du peptide o 95-104 (adX)
Le peptide o 95-104 va générer d’un coté le peptide o 95-103 par coupure de la Tyr'® en

Crerminal, €t de ’autre c6té le peptide a0 96-104 par coupure de I’Isoleucine’.
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I1.4. Mise en évidence d’activité antimicrobienne au cours de la cinétique

d’hydrolyse de I’a-Lactalbumine

Apres I’étude de la cinétique d’hydrolyse de I’a-Lactalbumine par I’at chymotrypsine,
et D’identification de la population peptidique, 1’activité antimicrobienne au sein de cette

cinétique a été recherchée.

Pellegrini et al, (1999) ont isolé¢ a partir de I’hydrolyse chymotrypsique de 1’a-
Lactalbumine un peptide présentant une activité antimicrobienne. Ce peptide nommé LDC
correspondant a la séquence 61-68/75-80 (avec un pont disulfure : Cys®'-Cys’’) est surtout
actif contre des bactéries a Gram-positif. Puis en 2006, Biziulevicius ef al., ont montré qu’un
hydrolysat chymotrypsique de I’o-Lactalbumine induisait également la lyse de bactéries a

Gram-positif et a Gram-négatif.

Il parait donc intéressant de rechercher a partir de la cinétique d’hydrolyse de 1’o-
Lactalbumine par I’oc chymotrypsine des activités antimicrobiennes. Pour cela, chaque
hydrolyse de la cinétique a été testée sur des souches bactériennes a Gram-positif et a Gram-

négatif en se servant de la technique en double couche de Parish et al., (2001).

Différentes souches bactériennes ont été utilisées : 5 Gram-positif : Micrococcus
luteus A270, Listeria innocua, Listeria monocytogenes Scott A, Listeria monocytogenes 500,
Staphylococcus aureus, et 6 Gram-négatif : Escherichia coli, Shigella sonnei, Salmonella
enteritidis, Salmonella arizonae, Salmonella typhimurium, Yersinia enterocolitica. En
fonction de la souche bactérienne utilisée, les tests ont été effectués au sein du laboratoire ou a

I’INRA.

L’activité¢ antimicrobienne est détectée par I’apparition de zones d’inhibition de
croissance autour des puits aprés 24 heures d’incubation a 37°C de la souche bactérienne avec

I’hydrolysat a tester.

Aprés évaporation a sec, plusieurs hydrolysats ont été testés sur 1’ensemble des
souches bactériennes. Lors de chaque test, un témoin négatif et un témoin positif ont été
réalisés. Le témoin négatif correspond a du tampon phosphate de sodium 100 mM pH 7,4 et le

témoin positif a de la tétracycline (0,1mg/mL).
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Le tableau XVI montre que I’a-Lactalbumine non hydrolysée (Ty), ne présente pas
d’activité antimicrobienne vis-a-vis des souches testées, tandis que plusieurs hydrolysats de
I’a-Lactalbumine inhibent la croissance de plusieurs souches bactériennes. Aucun des
hydrolysats n’étant actif vis-a-vis de la souche Yersinia enterocolitica, celle-ci a donc été par
la suite retirée des tests. L activité antimicrobienne est trés variable selon la souche testée. Sur
I’ensemble des hydrolysats testés, seulement quatre d’entre eux ne présentent pas d’activité
antimicrobienne, ce sont les hydrolysats de 15 minutes, 4H, SH et 6H. Les hydrolysats de 5 et
10 minutes ne sont actifs que vis-a-vis d’une seule souche bactérienne, Salmonella enteritidis,
tandis que tous les autres hydrolysats sont actifs au minimum sur deux souches bactériennes.
Ce sont les hydrolysats de 2,5 minutes, 30 minutes, 1H, 12H et 24H qui présentent une
activité antimicrobienne vis-a-vis du plus grand nombre de souches bactériennes. Parmi ces
hydrolysats, celui de 30 minutes apparait comme étant le plus actif, en inhibant presque la

totalité des souches bactériennes.

Les hydrolysats présentant une activité antimicrobienne vis-a-vis du plus grand
nombre de souches bactériennes, ont été préparés en grande quantité, afin de tester sur les
souches bactériennes différentes concentrations de ces hydrolysats. Le choix s’est porté sur
les hydrolysats de 2,5 minutes, 30 minutes, 1H, 12H et 24H. Le T servant de témoin négatif a
¢galement été testé. Trois concentrations ont été testées, S mg/mL, 2,5 mg/mL, et 0,5 mg/mL.
Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 38. A 5 mg/mL, tous les hydrolysats testés
sont actifs, méme le Ty. A cette concentration, les souches ne sont pas inhibées par les
peptides, mais par la concentration trop élevée de la protéine qui inhibe leur croissance. A 2,5
mg/mL, le Ty n’est pas actif, par contre les autres hydrolysats inhibent la croissance des
souches bactériennes. Deux hydrolysats parmi les six testés inhibent la totalité des souches
bactériennes, il s’agit des hydrolysats de 30 minutes et de 12H. Quand les tests sont effectués
a une concentration de 0,5 mg/mL, il n’y a pratiquement plus d’inhibition de croissance, sauf
pour deux souches bactériennes, Listeria monocytogenes Scott A, et Listeria monocytogenes
500. Cette dernic¢re est inhibée par les hydrolysats de 2,5 minutes, 30 minutes et 1H, et

Listeria monocytogenes Scott A est inhibée uniquement par 1I’hydrolysat de 30 minutes.
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Souche Hydrolysat
Bactérienne TO T0,5 TI° T2, TS T10 T15° T30 TIH T2H T3H T4H T5H Te6éH TI2H T24H
Micrococcus luteus A270 - - - - - - - + + + + - - - R +
Listeria innocua - - - + - - - ++ + + + - - - b +
Listeria monocytogenes
- - - + - - - ++ - - - - - - + -
Scott A
Listeria monocytogenes
- + + + - - - ++ + - - - - - + -
500
Staphylococcus aureus - - + + - - - ++ - - - - - - + -
Escherichia coli - - - - - - - + - - + - - - + -
Shigella sonnei - + + - - - - ++ - - - - - - - -
Salmonella enteritidis - - - + + + - + + + + - - - + +
Salmonella arizonae - - + + - - - ++ + - - - - - + +
Salmonella typhimurium - - + + - - - ++ + - - - - - + +

Yersinia enterocolitica.

Tableau XVI. Activité antimicrobienne des hydrolysats d’ o-Lactalbumine. Le symbole + représente [’activité antimicrobienne de I’hydrolysat

vis-a-vis de la souche testée, tandis que [’absence d’activité antimicrobienne est représentée par le symbole -.
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Figure 38. Inhibition des souches bactériennes en fonction de la concentration des

hydrolysats I’ o-Lactalbumine. 1 : Smg/mL, 2 : 2,5mg/mL, et 3 : 0,5mg/mL.

Ce sont les hydrolysats de 30 minutes et de 12H qui ont montré une activité
antimicrobienne vis-a-vis de plusieurs souches bactériennes. Pourtant la population peptidique
au sein de ces deux hydrolysats est assez différente. Certains peptides sont présents aux deux
temps d’hydrolyse, ce qui pourrait expliquer leur activité. Mais ces mémes peptides sont
présents a d’autres temps d’hydrolyse qui ne présentent pas d’activité antimicrobienne. Cette
différence d’activité antimicrobienne pourrait s’expliquer par le fait que ce ne soit pas le(s)
méme(s) peptide(s) actif(s) au sein des différents hydrolysats ou soit par I’apparition au sein
de certains hydrolysats (en particulier 4H, 5H, et 6H) de peptides ayant un effet antagoniste a
celui des au(x) peptide(s) antimicrobien(s). L existence de deux groupes de peptides peut étre
¢galement envisagée. D’un coté, a 30 minutes d’hydrolyse, la population peptidique est
constituée en majorité de peptides de grande taille contenant pour la plupart un ou deux
pont(s) disulfure(s). Par contre a 12H d’hydrolyse, la population peptidique est différente, elle
contient beaucoup de peptides de petite et moyenne taille pouvant se structurer plus
facilement au contact des membranes des bactéries. L’hydrolysat de 12H, contient également
le peptide a0 61-68 / 75-80, connu sous le nom LDC, peptide antimicrobien isolé et identifié
par Pellegrini et al., en 1999. L’activité antimicrobienne de cet hydrolysat peut s’expliquer
par la présence de ce peptide, et peut tre par la présence de peptides précurseurs comme le
peptide a0 61-68 / 75-85. 11 semble donc intéressant d’isoler et d’identifier le ou les peptide(s)
antimicrobien(s) présent(s) dans un premier temps au sein des hydrolysats de 30 minutes et de

12H, puis dans un second temps au sein des autres hydrolysats.

Ainsi I’hydrolyse de I’a-Lactalbumine par la chymotrypsine a permis d’obtenir
plusieurs hydrolysats présentant une activité antimicrobienne vis-a-vis de bactéries a Gram-
positif et a Gram-négatif.
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L’étude des différentes cinétiques d’hydrolyse de I’oi-Lactalbumine a permis de
comprendre le mécanisme d’hydrolyse de I’a-Lactalbumine par 1’at chymotrypsine. Selon la
conformation de la protéine, il a été¢ possible d’obtenir soit un mécanisme du type « one by
one », soit un mécanisme du type « semi-zipper ». Ce mécanisme « semi-zipper » a été¢ obtenu
sans ajout de dénaturant comme pour I’hémoglobine. C’est la température d’incubation jouant

le role de dénaturant, qui a permis 1’obtention d’un mécanisme « semi-zipper ».

Dans une seconde partie, la population peptidique apparaissant au cours de la cinétique
de I’a-Lactalbumine a pu étre établie. Cette population est trés variable en taille et en
structure, par la présence des ponts disulfures. L’identification de la population peptidique a
montré également la difficulté a établir une séquence en acides aminés au sein de peptides de
grande taille, et de peptides possédant des ponts disulfures. La réduction des ponts disulfures
s’est révélée nécessaire pour certains peptides, et a permis d’élucider et de comprendre

certains spectres de fragmentation obtenus a partir de ces peptides a 1’état natif.

Enfin, Dactivité¢ antimicrobienne de plusieurs hydrolysats au sein de la cinétique
d’hydrolyse de 1I’ai-Lactalbumine, a pu étre mise en évidence. Certains sont plus actifs que

d’autres, c’est le cas de deux hydrolysats, celui de 30 minutes et celui de 12H.

Les conditions d’hydrolyse mises au point dans cette étude, ont permis 1’obtention de
plusieurs hydrolysats présentant une activité antimicrobienne, mais également de générer des
peptides présentant d’autres activités biologiques telles que immunomodulatrice et inhibitrice

de I’enzyme de conversion de 1’angiotensine 1.
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Une partie des résultats obtenus dans cette étude, a fait I’objet de deux posters :

Dubois-Delval V, Nedjar-Arroume N, Kouach M, Guillochon D, et Briand G.

Identification des peptides issus de I’hydrolyse de I’ Alpha Lactalbumine par la Spectrométrie
de Masse en Tandem.

Poster, I Symposium de Chimie et Biologie Analytique : de la Molécule au Protéome, 22°™

JFSM. Montpellier, Septembre 2005.

Dubois V, Vaccher V, Ticu HL, Kouach M, Nedjar-Arroume N, Guillochon D, et Briand G.
Optimisation du Couplage LC/MS pour I’étude de I’ Alpha Lactalbumine bovine.
Poster, 20°™ JFSM, Spectrométriec de Masse et Analyse Protéomique. Toulouse, Septembre

2003.
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Dans cette étude, deux protéines de structure différente ont été hydrolysées afin de
générer des peptides antimicrobiens. L une des deux, est une protéine modele possédant deux
chaines peptidiques structurées en hélice o : I’hémoglobine bovine. L’autre est constituée
d’une seule chaine peptidique contenant quatre ponts disulfures possédant un domaine
structuré en hélice a et un domaine structuré en feuillet B. Cette protéine va servir de

nouveau modele : I’o-Lactalbumine.

Dans une premicre partie, une hydrolyse pepsique a été menée sur 1’hémoglobine
bovine, ce qui a permis d’obtenir 24 peptides antimicrobiens localisés soit sur la chalne o soit
sur la chaine . Parmi ces 24 peptides antimicrobiens, 5 se sont révélés purs et en quantité
suffisante pour déterminer leurs CMI, leur mode d’action, et I’effet hémolytique ainsi que
certaines de leurs propriétés structurales. Ces peptides ont pour séquence en acides aminés :
les fragments o 107-141, oo 107-136, o 133-141, o 137-141 et B 126-145. L’étude sur
I’amélioration des méthodes de préparation de ces peptides antimicrobiens a montré qu’il était
possible en jouant sur la température d’incubation mais surtout en modifiant le pH du milieu
réactionnel, d’augmenter les quantités de ces peptides. En conditions natives et a pH 3,5 il a
¢été possible d’obtenir I’ensemble de ces peptides dont la majorité était absente a pH 4,5. Le
pH 3,5 a également permis 1’obtention d’un mécanisme « zipper » sans 1’utilisation d’urée. La
mise en place de systéme biphasique eau / butan-2-ol a permis d’extraire sélectivement huit
peptides possédant une activité biologique : un peptide opioide la LVVH-7, et sept peptides
antimicrobiens correspondant aux peptides a 107-133, a 107-136, o 107-141, o 33-46, B
114-145, B 126-145, et B 1-30 (qui permet également de solubiliser I’héme).

A partir de ces résultats, plusieurs orientations vont étre envisagées. Avec les peptides
antimicrobiens purs, il est nécessaire de comprendre leur mécanisme, mais également de
préciser leur structure secondaire. Des études par dichroisme circulaire vont étre réalisées sur
ces peptides afin de déterminer réellement leur structure, ainsi que des études permettant de
comprendre I’interaction de ces peptides avec des liposomes. En ce qui concerne les méthodes
de préparation de ces peptides, en se placant a un pH et une température donnés, il sera
possible de favoriser un ou plusieurs peptides, et des études complémentaires sur les
extractions de ces peptides peuvent étre également menées, pour déterminer les rendements
d’extraction. En ce qui concerne les autres peptides antimicrobiens, de nouvelles étapes de
purification par CLHP seront nécessaires afin d’obtenir chacun de ces peptides en quantité

suffisante pour déterminer leurs CMI, leurs mode d’action, et I’effet hémolytique.
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Dans une seconde partie, la mise au point d’un nouveau modele d’étude a été établie a
partir de I’hydrolyse de I’a-Lactalbumine par I’a chymotrypsine. Afin d’établir ce nouveau
modele permettant de générer des peptides antimicrobiens, différentes cinétiques d’hydrolyse
ont ¢été réalisées. L’étude des différentes cinétiques a montré que le mécanisme d’hydrolyse
de I’a-Lactalbumine par la chymotrypsine dépendait de la conformation de 1’a-Lactalbumine,
de la température d’incubation et du milieu réactionnel. Un mécanisme d’hydrolyse du type
« semi-zipper » a été obtenu lors de I’hydrolyse de I’apoforme de 1’a-Lactalbumine a 37°C
dans le tampon phosphate de sodium 100 mM pH 7.4, permettant I’obtention de peptides de
grande taille. Une cartographie peptidique a été établie au cours de cette cinétique d’hydrolyse
en utilisant différentes techniques de spectrométrie de masse. L’activité antimicrobienne de
I’ensemble de la cinétique a été testée et plusieurs hydrolysats ont montré une activité
antimicrobienne vis-a-vis de plusieurs souches bactériennes. Deux hydrolysats ont été
particuliérement actifs vis-a-vis de plusieurs souches bactériennes : 1’hydrolysat de 30
minutes et celui de 12 heures. L hydrolysat de 30 minutes est surtout constitu¢ de peptides de
grande taille, tandis que I’hydrolysat de 12 heures est constitu¢ de peptides de plus petite
taille, dont le peptide antimicrobien LDC (Pellegrini et al., 1999).

A partir de ces deux hydrolysats, plusieurs étapes de fractionnement et de purification
par CLHP seront nécessaires, afin de déterminer dans un premier temps la ou les fraction(s)
active(s), puis dans un second temps d’isoler le ou les peptide(s) actif(s), et de déterminer leur
CMI, leur mode d’action, et I’effet hémolytique. Une comparaison de la structure et du
mécanisme d’action entre les peptides antimicrobiens issus de 1’hémoglobine et ceux issus de

I’ai-Lactalbumine pourra étre effectuée.
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