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RESUME

L'histamine est une amine biogéne impliquée dans les maladies inflammatoires de
l'intestin telles que la maladie de Crohn et la colite ulcéreuse. L'intolérance a I'histamine
est le résultat d'un déséquilibre entre I'histamine accumulée et sa dégradation. L’amine
oxydase (AO) est une enzyme régulatrice d’histamine qui catalyse la désamination
oxydative de cette amine biogeéne. Afin de traiter les dysfonctionnements liés a
'histamine, un supplément oral de DAO d’origine animale est disponible. L’AO
végétale, ayant une activité enzymatique supérieure a celle de I’AO animale, est une
nouvelle approche proposée pour traiter certaines maladies liées a I’histamine. Puisque
I’AO peut étre un agent antihistaminique naturel administré par voie orale, dans le
projet actuel, I’identification d’une source végétale locale, I’extraction, la purification
et la stabilisation de cette enzyme ont été visées. Plusieurs sources locales de la famille
des légumineuses comme le pois chiche, vert, jaune et tacheté ont été présentées
comme sources locales contenant I’AO. Le pois tacheté, avec une activité enzymatique
de ’AO plus élevée, est présenté en tant que source locale abondante. Les méthodes de
purification de cette enzyme, présentées auparavant, étaient longues, difficiles et avec
un rendement bas. Face a ces inconvénients, le projet actuel présente une nouvelle
méthode d’extraction et de purification a I’aide d’une résine échangeuse de cations
(YMC-BioPro S75) avec un rendement d’environ 45%. Cette méthode est simple,
rapide, rentable et a une capacité élevée pour la purification de grande quantité de I’AO.
Etant donné que 1’enzyme purifiée en solution n’est pas stable et son entreposage est
difficile, deux technologies de séchage: par nébulisation et lyophilisation ont été
évaluées pour obtenir I’AO en forme de poudre. Comme la lyophilisation se déroule a
basse température, la protéine peut conserver son activité environ 72%-76% de son
activité initiale pendant le séchage par lyophilisation. Vu que I’enzyme de I’AO subit
des contraintes causées par la congélation et la déshydratation, des cryoprotecteurs
peuvent étre ajoutés a I’AO en phase solution avant la congélation pour surmonter ces
contraintes et stabiliser lI’enzyme pendant le séchage et I’entreposage. Les
monosaccharides (glucose et fructose), les disaccharides (sucrose et tréhalose), les
polysaccharides (dextran et CMC), PLP ou Agent 1b commercialisée avec tréhalose
sont les cryoprotecteurs utilisés dans ce projet. L’ AO, en présence de tréhalose, sucrose
ou Agent 1b, a maintenu son activit¢ enzymatique plus élevée par rapport a la
lyophilisation sans cryoprotecteurs. L’Agent 1b est présentée en tant que meilleur
cryoprotecteur pour préserver ’activité enzymatique de I’AO pendant la lyophilisation.

Mots clés: Diamine oxydase, Purification, Cryprotecteur, Lyophilisation, Stabilisation
de I’enzyme, Zymographie, Comprimé, Entreposage.



INTRODUCTION

L'histamine joue un réle fondamental dans l'anaphylaxie et est impliquée dans les
réactions allergiques et pseudo-allergiques. L'intolérance a l'histamine pourrait étre
définie comme un déséquilibre entre 1'histamine accumulée et sa dégradation (Raithel
et al., 1999). La maladie inflammatoire de l'intestin causée par un exces d'histamine est
une sorte de trouble qui implique une inflammation chronique du tube digestif comme
la colite ulcéreuse et la maladie de Crohn (Schmid et al, 1990). Des niveaux
d'histamine élevés chez I'humain pourraient étre liés a divers facteurs endogenes ou
exogenes. En cas d'histaminose alimentaire, due a un exces d'histamine exogene, un
nouveau concept a récemment €té proposé - la dégradation de 1'histamine par la diamine

oxydase (DAO) appelée également histaminase (Calinescu ef al., 2012).

Actuellement, la DAO provenant de reins de porcs a €té indiquée comme une enzyme
efficace pour cataboliser 1'histamine et est d¢ja utilisée comme complément alimentaire
dans des allergies alimentaires et des dysfonctionnements entériques. La DAO végétale
a ¢été choisie pour son activité spécifique beaucoup plus élevée (6,750 U/mg de
protéine) que celle de la DAO animale (0,30 U/mg de protéine) (Giivenilir et Deveci,
1996; Pietrangeli et al., 2007). Les enzymes provenant de sources végétales sont aussi
plus acceptées par les affaires réglementaires (Jumarie et al., 2017). L'objectif final est
de présenter un supplément avec la DAO d'origine végétale administrable par voie
orale, compte tenu de son activité spécifique plus €levée. Afin d'avoir une diamine
oxydase stable avec une activité spécifique élevée dans le but de la formulation, il y a
quelques défis. Tout d'abord, pour avoir acces a I'amine oxydase d'origine végétale, la
source locale avec la quantité la plus élevée de la DAO est dans notre intérét. Aprés
sélection de la source locale, une méthode de purification simple et rapide avec un

rendement élevé a été visée. Enfin, 1'enzyme purifiée doit étre stabilisée lors du séchage



’utilisant des cryoprotecteurs. Compte tenu de ces différents aspects, 1’introduction
sera composée de trois chapitres : Dans chapitre I , les différents types d'amine
oxydases et leur classification sont présentés. Les amine oxydases végétales, leurs
caractéristiques et des sources contenant I’AO sont exposées. Etant donné que I'amine
oxydase végétale est extraite des pousses de légumineuses, les conditions optimales de
germination et des méthodes d'extraction et purification appliquées auparavant ainsi
que les avantages et les inconvénients de ces méthodes seront expliqués. Vu que la
stabilisation de l'enzyme produite est un facteur important, dans le chapitre II, les
différentes méthodes de séchage de l'enzyme sont discutées en détail. Les aspects
positifs et négatifs des méthodes de séchage seront expliqués. Dans le but de stabiliser
'enzyme pendant le séchage et entreposage, les différents types de cryoprotecteurs et
leurs mécanismes de fonctionnement sont présentés en détail et les avantages et

inconvénients de certains cryoprotecteurs seront discutés.

Au chapitre III, les maladies causées par I’histamine et les méthodes thérapeutiques
pour réduire les symptomes causés par I'histamine sont discutées. Les
dysfonctionnements liés aux amine oxydases et leurs méthodes thérapeutiques seront

¢galement présentés.



PARTIE I — SECTION THEORIQUE



CHAPITRE I

LES AMINE OXYDASES ET LEURS ROLES BIOLOGIQUES

De nombreuses amines biogeénes possédent un effet pharmacologique, et certaines
d'entre elles sont importantes en tant que précurseurs d'hormones et composantes de
coenzymes (Erdag et al., 2018). Pendant de nombreuses années, il a semblé que des
amine oxydases sont des enzymes qui inactivaient les amines pour protéger
'organisme contre leurs effets toxiques (Blaschko, 1974). Plus tard, il a été largement
reconnu que les amine oxydases jouent un réle dans la régulation de la concentration

intraneuronale d'amines (Messerschmidt, 2010).

En général, les amine oxydases (AOs) ont été détectées dans différents organismes
comme des microorganismes, des plantes et divers mammiféres. Conformément a la
nomenclature internationale des enzymes (IUBMB), les amine oxydases appartiennent
a la classe 1 (oxydoréductases), au sein de laquelle une sous-classe 1.4
(oxydoréductases agissant sur le groupe de donneurs CH-NH») est distinguée,
subdivisée en sous-groupes 1.4.3. (avec l'oxygéne comme accepteur) dans lesquels les
catégories d'amine oxydases sont: EC 1.4.3.4 amine oxydase a FAD et EC 1.4.3.6
amine oxydase a cuivre récemment reclassifiée comme: EC 1.4.3.21 amine oxydase a

cuivre et EC 1.4.3.22 diamine oxydase a cuivre (Moss, 1992).

Les AOs sont des enzymes qui catalysent l'oxydation de plusieurs types d’amines

biogenes, comme l'histamine, la putréscine, la cadavérine et les amines xénobiotiques



(Messerschmidt, 2010). Les xénobiotiques désignent toutes les substances étrangeres
présentes dans un organisme qui ne sont pas produites naturellement et qui pourraient
étre toxiques a des concentrations élevées (Croom, 2012). Les AOs sont aussi
impliquées dans la détoxification de toxines dans les aliments et dans I'environnement
(Chan, 2019). Elles catalysent les réactions de désamination oxydative (figure 1.1),

produisant un aldéhyde, de I'ammoniac et du peroxyde d'hydrogene (Chan, 2019).

H:0 + O, AO red Amine biogéne

NH; + H20; AQO ox Aldéhyde correspondant

Figure 1.1 Désamination oxydative des amines biogenes catalysée par une AO.

Ces enzymes sont essentielles aux voies métaboliques homéostatiques et
xénobiotiques. Les AOs contribuent a réguler les niveaux de monoamines et de
polyamines telles que I’histamine, la putrescine, la spermine et la spermidine
(Agostinelli et al., 2010). Ces amines sont des composantes cellulaires omniprésentes
(Fleming et al., 1998), essentielles a la prolifération, a la différenciation cellulaire
(Pegg, 1998), a l'expression des geénes et a la transduction du signal (Bachrach et al.,
2001). L'accumulation intracellulaire de ces amines peut induire une mort cellulaire
programmeée (ou apoptose) dans divers types de cellules (Tobias et Kahana, 1995). Ces
amines dégradées par les amine oxydases, qui sont classées dans les monoamine

oxydases, les diamineoxidases et les polyamineoxidases (Agostinelli et al., 2010).

1.1 Classification des amine oxydases

Selon la nature du cofacteur, les amine oxydases sont classifiées en deux groupes

principaux (figure 1.2); les amine oxydases a cuivre (CuAO, EC 1.4.3.6) et les amine



oxydases dépendantes de la flavine adénine dinucléotide (FAD-AO, EC 1.4.3.4)
(Corpillo et al., 2003; Cui et al., 2013). Ces enzymes sont différentes les unes des autres
en termes de spécificité du substrat, de mécanisme catalytique, de localisation

subcellulaire et de leur structure moléculaire.

Amine oxydase (AO)
Amine oxydase a FAD Amine oxydase a cuivre
Polyamine oxydase Diamine oxydase Lysyl Oxydase
Monoamine oxydase Amine oxydase sérique

Figure 1.2 Classification des amine oxydases; d'apres (Agostinelli ef al., 2010)

1.1.1 Amine oxydase a FAD

Les amine oxydases a FAD oxydent une variété de substrats aminés, y compris des
monoamines et des polyamines. Selon la spécificité du substrat, les amine oxydases a
FAD (EC 1.4.3.4) sont subdivisées en monoamine oxydase (MAO-A, MAO-B) et
polyamine oxydase (PAO). Ces enzymes ont des structures globales similaires avec
des domaines de liaison au FAD presque identiques, mais contiennent des sites de
liaison au substrat variés (Gaweska et Fitzpatrick, 2011). Les sites actifs de MAO sont
hydrophobes, entourés par des résidus aromatiques et aliphatiques (Binda et al., 2002).

Ces MAO-A et MAO-B se trouvent dans les cellules de la plupart des especes de



mammifere, mais les PAOs sont principalement dans les plantes (Agostinelli ef al.,

2010).

Figure 1.3 MAO-B (chez I’humain) (A), PAO (mais) (B); choisies de la banque de
données de protéines (10JA et 2UXN). Les domaines de liaison au FAD sont en bleu
et les domaines de liaison au substrat en rouge; les analogues de substrat ou inhibiteurs
en vert, les cofacteurs de flavine en jaune et I'hélice a de liaison a la membrane C-
terminale de MAO B est en orange; d'apres (Binda et al., 2002; Gaweska et Fitzpatrick,
2011).

1.1.1.1 Monoamine oxydases

La monoamine oxydase (MAO) se présente dans les cellules de la plupart des tissus
des mammiferes, bien qu'elle soit absente des érythrocytes (Tipton, 1986). Les MAO
A et B (figure 1.3) sont des protéines membranaires mitochondriales externes,
distribuées dans tout le corps. Ces enzymes mitochondriales sont principalement
impliquées dans le métabolisme des amines biogénes des neurotransmetteurs,
xénobiotiques et aryl-alkylamines exogénes (Agostinelli ez al., 2010; Bortolato et Shih,
2011). Elles sont intégrées dans une structure phospholipidique qui préserve I’activité
enzymatique (Greenawalt et Schnaitman, 1970; Kinemuchi et al., 1985). Chez
I'humain, deux isoenzymes de MAO ont été identifiées, codées par deux genes situés
sur le chromosome X: MAO-A et MAO-B (Bortolato et Shih, 2011) et sont classifiées
sur la base de leur inhibition sélective respectivement par la clorgyline et la sélégiline

(Agostinelli et al., 2010; Binda et al., 2007).



Au point de vue structural, les deux formes de MAO sont des glycoprotéines
composées de deux sous-unités de poids moléculaire similaire. Les deux isoenzymes
contiennent 70% d’acides aminés identiques avec un FAD qui est li¢é de manicre
covalente a un groupe de cystéine de I'enzyme (Gaweska et Fitzpatrick, 2011). Cette
liaison semble toutefois instable en présence de fortes concentrations de composés
sulfhydriles qui provoquent la libération de la flavine (Gaweska et Fitzpatrick, 2011;

Tipton, 1986).

Les deux MAOs, en tant que flavoprotéines oxydases, catalysent l'oxydation de la
monoamine (amine primaire, secondaire et tertiaire) via deux demi- réactions : dans la
premiere réaction qui est la demi-réaction réductrice, le cofacteur de flavine est réduit
lorsqu'il accepte un équivalent hydrogeéne du substrat, tandis que dans I'étape
d'oxydation, la flavine réduite est réoxydée par I'oxygeéne moléculaire (figure 1.4). La
premicre étape de I’oxydation des amines est la déshydrogénation de la liaison carbone-
azote pour former un imine. Dans cette étape, FAD est réduit. Ensuite, 1’aldé¢hyde
correspondant et 'ammoniac sont produits par I’hydrolyse d’imine et FAD réduit est

réoxydée par 1’oxygéne moléculaire (Tipton, 1986).

EFAD, +S T E.FAD,-S — E.FAD o Imine

0,
Imine
Hydrolyse l E.FADox-Imine

H20,

Aldéhyde + NH;

Figure 1.4 Mécanisme de déamination des amines (S) par amine oxydase a FAD;
d'apres (Gaweska et Fitzpatrick, 2011; Scrutton, 2004).



Des ¢études cinétiques indirectes et directes suggerent que cette hydrolyse a lieu a la
surface de l'enzyme sans que I'imine soit libérée. Des études sur les effets du pH et sur
’activité de I’enzyme ont montré que c’est la forme non-protonée de I’amine qui agit

en tant que substrat (Gaweska et Fitzpatrick, 2011; Tipton, 1986).

Les substrats endogeénes de la MAO sont des neurotransmetteurs, tels que la sérotonine,
la dopamine, la noradrénaline et I'épinéphrine (Blows, 2000). Le rdle de la MAO dans
I'homéostasic de ces amines est essentiel pour moduler la régulation
neuroendocrinienne du systéme nerveux central et de nombreux organes périphériques
(Bortolato et Shih, 2011). Des études ultérieures ont montré que la MAO-A avait une
trés grande affinité pour la sérotonine (120 fois supérieure a celle de la MAO-B) et peu
d’affinité pour la noradrénaline; en revanche, la MAO-B a une affinité ¢levée pour la
2-phényléthylamine et la benzylamine (tableau 1.1). La dégradation de la dopamine,
de la tryptamine et de la tyramine est médiée par les deux MAO (Bortolato et Shih,

2011).

Tableau 1.1 Classification et caractéristiques des amine oxydases a FAD; d'aprés
(Agostinelli et al., 2010)

Classification | Cofacteur | Distribution tissulaire Spécificité du substrat
Tous les tissus (membrane | Noradrénaline
MAO-A mitochondriale externe Serotor}lne
Tyramine
Neurones Tryptamine
catécholaminergiques
(MAO-A)
Amine Dopamine
oxydase Neurones et Benzylamine
(FAD-AO) MAO-B FAD cellules gliales Phényléthylamine
(MAO-B) Tyramine Tryptamine
N!Acetylspermine
PAO Tous les tissus N!,N"2diacetylspermine
(cytoplasme) N!Acetylspermidine
Spermine




1.1.1.2 Polyamine oxydase

Les polyamines se trouvent dans tous les organismes vivants,

10

y compris les bactéries,

les plantes et les animaux. La putrescine, la spermine et la spermidine jouent un role

\

crucial dans la gestion du stress et participent a divers processus cellulaires

fondamentaux, notamment la transcription, la modification de 'ARN, la synthése des

protéines et la modulation de 'activité enzymatique (Kusano ef al., 2008).

Les polyamine oxydases (PAOs) sont des enzymes cytosoliques dans des vésicules

sphériques qui sont séparées avec une membrane du contenu du cytosol (Agostinelli et

al., 2010; Benedetti, 2011).
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Figure 1.5 Biosynthése et rétroconversion des polyamines;

2018).

d'apreés (Handa et al.,
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Les PAOs a FAD fonctionnent au niveau de 1'amine secondaire des polyamines. La
spermidine et la spermine sont des substrats spécifiques pour PAOs (Cui et al., 2013).
Les polyamines dans les cellules sont régulées par I’activité enzymatique de la diamine

oxydase (DAO) et des polyamine oxydases (PAOs).

L'activité de la PAO est la plus élevée dans le foie, suivie par les testicules, les reins et
la rate, alors que les activités dans l'intestin gréle, le cceur, le cerveau et les poumons
ne semblent pas étre particulierement élevées. Chez I'humain, ces enzymes ne sont
généralement pas détectables dans le sang. Cependant, des niveaux significatifs
peuvent étre trouvés au cours de I’infection, dans le ‘‘sérum durant la grossesse’” et le

sérum rétro placentaire (Benedetti, 2011).

1.1.2 Amine oxydase a cuivre

Chez les bactéries, les amine oxydases a cuivre (CuAQ) utilisent divers substrats de
type amines biogenes (Elovaara et al., 2015; Zeng et Spiro, 2013). Chez les animaux,
les CuAOs sont liées a la détoxification et la régulation des amines biogéniques. Chez
les plantes, les amine oxydases libérent du H2O; dans la paroi cellulaire lors de la
croissance et de la différenciation cellulaires (Tisi et al., 2008). Malgré ces différences
fonctionnelles, les CuAOs de toutes les sources connues sont des homodimeres, les
sous-unités ayant des poids moléculaires de 70 a 95 kDa et une chimie
fondamentalement identique. Les structures tertiaires des CuAOs obtenues de toutes
les sources sont tres similaires. La structure de ’amine oxydase a cuivre de Escherichia
coli (ECAO) est représentative de toutes les structures connues de CuAO (figure 1.6
(a)). La structure de la CuAO native montre que chaque site actif est constitu¢ de Cu
(IT) coordinné en pyramide carrée déformée par trois ligands N des histidines en
positions équatoriales et par un ligand de 1’eau axial (Wa). Il y a aussi un ligand labile
d’eau équatoriale (We). La topaquinone (TPQ), Reduction/Oxidation cofacteur, est
proche de I’ion de cuivre, mais n'est pas directement coordinnée a 1'ion de cuivre. La

position O2 du cofacteur est li¢ée a8 Wa par une liaison d'hydrogeéne, tandis que I'atome
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d'O4 (figurel.6 (b)) est lié¢ a I'hydroxyle d'un résidu de tyrosine. La position O5 de TPQ
pointe vers la poche dans laquelle le substrat aminogene est situé (Messerschmidt,
2010).

(a) TPO(Y382) f

oo (b) o5 "7
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Figure 1.6 (a) Structure tridimensionnelle de I'homodimére d'amine oxydase a cuivre
de Escherichia coli (ECAO) (code PDB: 1DYU). Un monomeére est coloré en rouge.
L'autre monomere est coloré par domaines (D1 bleu; D2 vert lime; D3 vert; D4 cyan).
Les ions de cuivre sont représentés par des sphéres jaunes; (b) Coordination du cuivre
sur le site actif de CuAOQ; d'apres (Messerschmidt, 2010).

Selon la figure 1.6, le domaine C-terminal se plie en un grand -sandwich composé de
feuillets B. Ce domaine constitue une grande partie de l'interface du dimére. De plus,
le site actif de chaque monomere est également situé¢ dans ce domaine. Les ligands de
l'ion cuivre et la séquence qui inclut le résidu de tyrosine modifié sont tous placés dans

ce domaine.

1.1.2.1 La fonction de I’ion de cuivre dans P’activité catalytique de la CuAO.

Les AOs a cuivre contiennent des centres de cuivre qui peuvent servir comme un centre
de transfert d'électrons. Les enzymes a cuivre utilisent I’oxygéne comme substrat, parce
que les ions de cuivre interviennent directement dans l'activation du dioxygene et sont
aussi responsables de la formation du cofacteur interne. Dans le site actif de cuivre, l'un
des sites de coordination du cuivre est vide pour la liaison de I’oxygeéne. Au cours de
la catalyse, les amines pénétrent dans le site actif via un canal de substrat qui peut jouer

un role clé dans la définition de la spécificité du substrat pour différentes CuAOs. Les
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amines lient au site actif et réduisent le TPQ, puis I'oxygéne moléculaire est réduit par
TPQ (appelée demi-réaction oxydative) qui produit le peroxyde d’hydrogéne
(Messerschmidt, 2010). Les équations suivantes représentent le mécanisme de réaction.

La réaction réductive (2) et oxydative (3).

Eox + R—CH,;NH;" — E_, —NH;" + R—CHO (1)

Ercd _NH3+ + OZ + HZO — on _'_ NH4+ + H202 (2)

En général, les amine oxydases a cuivre sont divisées en deux sous-groupes (tableau
1.2): diamine oxydase (DAO) et amine oxydase sérique (SAO) (Agostinelli et al.,
2010).

Tableau 1.2 Classification des amine oxydases a cuivre; d'apreés (Agostinelli ef al.,
2010). Ces amine oxydase se trouve dans le sérum et les tissus.

Classification | Cofacteur Distribution tissulaire Spécificité du Inhibiteur

substrat

Tissus 1,3-
Propanediamine

(Cytoplasme, fraction Putrescine

microsomale) Cadavérine

DAO Histamine

Placenta humain Spermidine
Spermine Aminoguanidine

Tissus foetaux, Processus Hydrazines

Cu, TPQ | néoplasiques Hydrazides
Chélateurs du
cuivre

Sérum, Liquides biologiques | Benzylamine
Spermine

Membranes plasmatiques Spermidine,

SAO . .

Aminoacétone

(Adipocytes, Placenta, Reins, | Méthylamine

Foie)
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1.1.2.2 Amine oxydase sérique (SAO)

La SAO est une enzyme présente dans le plasma sanguin. Cette amine oxydase sérique
(EC 1.4.3.21) catalyse l'oxydation de monoamines et est spécifique vers les substrats
benzylamine, spermine, spermidine, aminoacétone, méthylamine. Elle est distribuée
dans les fluides biologiques et membranes plasmiques ex. : adipocytes, placenta, reins,
foie, rate (Agostinelli ef al., 2010). Chez les mammiferes, le plasma sanguin contient
des quantités variables, mais individuellement relativement constantes de la SAO. La
génese des SAO dans différents organes est controlée par quatre genes AOC porcins:
AOCI1 pour codagse de la diamine oxydase (DAO), I’AOC2 pour codage de I’amine
oxydase spécifique de la rétine (RAO), AOC3 pour encoder la protéine d’adhérence
vasculaire (VAP-1), et AOC4 un homologue de la VAP-1 qui s'exprime principalement
dans le foie. Tous les mammiféres possédant un géne fonctionnel d'AOC4 présentent
une activité plasmatique élevée de I’AO, mais les humains manquent le gene AOC4

fonctionnel (Schwelberger, 2007).

1.1.2.3 Diamine oxydase (DAQO)

La DAO est une amine oxydase a cuivre (EC 1.4.3.22) qui est spécifique envers les
substrats 1,3-propane diamine, putrescine, cadavérine, agmatine, histamine,
spermidine et spermine (Agostinelli e al., 2010). La DAO est la principale enzyme
responsable du métabolisme de I'histamine ingérée et est impliquée dans l'intolérance
a l'histamine (Maintz et Novak, 2007).

La DAO, le produit du géne AOCI, est généralement stockée a l'intérieur des cellules,
libérée uniquement lors d'une stimulation et rapidement éliminée de la circulation aprés
sa libération (Schwelberger, 2007). Ainsi, la DAO n'est normalement pas présente dans
le plasma et, contrairement a la SAO, elle préfére les diamines et non les monoamines
comme substrats. La DAO (histaminase, amine oxydase rénale) est une glycoprotéine
homodimere (Kirschner et al., 2014) avec la masse moléculaire apparente de 186 kDa.

L'activité enzymatique de la DAO peut étre inhibée par I'amiloride et certains de ses
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dérivés tels que I'aminoguanidine (Bieganski et al., 1982). La DAO est principalement
exprimée dans les tissus (cytoplasme, fraction microsomale): au niveau de la
muqueuse intestinale, des reins (Schwelberger et Bodner, 1998), des feetaux, du
placenta (Morel et al., 1992), du thymus, des poumons avec des niveaux plus faibles
dans le cerveau et les vésicules séminales (Finney et al., 2014). Elle est exprimée
principalement dans les cellules épithéliales des reins et de l'intestin, stockée dans des
vésicules situées au niveau de la membrane plasmique basolatérale. La DAO est libérée
localement et juste une seule fraction mineure de la DAO libérée apparaitra dans la
circulation périphérique ou elle disparaitra avec une demi-vie d'environ une heure
(Schwelberger, 2007). Pendant une grossesse en bonne santé, la DAO est fortement
exprimée dans le placenta (1000 fois plus élevée que dans les autres organes) et une
faible activité de la DAO a été liée a des grossesses a haut risque (Maintz et al., 2008).
Une étude récente sur des souris a indiqué que la DAO joue un rdle essentiel dans
I'homéostasie des taux d'histamine et de putrescine, ce qui est essentiel pour la
décidualisation (le remodelage de I'endometre en vue de I'implantation d'un embryon)
et l'implantation d'embryon lui-méme (Liang et al., 2010). Dans cette étude,
l'expression de la DAO s'est avérée étre sous le contrdle des cestrogenes via la protéine

de liaison CCAAT / amplificateur.

1.2 Amine oxydase végétale

Chez les plantes, les polyamines telles que la putrescine, la cadavérine, la spermidine
et la spermine sont impliquées dans plusieurs processus physiologiques, tels que la
prolifération cellulaire, la différenciation et le systeme de défense immunitaire. Les
polyamines sont oxydés par deux classes hétérogeénes d'enzymes, les amine oxydases
a cuivre (CuAO) et les polyamine oxydases a FAD, PAOs (Tavladoraki et al., 2016).
Les CuAO et les PAOs contribuent a plusieurs processus physiologiques par le controle
de l'homéostasie des polyamines en tant que sources de produits de réaction

biologiquement actifs (Igarashi et Kashiwagi, 2010). Les CuAOs et les PAOs ont été
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retrouvées a un niveau ¢élevé dans la paroi cellulaire de plusieurs especes appartenant

aux familles de Fabaceaes et de Poaceaes (Tavladoraki et al., 2016).

Dans les plantes, les amine oxydases sont des glycoprotéines contenant de 3 a 15% de
glucides (Rossiet al., 1992) et la DAO est la protéine soluble la plus abondante détectée
dans les fluides extracellulaires de Fabaceaes, en particulier de plantules de pois
(Pisum sativum), de lentilles (Lens culinaris), de pois chiches (Cicer arietinum) et chez
Latirus sativus, ou cette enzyme est présente a des concentrations élevées, jusqu'a 4%
de la teneur totale en protéines (Medda et al., 1995; Vianello et al., 1993). La DAO de
plantes (histaminase) différent des enzymes des mammiféres et procaryotes par un
certain nombre de caractéristiques particulieres, principalement une affinité de liaison
¢levée pour l'histamine et une stabilité ¢levée. De plus, cette enzyme peut étre isolée a
un degré de pureté élevé en deux étapes chromatographiques simples et peu cotteuses

(Mondovi et al., 2013).

Un brevet international (n® PCT/EP2001/013770) a été déposé pour un médicament a
base d'histaminase d'origine végétale destiné au traitement de maladies a médiation par
I'histamine, telles que l'anaphylaxie, 1'asthme allergique, I'urticaire, la rhinite et la
conjonctivite (Mondovi et al., 2013). Malgré le potentiel pharmacologique prometteur
des DAO de plantes, leur utilisation thérapeutique est limitée par leur immunogénicité

et leur courte demi-vie dans le sang (Masini ef al., 2007).

Les pousses de pois (Pisum sativum ) sont la source la plus active de DAO (Smith,
1985), qui se trouvent principalement dans 1'épicotyle, étant absentes de la graine
(Smith, 1985). La DAO des pousses de pois est la plus active avec la putrescine et la
cadavérine comme substrats (Smith, 1985). L'enzyme est présente en plus grande
concentration pendant la premiere semaine de croissance. Chez les plantes, 1’AO
catalyse l'oxydation des amines et produit du NH3 et du H>O; (Federico et al, 1986).
Le peroxyde d'hydrogéne produit est une molécule de signalisation importante dans les

différents processus physiologiques, y compris la maturation de la paroi cellulaire et la
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lignification pendant la croissance, ainsi que la cicatrisation et le renforcement de la
paroi cellulaire lors de l'invasion de pathogenes. (Wimalasekera et al., 2011, Cona et
al., 2006). De plus, il est connu que le catabolisme des amines influence la réponse au
stress des plantes lors d'une exposition au cadmium ou a un exces de sel (Campestre et

al., 2011).

L'une des amine oxydases trouvées dans la plante est la polyamine oxydase, une
oxydase spécifique des polyamines qui n'a aucun effet sur les diamines. Contrairement
a la DAO qui se trouve généralement dans les légumineuses (Fabaceaes), la PAO est
présente dans toutes les graminées (Poaceaes) . Cette enzyme oxyde la spermidine et

la spermine et se trouve dans la paroi cellulaire de la plante (Smith, 1985).

1.2.1 Les propriétés de CuAQO végétale

La structure moléculaire

La structure cristalline de ’amine oxydase de plante montre que I'enzyme est un dimére
de sous-unités indépendantes mais chimiquement identiques. Les dimensions
moléculaires sont approximativement les mémes que celles de CuAO de E. coli
(ECAO). Le domaine N-terminal supplémentaire de I'ECAO, D1, est absent du géne
de I’AO de plante (figure 1.7 (a)) (Kumar et al., 1996).

Le site actif

Le site actif de I’AO végétale a plusieurs propriétés notables. Il est caché et I'accés au
substrat semble nécessiter un réarrangement substantiel du polypeptide. Il semble que
le cofacteur organique soit trés flexible pourrait faire ce réarrangement. Dans le site
actif, 'atome de Cu (II) et le cofacteur organique sont proches mais non liés. Le site
actif de chaque sous-unité est situé¢ vers un bord du domaine B-sandwich. L'atome de

Cu est coordinné par les groupes imidazole de trois résidus d'histidine et par deux
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molécules d'eau (figure 1.7 (b)), La géométrie de coordination est décrite comme

approximativement pyramidale carrée (Kumar et al., 1996).

(b)

Figure 1.7 Structure tridimensionnelle de I’AO des pousses de pois (Pisum sativum)
(a) et le site actif de I’AO végétale (b), montrant I'atome de Cu (sphere bleue), les deux
molécules d'eau coordonnées (spheres magenta), les résidus de liaison au Cu (His442,
His444 et His603), le cofacteur (TPQ387), et d'autres résidus de sites actifs. Les
liaisons hydrogéne sont représentées par des lignes pointillées rouges; d'aprés (Kumar
et al., 1996).

La steechiométrie des cofacteurs métalliques et TPQ

La masse molaire de I’ AO obtenue a partir des pousses de pois (Pisum sativum) est 150
+ 6 kDa. De plus, dans chaque subunité, la steechiométrie des cofacteurs métalliques et

organiques topaquinone et la protéine est 1: 1: 1 (McCuirl et al., 1994).

Le point isoélectrique

Le point isoélectrique de 1I’AO obtenue des pousses de pois déterminé sur le systéme
Phast, dans une solution d’ampholyte (de Pharmacia) est 7,4. Cette valeur est
supérieure a celle d’autres amine oxydases, qui ont tendance a étre acides et dont les

points isoélectriques sont compris entre 4 et 6 (Cogoni ef al., 1990).
La spécifité pour les substrats

L’amine oxydase obtenue des pousses de pois a une activité spécifique relative envers
les substrats suivants; le 1,4-diaminobutane (putrescine): 86%, le 1,5-

diaminopentane (Cadavérine): 100%, le 1,6-diaminohexane : 42%, I'histamine : 9.8%
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et le 1,3 diaminopropane : 8%. Les pourcentages sont présentés par rapport au 1,5-

diaminopentane (Kivirand et Rinken, 2007).

1.2.2 Condition optimale de germination

Les pousses de pois doivent étre germées dans des conditions optimales pour atteindre
la quantité maximale de 1I’AO. L'activité spécifique d'enzyme augmente régulicrement
avec l'augmentation de la masse de cotylédon au cours de la premiere semaine. Elle
atteindrait son maximum le huitiéme jour a 25 °C et commencerait alors a chuter. En
fait, ’activité totale et spécifique de I’AO obtenue des pousses de pois augmente avec
la longueur du cotylédon, mais la teneur en protéines diminuerait linéairement avec la
croissance du cotylédon (Vianello ef al., 1999). La condition optimale est la
germination des pousses dans l'obscurité a la température ambiante et le temps optimal
est entre 3 a 16 jours de germination (Federico et Angelini, 1988; Kivirand et Rinken,

2007; Luhova et al., 2003)
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Figure 1.8 Activité spécifique de I’AO a partir des pousses des pois verts pendant la
germination; d'apres (Kivirand et Rinken, 2007).
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1.2.3 Les méthodes de purification de I'AO a partir des sources végétales

Différentes méthodes de purification de OA a partir des sources végétales variées ont

¢été rapportées.

En 1952, Kenten et Manne (Kenten et Mann, 1952) ont utilis¢é une méthode
d’extraction et de purification partielle. Dans cette méthode, I'amine oxydase a été
extraite par lI'eau a partir des pousses de pois. Apres précipitation avec le sulfate
d’ammonium, dialyse contre de I'eau distillée et centrifugation, le résidu a été traité
avec de l'acétone. Le précipité a été centrifugé et séché. L’activité faible de ’enzyme

isolée et la procédure longue sont les inconvénients de cette méthode.

Ensuite, Mann en 1955 (Mann, 1955) a appliqué une méthode de purification de I’AO
végétale dans laquelle I’extrait brut a ét¢ mélangé avec de I'éthanol et du chloroforme
et il a été centrifugé. Le surnageant jaune a été versé et le reste a été traité avec du
(NH4)2S0s. Le précipité a été dissout dans le tampon et dialysé contre de l'eau. La
suspension dialysée a été centrifugée et amenée a un pH 5 par l'acide acétique. La
suspension obtenue a été conservée a 0-2 °C pendant plusieurs heures jusqu'a la
floculation du précipité. Le précipité a été recueilli par centrifugation et mis en solution
avec de l'eau et ensuite le pH a été ajusté a 7 avec KOH. La solution finale a pH 7 a été
centrifugée et stockée a -10 °C. L’ AO obtenue par cette méthode est 300 fois plus pure

que I’AO dans I’extrait brut, mais le rendement de cette méthode est bas.

Kluetz (Kluetz et al., 1980) a présenté une méthode tres longue pour la purification de
I’AQ a partir des pousses de pois (Pisum sativum). Apres avoir préparé le surnageant,
il a fait un fractionnement au sulfate d'ammonium et le précipité obtenu aprés la
centrifugation a été dissout dans les tampons. En ajoutant la solution d’éthanol /
chloroforme, la diamine oxydase a ce stade est contenue dans la solution d'eau-éthanol.
Dans cette méthode, a chaque étape, I’AO subit un fractionnement au sulfate
d’ammonium, dissolution et dialyse. La solution contenant AO obtenue est passé a

travers la colonne chromatographique par échange d'ions (diéthylaminoéthyle
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cellulose, une résine chargée positivement). Aprés la deuxiéme colonne
chromatographique et filtration sur gel (Ultrogel AcA-34), la bande rose, qui était éluée
au premier, représentait la diamine oxydase purifi¢e. L’AO a été séchée par

lyophilisation et stockée a -20 °C. Elle reste stable pour des mois sous cette condition.

En 1993 et en 1999 Vianello a purifié I’ AO a partir des pousses de soja et pois (Vianello
et al., 1993; Vianello et al., 1999). La méthode qu’il a présentée est une méthode de
purification de plusieurs étapes, y compris la chromatographie d’affinité. La
préparation d'une quantité relativement importante de I’AO purifiée a été réalisée en
quatre étapes: (a) germination des graines, (b) fractionnement au sulfate d'ammonium,
(c) chromatographie par ¢échange d'ions (diéthylaminoéthylcellulose) et (d)
chromatographie par affinité sur du 6-aminohexyle -Sepharose 2B. Les trois derniéres
étapes ont 6té réalisées a 4 °C. A I'étape (d), afin de créer la colonne d'affinité pour
atteindre un degré de purification plus éleveé, différentes résines d'affinité ont été
préparées par immobilisation covalente de polyamines sur du Sepharose. La colonne
d'affinité¢ de type 6-aminohexyl-Sepharose 2B donne le meilleur résultat de
purification, puis l'enzyme a été éluée par une solution contenant le 1,4-

diaminocyclohexane comme ¢éluant compétitif.

Cette méthode a été utilisée pendant des années avec des petits changements. Par
exemple Sebela a ajouté Cu (II) 1 uM au tampon d’extraction et il a aussi utilisé les
différents types de colonne chromatographique DEAE-cellulose SH-23 et la colonne
d'hydroxyapatite (Sebela et al., 1997).

Les différentes méthodes expliquées de purification de 1'AO a partir des sources
végétales ont eu un rendement bas. Pendant la procédure longue de purification de
I’AO, la quantit¢ de I’enzyme et aussi son activité enzymatique diminuent. Les

méthodes plus simples et rapides sont préférables .



CHAPITRE II

TECHNOLOGIES DE SECHAGE ET METHODES DE STABILISATION DES
ENZYMES

La plupart des protéines, particulierement les enzymes, ne sont pas toujours stables, ce
qui établit un défi majeur pour les scientifiques du domaine biopharmaceutiques. De
plus, il faut noter que les protéines thérapeutiques ont des poids moléculaires plus
¢levés et une structure plus compliquée que les médicaments chimiques conventionnels
(Emami et al., 2018). Elles sont sensibles aux composés chimiques et aux dégradations
physiques tels que l'oxydation, la désamination, I'hydrolyse, les changements
conformationnels, 1’adsorption indésirable sur les surfaces, la précipitation et
I’agrégation (Morais et al., 2016). Les contraintes environnementales telles que les pH
extrémes, les températures élevées, la lumicre, 1'agitation et les solvants organiques
sont des facteurs qui affectent la stabilité des protéines, en particulier lorsqu'elles sont
en solution (Daugherty et Mrsny, 2006). En conséquence, l'élimination de l'eau et
l'inclusion de protéines dans une matrice sont de bonnes approches pour améliorer le
stockage a long terme et réduire la dégradation physicochimique des protéines
(Maltesen et van de Weert, 2008). Sous forme de poudre, elles peuvent offrir une bonne
durée de conservation et conserver leur activité a la température ambiante (< 25 °C)
(Mensink et al., 2017). La déshydratation est une approche simple et économique dont
le but consiste a changer I’état liquide des enzymes en état solide plus stable (Langford
et al., 2017). 11 existe différentes méthodes pour sécher les protéines. Etant donné que
les protéines sont sensibles aux différents stress environnementaux, les techniques
disponibles pour la production de composés biopharmaceutiques séchés sont limitées

par des facteurs tels que: le temps de production, la température, la pression et divers
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stress liés aux processus. Chaque processus de séchage doit prendre en compte la nature

du matériel enzymatique et son mode d’administration (Emami et al., 2018).

2.1 Techniques de séchage

En régle générale, le séchage comporte trois étapes, qui peuvent étre effectuées

simultanément :

Dans la premiere, 1’énergie est transférée d’une source externe vers la solution. La
deuxiéme étape est la transformation de la phase liquide soit en une phase vapeur ou
soit en phase solide. Enfin la dernicre; la vapeur va étre sortie avec la formation des
produits pharmaceutiques séchés (Emami er al., 2018). Les caractéristiques des
particules séchées peuvent étre influencées par différents paramétres, tels que la
température, la pression, I'humidité relative et le débit de la solution a sécher (Guerrero
et al., 2016). Le séchage par élimination de l'eau peut étre classifié en trois principaux

procédés;

e Le séchage peut étre effectué a 1'aide d'un mécanisme d'évaporation, tel que le
séchage sous vide ou le séchage en mousse;

e les méthodes d'évaporation et d'atomisation telles que le séchage par
pulvérisation;

e mécanismes de sublimation tels que la lyophilisation (Abdul-Fattah et al.,

2007).

Ces deux derniéres méthodes sont les plus utilisées dans I'industrie pharmaceutique et

seront plus détaillées dans la suite du projet.

2.1.1 Séchage par pulvérisation

Le séchage par pulvérisation (nébulisation, spray drying) est une méthode qui peut

générer des protéines solides pour les applications pharmaceutiques (Ameri et Maa,
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2007). Le séchage par pulvérisation se réalise généralement en une seule étape. Elle
peut fournir des particules de protéines séchées avec la taille et la morphologie requises.
La technologie de séchage par pulvérisation se déroule suivant un ordre bien précis :
l'atomisation, le séchage et la séparation des particules. La solution de protéines est
pulvérisée par des buses dans une chambre de séchage (figure 2.1). La formation de
gouttelettes et ensuite la déshydratation, sont effectuées trés rapidement dans cyclone
de séchage chaud. A la fin, les poudres de protéines sont récuperées. Vu que la
procédure de cette méthode est courte, ¢’est une technique utilisable pour produire des

poudres a partir des solutions contenant des protéines (Ajmera et Scherliess, 2014).

alimentation en échantillon
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Figure 2.1 Principe de séchage par pulvérisation; d'apres (Nguyen, 2014)

La concentration des protéines en solution, le débit d'alimentation et le débit d'azote
chaud, ainsi que la température d'entrée sont des paramétres de processus ajustables

dans la méthode de séchage par pulvérisation.

Comme principal inconvénient si la protéine est thermosensible, pendant 1’étape

d'atomisation, la perte de la couche d'hydratation au contact de l'air (azote) chaud et
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l'exposition a l'interface air /liquide a la surface de la gouttelette, peut provoquer la
dégradation de protéines lors de la pulvérisation (Ajmera et Scherliess, 2014). De plus,
cette technique peut induire une contrainte de cisaillement dans la structure de la
protéine pendant I'étape d'atomisation. Les applications de la technologie du séchage
par pulvérisation sont nombreuses. Elle est présentée dans I’industrie des produits
chimiques, D’agroalimentaire, la pharmaceutique et la mise au point des
microorganismes probiotiques. Toutefois, cette technique n’est pas recommandée pour

les protéines thermosensibles (Emami et al., 2018).

2.1.2 Lyophilisation

La lyophilisation est largement utilisée dans le domaine pharmaceutique pour
améliorer la stabilité au stockage a long terme des médicaments instables, en particulier

des médicaments a base de protéines (Heljo et al., 2013; Tang et Pikal, 2004).

Chambre de lyophilisation
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Figure 2.2 présentation schématique des différents systémes de lyophilisation; d'apres

(Bogdani, 2011)
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La lyophilisation est I'¢limination de l'eau a 1’état de glace par sublimation. Dans ce
processus, les extraits de protéines sont d'abord congelés puis séchés par sublimation

sous vide.

Par rapport a la protéine en solution, les poudres lyophilisées ont non seulement
l'avantage d’avoir une meilleure stabilité, mais elles sont également plus faciles a
transporter et a entreposer. Si le cycle de lyophilisation n'est pas optimisé, la
lyophilisation peut durer plusieurs jours ou plusieurs semaines (Carpenter et al., 1997).
Un processus de lyophilisation comprend trois étapes; congélation, séchage primaire et

séchage secondaire (Tang et Pikal, 2004).

2.1.2.1 Congélation

La congélation est la premiere étape de la lyophilisation ou la plus grande partie de
l'eau est retirée du médicament pour former la glace. Le systéme se sépare en plusieurs
phases et des interfaces entre la glace et le médicament se forment. La congélation
induit souvent de nombreux stress déstabilisants pour les protéines. L’une de ces
contraintes est 1’augmentation de la concentration de protéines qui améliore
l'interaction protéine-protéine, menant a l'agrégation. Au fur et a mesure que la
congélation progresse, la phase de soluté devient trés concentrée, qui est appelée «
concentration de congélation ». A la fin de la congélation, la concentration de
congélation ne contient généralement plus qu'environ moins de 1% de I'eau au total
(Heller et al., 1999). Un autre stress causé par la congélation est le changement de pH
résultant de la cristallisation des sels tampons. La formation de glace élimine 1’eau en
vrac de la phase protéique et provoque une augmentation considérable de la force
ionique. Ce changement de la force ionique est un facteur de stress qui affecte la
stabilité¢ des protéines pendant la lyophilisation (Tang et Pikal, 2004). L'introduction
d'interfaces glace-solution aqueuse et les changements de pH sont bien connus pour
causer des problemes de stabilité des protéines. Le changement du pH pendant la

congélation peut étre minimisé€ en choisissant les tampons idéaux et en réduisant leur
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concentration a quelques millimolaire (Murase et Franks, 1989). Les tampons de
phosphate (Jiang et Nail, 1998), de succinate et de tartrate ne sont pas convenables
pendant la congélation. La dégradation des protéines a I’interface glace-solution
aqueuse peut étre minimisée en utilisant des tensioactifs (Chang et al., 1996). Pour une
formulation protéique donnée, la planification du processus de congélation joue un role

trés important dans la stabilisation des protéines.

L’un des facteurs importants pendant la procédure de congélation est le taux de
refroidissement. Une approche pratique de la stabilisation consiste a minimiser la
surface de la glace en développant de gros cristaux de glace, ce qui peut étre réalisé en
réduisant la température de surfusion. Plus le taux de congélation est élevé, plus les
cristaux de glace sont petits et nombreux, résultant la surface spécifique de la glace
plus grande (figure 2.3). Si la congélation est rapide, la grande surface spécifique de la
glace provoque le dépliement partiel des protéines et en conséquence, la récupération
de l'activité des protéines est faible. D’autre part, la congélation lente peut augmenter
les dommages causés aux protéines dans les systemes prédisposés a la séparation de
phases, car c’est un processus cinétique qui se produit avec le temps de refroidissement
(Heller et al., 1999). Si la séparation de phases entraine la séparation de la protéine et
du stabilisant, l'effet de stabilisation sera perdu. Alors, le taux de refroidissement doit
étre optimisé en fonction du systeme appliqué. Strambini et Gabellieri (Strambini et
Gabellieri, 1996) ont utilis¢ la durée de vie de phosphorescence de résidus de
tryptophane pour démontrer que la congélation de solutions protéiques aqueuses
pourrait causer le déploiement partiel des protéines. Ils ont aussi montré qu’avec
congélation, la protéine perd le repliement natif et en conséquence, elle perd sa
structure secondaire et tertiaire. Ce phénomene est largement réversible, mais une
petite fraction des protéines étudiées n’était pas récupérée, ni les propriétés initiales de
la phosphorescence, ni son activité enzymatique. Un refroidissement lent entrainait une
perturbation moins importante de la durée de vie de la phosphorescence, probablement

parce que des cristaux de glace plus gros se formaient avec une surface de glace
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relativement faible (Jiang et Nail, 1998). Il y a différentes méthodes de congélation: La
congélation a l'azote liquide, le chargement des flacons sur des étageres pré-refroidies
et le refroidissement par rampe sur les étageres, qui donnent différents effets de

surfusion.

Figure 2.3 Effet du taux de refroidissement sur la taille des cristaux de glace. Le taux
congélation basse (a) et élevée (b); d'apres (Halford, 2014)

La congélation a 1’azote liquide cause normalement la surfusion la plus élevée (les
glaces petites et nombreuses, avec une grande surface spécifique de la glace) et la
surfusion est minimale par la méthode de refroidissement sur les étagéres pré-
refroidies. Apres la congélation, le produit doit étre maintenu suffisamment longtemps
a la température basse jusqu'a ce que toute la solution soit transformée en solide. De
plus, en raison de la conductivité thermique limitée entre les flacons et I'étagere, la

congélation compléte nécessite un temps considérable (Tang et Pikal, 2004).

2.1.2.2 Le séchage primaire, sous vide

Le séchage primaire est une étape dans laquelle la glace séparée de la solution est
¢liminée par sublimation sous vide, tandis que la température du produit reste
relativement constante (Craig et al., 1999). La température de 1'échantillon est un
parameétre plutot critique qui doit étre optimisé, mais étant donné qu’elle dépend des

propriétés des formulations, de la température de conservation et de la pression de la
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chambre du lyophilisateur, elle ne peut pas étre controlée directement pendant le
séchage primaire. La température doit étre controlée avant cette étape. Ce contrdle de
température pourrait tre difficile et prendre beaucoup de temps, mais le séchage
primaire occupe normalement la plus grande partie du temps du cycle de lyophilisation.
Ainsi, I'optimisation de cette partie du processus a un impact économique significatif
(Tang et Pikal, 2004). Les procédés de lyophilisation non optimisés peuvent augmenter
le temps de traitement, et compromettre la qualité du produit final. Afin d’ajuster la
température des produits dans cette étape, trois températures doivent étre considérées.
La température de transition vitreuse (Tg), I’effondrement/le collapse (Tc) et la
température du produit (Tp). Dans I’étape de congélation, le produit en solution est
congelé et solidifié¢ en continu a 1'état non cristallin (vitreux). Ce processus est appelé
vitrification ou transition vitreuse (Hua et al., 2010), alors pendant le séchage, Tg est
la température a laquelle le produit gelé passe a une forme flexible en préservant sa
tructure. La température de 1’effondrement est la température a laquelle le produit ne
peut plus préserver sa structure et commence a s’éffondrer pendant le séchage. La Tp
est la température du produit lors du séchage qui est de plusieurs degrés en dessous de

Tc afin d'obtenir un produit sec avec un apparence acceptable (Tang et Pikal, 2004).

La Tg et la Tc connues d’un systéme permettent une plus grande prévisibilité¢ de la
procédure de séchage. Hatley (Hatley, 1992) a montré que durant le séchage primaire,
une température au-dessus de la Tc donne des échantillons lyophilisés de qualité
inférieure. D’un autre coté, une ¢lévation de température de 1 °C accélererait le séchage
de 13% (Craig et al., 1999). Alors, il est essentiel de sécher le matériau en dessous de
la température de collapse (Tc) et au-dessus de la température de la transition vitreuse
pour obtenir un produit sec qui a une apparence acceptable. Dans la plupart des cas,
elle est 20 °C supérieure a la Tg (Craig et al., 1999). Ainsi, pour avoir un processus de
lyophilisation optimisé, la température du produit doit étre aussi élevée que possible.
La différence de température entre Tp et Tc s'appelle la marge de sécurité en

température. I1 est suggéré d’utiliser une petite marge de sécurité (2 °C) si le temps de
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lyophilisation est long (par exemple, plus de 2 jours), mais si le temps de lyophilisation
est court (< 10 h), une grande marge de sécurité (5 °C) est nécessaire et a la fin, une
marge de sécurité de 3 °C si le temps de séchage primaire est compris entre 10 et 48

heures (Pikal, 1990).

Un autre facteur important qui doit étre optimisé est la pression de la chambre de
lyophilisation ou la qualité du vide. Le séchage primaire est effectué¢ a basse pression
pour améliorer le taux de sublimation de la glace. La pression de la chambre (Pc) a un
impact sur les transferts de chaleur et de masse, et constitue un paramétre important
pour la conception du processus de lyophilisation. La Pc doit étre bien en dessous de
la pression de vapeur de la glace a la température du produit (Tp) pour permettre un
taux de sublimation élevé. Le taux de sublimation est la masse de glace sublimée (g)
par unité de temps (heure). La surcharge du lyophilisateur entraine généralement une
perte de controle de la pression de la chambre et de la température du produit (Tang et

Pikal, 2004).

2.1.2.3 Séchage secondaire

En plus de la glace libre qui est sublimée lors du séchage primaire, il reste une quantité
importante de molécules d’eau liées au produit. Cette eau doit étre éliminée (désorbée)
lors du séchage secondaire. Immédiatement aprés le séchage primaire, un produit
amorphe contient encore une bonne quantité d’eau résiduelle : 5 a 20% sur la base de
la matiere seéche, en fonction de la formulation. L'objectif du séchage secondaire est de
réduire la teneur en humidité résiduelle a un niveau optimal pour la stabilité,
généralement moins de 1% (Tang et Pikal, 2004). La température des produits pour le
séchage secondaire est beaucoup plus élevée que celle utilisée pour le séchage primaire,
généralement entre 30 et 50 °C et cela cause une désorption beaucoup plus rapide. Les
taux de séchage secondaires dépendent de la température du produit. Le vide du
systéme peut étre maintenu au méme niveau utilisé pendant le séchage primaire; des

niveaux de vide plus faibles n'amélioreront pas les temps de séchage secondaires. Le
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séchage secondaire est poursuivi jusqu'a ce que le produit présente une teneur en
humidité acceptable pour un stockage a long terme. Dans la plupart des cas, plus le
produit est sec, plus la durée de vie de I’entreposage de produit est long, mais si le
produit final est trop sec, certains produits biologiques complexes pourraient perdre
leur humidité résiduelle et en réalité perdre leur stabilité (Alkeev et al., 2015; Barley,
2018). Alors, le processus de séchage secondaire doit étre controlé. En fonction de
l'application, la teneur en humidité dans les produits entiérement secs est généralement

comprise entre 0,5% et 3% (Alkeev et al., 2015, Barley, 2018).

2.1.3 Comparaison de la lyophilisation et du séchage par pulvérisation

Chaque technique de séchage a des avantages et des inconvénients (tableau 2.1).

Tableau 2.1 Les avantages et les inconvénients de séchage par pulvérisation ou
lyophilisation

Séchage par pulvérisation Lyophilisation
-Vitesses de séchage élevées - Sous vide: absence d’air
- Simple (en une seule étape) -Température basse: donc plus
Avantages Rentabl adaptée aux composés
- Rentable sensibles
- Reproductible

- Une large gamme de composés

- Le rendement dépend de 1'échelle de travail - Faible vitesse de séchage
Inconvenients = _ Température élevée : dégradation de produit - Coiit élevé

- Faible capacité de
production

Vu que dans la méthode de lyophilisation un refroidissement en profondeur et une
grande consommation d’énergie sont nécessaire, la méthode de séchage par
pulvérisation est plus rentable. L’avantage du séchage par lyophilisation est que
I’absence d’air prévient la détérioration due a l’oxydation ou a la modification

chimique des produits au cours du séchage.
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En fait, le séchage cause des contraintes liées au changement de température et a la
déshydratation des protéines, ce qui peut entrainer leur dénaturation. Il y a des
cryoprotecteurs qui peuvent constituer une couche fonctionnelle autour de la protéine
et empécher son exposition a I'interface de surface (en cas de lyophilisation) ou a
l'atmosphére chaude (en cas de pulvérisation) (Costantino et al., 2002). Le choix
rationnel des stabilisants et l'optimisation des variables du processus sont des approches
essentielles pour garantir la stabilité des protéines et atteindre les propriétés souhaitées

pour les poudres.

2.2 Stabilité de I’AO végétale en solution et en poudre

A P’entreposage I’amine oxydase obtenue des sources végétales (soja) en solution était
stable environ 1 mois dans un tampon phosphate de potassium 5 mM, pH 7 a 4C et
elle peut retenir I’activité enzymatique pendant 5 mois a - 80 C (Vianello et al., 1993).
Afin d’améliorer la stabilité des protéines pendant I’entreposage, elles peuvent étre
intégreés dans une matrice solide (Depreter et al., 2013) par plusieurs techniques, dont
la lyophilisation (Kanojia et al., 2016; Lim et al., 2016). Le séchage par lyophilisation
provoque la dénaturation des protéines a cause des contraintes liées a la congélation et
a la déshydratation des protéines (Lim et al., 2016; Pieters et al., 2012; Roy et Gupta,
2004). L’amine oxydase végétale de la feve de soya, préserve 60% de I’activité initiale
apres la lyophilisation dans NaCl ou (NH4)>SO4 (1mM) tandis que la lyophilisation de
I’amine oxydase d’origine animale (provenant du plasma) préserve 80-85% de l'activité

initiale (Yamada et Yasunobu, 1962).

2.3 Les cryoprotecteurs

Un cryoprotecteur est une substance utilisée pendant la lyophilisation pour protéger le
matériel biologique contre les dommages causés par cette méthode. Les

cryoprotecteurs peuvent étre ajoutés a la solution de protéine avant la congélation pour
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surmonter des contraintes causées par la congélation et aussi par la déshydratation. Ils
peuvent améliorer la stabilité des protéines pendant entreposage. Cependant, ces
stabilisants sont a large spectre et ne peuvent pas garantir la stabilité¢ adéquate de toutes

les protéines (Kanojia ef al., 2016).

Les cryoprotecteurs présentent des effets bénéfiques (Abdelwahed er al., 2006),
(Mensink et al., 2017) comme:

e Prévenir les tensions dans les protéines pendant les étapes de congélation et de
séchage

e Fournir une protection partielle ou totale pendant le processus de séchage

Plusieurs sucres ont ¢été utilisés comme cryoprotecteurs, notamment des
monosaccharides (glucose, fructose, mannitol), des disaccharides (maltose, sucrose,
tréhalose et lactose) et des polysaccharides (dextran, CMC). Les cryoprotecteurs les
plus utilisés sont le tréhalose, le saccharose, le fructose, le glucose et le maltose, qui

ont des propriétés chimiques semblables (Morais et al., 2016; Zhang et al., 2008).

2.3.1 Le role des cryoprotecteurs et lyoprotecteurs pendant la lyophilisation

Dans la nature, les cellules de levure de boulanger accumulent des osmolytes en
réponse aux plusieurs conditions de stress, telles que les changements de température
et la déshydratation. L'un des principaux osmolytes qui s'accumule est le tréhalose, qui
protége la fonction et la structure des enzymes cytosoliques de levure contre la
dénaturation chimique par le chlorure de guanidinium (Sola-Penna et al., 1997). Les
cryoprotecteurs, qui sont solubles dans 1’eau, doivent étre relativement non toxiques
méme a haute concentration. Tous les cryoprotecteurs forment des liaisons hydrogeéne
avec de l'eau. Depuis la découverte du glycérol comme premier cryoprotecteur, il y a
plus de 50 ans (Polge et al, 1949), environ 100 composés ont été explicitement

identifiés et étudiés. Les stabilisants peuvent protéger les protéines pendant la
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congélation (cryoprotecteurs) et la lyophilisation (lyoprotecteurs). Ils protégent la
protéine contre la dénaturation par différents mécanismes (Emami et al., 2018) :
e Diminution d’agrégation avec le role de la dispersion protéique
e L’effet sur la vitrification
- L’augmentation de la température de transition (Tg)
- La protection des protéines contre les cristaux de glace

e Remplacent des molécules d’eau dans la structure de la protéine a 1’état solide

2.3.1.1 L’exclusion préférentielle

L’eau devient de la glace pendant 1'¢tape de congélation qui se sépare des autres
composantes de la formulation. Ensuite, la protéine peut commencer a s'agréger de
maniere irréversible, ce qui provoque la déstabilisation du systéme (Morais et al., 2016;
Wang, 2000). Cependant, en présence de cryoprotecteurs, les dommages lors de la

congélation peuvent étre évités (figure 2.4) .

" B
% }) @/ - Dispersion protéique
AN A @ PV, - Activité conservee
ot

Lyophilisation

- Aggrégation protéique
- Activité perdue

Figure 2.4 Dispersion de protéines en présence des cryoprotecteurs pendant la
lyophilisation; d'apres (Li et al., 2019)
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A une vitesse optimale de congélation, les cryoprotecteurs peuvent migrer vers la phase
liquide concentrée et disperser les protéines en diminuant les interactions protéine-
protéine qui empéchent 1’agrégation des protéines (Costantino et al., 2002). Ce
mécanisme ne peut pas se produire pendant la congélation rapide parce que les
cryoprotecteurs n’ont pas de temps pour diffuser complétement vers la phase liquide
concentrée. Cependant, 1’ajout d’une quantité appropriée de cryoprotecteurs a une
vitesse de congélation élevée peut améliorer ces processus (Lee et al., 2009). La
comparaison structurale par MET de la B-galactosidase (B-Gal) avant et apres la
lyophilisation montre 1’agrégation apres la lyophilisation (figure 2.5 a et b).

La B-Gal fraiche dispersée de maniere homogene avait une taille de particule comprise

entre 15 et 20 nm (Fig. 2.5 a).

a_

Figure 2.5 Images MET de B-Gal (a) avant lyophilisation; (b) aprés lyophilisation et
sans protection et ¢) apres lyophilisation en présence de cryoprotecteur; d'apres (Li et
al., 2019).

La B-Gal lyophilisée sans protection présente des aggrégations de grandes tailles
évidentes et aux formes irrégulieres (Fig. 2.5 b). Lorsque la B-Gal était lyophilisée en
présence de cryoprotecteurs, la protéine se dispersait toujours bien et avait une taille

moyenne comprise entre 20 et 30 nm (Fig. 2.5 ¢) (Liet al., 2019).
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2.3.1.2 La vitrification au point de vue d’augmentation de la température de

transition vitreuse

La température plus basse de la lyophilisation ne garantit pas la stabilité des protéines
car de nombreuses protéines subissent une dénaturation a cause de la présence de
cristaux d’eau (une dénaturation aux interfaces protéine — air et protéine — glace). Elle
rend la procédure de séchage plus longue et déstabilise les protéines. Cela signifie que
la protéine doit étre lyophilisée en toute sécurité a une température plus élevée que la
Tg, permettant ainsi un processus de séchage beaucoup plus rapide (Liao et al., 2004;

Tang et Pikal, 2004). Les cryoprotecteurs peuvent augmenter cette température.

La Tg d'un systeme est relative et dépend de nombreux facteurs tels que le type de sucre
utilisé (seul ou en mélange) ou la concentration des protéines et des sucres. Les courbes
de la température de transition vitreuse dans différentes études montrent une grande
variation, jusqu'a £ 20 °C aux mé€mes concentrations des sucres. Dans ces études, la Tg
du tréhalose se situe entre 75 et 120 °C. Toutes les études confirment que la Tg du
tréhalose est supérieure a celle du saccharose. En résumé, les valeurs de Tg pour le
glucose pur, le saccharose et le tré¢halose ont été¢ déterminées a 30 = 1, 58 + 1, 108 +

3 C respectivement.

Liao et al. (Liao et al., 2004) ont montré par spectroscopie infrarouge a transformée de
Fourier (FTIR), l'effet des cryoprotecteurs, tels que le glycérol, le saccharose, le
tréhalose et le dextran, sur la stabilité des protéines lyophilisées. Selon leurs études, la
combinaison de tréhalose et de saccharose pouvait augmenter la Tg des protéines
lyophilisées, stabilisant la protéine dans les formulations lyophilisées (Liao et al.,
2004). La Tg des formulations lyophilisées et la stabilité des protéines pendant la
lyophilisation dépendent du type des cryoprotecteurs, de la taille et la flexibilite
moléculaire des sucres, ainsi que du rapport de masse des cryoprotecteur a I'enzyme
(Liao et al., 2004; Tonnis et al., 2015). Parmi les protéines lyophilisées préparées en

présence ou en absence de disaccharide (tréhalose) ou des polysaccharide (inuline, 4
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kDa; dextran, 6 kDa; dextran a 70 kDa), celles préparées en présence du plus petit sucre
(tréhalose) ont présenté une grande stabilité. De plus, I'inuline (oligosaccharide
souple) conférait une plus grande stabilité¢ aux protéines qu’un polysaccharide rigide
dextrane. La combinaison du polysaccharide dextran et du tréhalose a
considérablement augmenté¢ la Tg de la formulation et amélioré¢ la stabilité¢ des
protéines, par rapport aux formulations contenant du dextrane seulement (Tonnis et al.,
2015). Bref, la température de transition vitreuse (Tg) des sucres dépend du poids
moléculaire du sucre ainsi que des interactions intermoléculaires. Parmi les
disaccharides, le tréhalose a une température de transition vitreuse anormalement
¢levée de pres de 50 - 60 °C supérieure a celle du saccharose qui a le méme poids

moléculaire (Zhang et al., 2017).

2.3.1.3 La vitrification au point de vue de la protection des protéines contre les
cristaux de glace

La plupart des liquides se condensent lorsqu'ils gelent, parce que les liens les plus
étroits sont plus forts tandis que l'eau se dilate. En fait, ’eau montre également un
comportement de contraction due au refroidissement jusqu’a 4 °C. Mais lorsqu’elle
refroidit & des températures inférieures a celle-ci, elle commence a se dilater en volume.
En effet, les molécules d’ecau commencent a entrer dans une structure de réseau
hexagonal qui contient plus d'espace que 1'état liquide. Les molécules d’eau sont plus
stables dans ce réseau hexagonal. C'est une structure trés ouverte avec beaucoup
d'espace intermoléculaire (figure 2.6). Les sucres sont des composés qui contiennent
plusieurs groupes hydroxyle dans leur structure et sont capables de former un mélange
eutectique avec de I'eau. Ce nouveau composé a des nouvelles propriétés qui forment
des cristaux amorphes solides de glace. Cet effet diminue I'extrusion de cristaux de
glace et les dommages mécaniques contre les protéines (Zhang ef al., 2008). Un autre
mécanisme de protection, basée sur la vitrification est I'immobilisation globale de la

protéine dans une matrice de sucre vitreuse, amorphe et rigide (Slade et Levine, 1991).
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A la présence des cryoprotecteurs, I’interaction des groupes hydroxyle du
cryoprotecteur avec les molécules d’eau et les groupes hydroxyle libres a la surface de
la protéine augmente la viscosité de la solution, réduit la vitesse de cristallisation dans

la glace et limite les phénoménes mécaniques et le stress (Sussich et al., 2001).

L’eau en phase liquide L eau en glace (pont H stable)

Figure 2.6 Dilatation de I’eau pendant la congélation (Bhuyan et Mukherjee, 2019)

Il y a une autre hypothése de formation des poches non-congelées autour de la protéine
par des cryoprotecteurs. Pendant la congélation, les cryoprotecteurs appropriés aident
a former de grandes poches dégelées. Ces poches aident a prévenir la formation de
cristaux et les dommages mécaniques. A 1’aide de la vitrification, les protéines sont
encerclées dans la poche vitreuse non congelée contenant le cryoprotecteur. Etant
donné que la température de transition vitreuse (Tg) du tréhalose est supérieure a celle
du saccharose, cela lui permet de rester vitrifié a des températures plus élevées que le

saccharose (Crowe et al., 1994; Zhang et al., 2017).

2.3.1.4 Remplacement de I'eau structurale des protéines

Les protéines lient généralement de nombreuses molécules d’eau en solution. Lorsque
l'eau est ¢éliminée pendant le séchage, les cryoprotecteurs forment des liaisons

hydrogeéne avec la protéine pour réduire la mobilité locale de la protéine et créer un
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environnement semblable a I'eau autour de la protéine pour préserver sa structure
secondaire et tertiaire (Allison et al., 1999; Carpenter et al., 1994). En fait, les sucres
empéchent les déplacements de la bande amide II qui est reliée a la structure secondaire
de la protéine et la liaison hydrogéne pendant le séchage (Carpenter et Crowe, 1989).
Alors, les molécules hydrophiles de sucres peuvent étre incorporées a la formulation
de protéines en tant que lyoprotecteurs pour surmonter la dénaturation des protéines et
préserver la stabilité pendant la lyophilisation (Ajmera et Scherliess, 2014; Liao et al.,
2004) .

En résumé, I'optimisation de procédures et les combinaisons appropri¢es d'additifs en
tant que stabilisants sont des exigences pour atteindre des produits lyophilisé€s stables
(Costantino et al., 2002). La concentration du cryoprotecteur est trés importante pour
la stabilisation des protéines. Des concentrations élevées de cryoprotecteurs montrent
une meilleure activité protectrice. Cependant, une fois la limite de stabilisation atteinte,
une concentration plus élevée peut induire une déstabilisation de la protéine
(Abdelwahed et al., 2006). La concentration idéale de cryoprotecteur dépend de
différents facteurs, tels que la composition du systéme, la vitesse de refroidissement et

la température de congélation (Sussich et al., 2001).

2.4 La contribution de I'eau a la structure des amine oxydases

L'hydratation des protéines est essentielle pour leur structure tridimensionnelle (Tompa
et al., 2015) et leur activité (Tompa et al., 2015). L'examen des structures cristallines
aux rayons X pour I’AO végétale indique une interface dimere extrémement hydratée,
avec les sous-unités qui se tiennent entre elles étroitement (Mure ef al., 2002). En fait,
deux canaux d’eau, un de chaque coté du TPQ, sont observés dans la structure qui
fournit un acces entre le site actif et le solvant (figure 2.7). Ces canaux permettent un
acces direct du solvant a I’interface dimeére par lequel I’oxygene moléculaire peut entrer
et le peroxyde d’hydrogene s’écarter (L1 ef al., 1998; Mure et al., 2002). Le réseau de

liaisons hydrogene autour du site actif implique des molécules d’eau coordonnées et
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non-coordonnées aux métaux (Kishishita et al., 2003). Alors, il y a une hypothése que
les cryoprotecteurs peuvent stabiliser les amine oxydases par interférence avec ces

molécules d’eau en préservant ce canal.

Figure 2.7 Interface dimere montrant le canal avec les molécules d'eau (en gris). Les
sous-unités sont indiquées en rose et en bleu; d'apres (Mure ef al., 2002)



CHAPITRE II1

DYSFONCTIONS LIEES AUX AMINES BIOGENES ET AUX AMINE
OXYDASES

3.1 Les amines biogenes

Les amines biogenes sont des substances endogenes ou exogenes avec un ou plusieurs
groupes amines. Elles sont des composés azotés basiques formées principalement par
décarboxylation d'acides aminés (figure 3.1) ou par amination et transamination

d'aldéhydes et de cétones (Rice et Koehler, 1976).

3.1.1 Composition, nature et fonction des amines biogenes

Les amines biogenes sont des bases organiques de faible poids moléculaire qui sont
synthétisées par les métabolismes microbiens, végétaux et animaux (Brink et al., 1990).
Ces composés ont une ou plusieurs charges positives (suite a la captation d’un ion
hydronium) et certains possédent un caractére hydrophobe (Costa et al., 2018). Selon
le nombre de groupements amines, les amines biogenes pourraient étre classées en
monoamines, diamines et polyamines. Ces amines biogenes sont classées en trois
groupes principaux: aliphatiques (cadavérine, putrescine, spermidine, spermine);
aromatiques (phényléthylamine, tyramine); hétérocycliques (tryptamine, histamine)
(Santos, 1996). Les amines telles que les polyamines, la putrescine, la spermidine, la
spermine et la cadavérine sont des composés indispensables aux cellules vivantes pour
leur croissance, régénération et leur métabolisme, et aussi, de fagon indirecte pour la

synthése des protéines, ADN et ARN (Bardocz, 1995).
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A faible concentration, les amines biogénes sont essentielles aux fonctions
métaboliques et physiologiques normales des animaux, des plantes et des micro-
organismes. Les plantes accumulent un certain nombre d’amines spécifiques comme la
putrescine, la spermidine et la spermine sous des formes libres ou conjuguées. Dans
des tissus végétaux, les amines biogenes sont impliquées dans le développement et la
division cellulaire, dans la floraison, dans le développement des fruits ainsi que dans
les signaux environnementaux (Handa et Mattoo, 2010). Etant donné que des amines
existent dans les plantes, la qualité des aliments et des boissons d’origine végétale doit
étre controlée (Bouchereau et al., 2000). Chez I'humain, les amines biogeénes jouent un
role important dans 'activité cérébrale, dans la régulation de la température corporelle,
dans le contrdle du pH de I'estomac, dans la sécrétion d'acide gastrique, dans la réponse
immunitaire, dans la croissance cellulaire et dans la différenciation (Ladero et al.,
2010). Les amines biogenes classiques comme la sérotonine, la noradrénaline, la
dopamine et I’histamine jouent un role important en tant que neurotransmetteurs. Ces
neurotransmetteurs sont synthétisés a partir d'acides aminés précurseurs dans des
neurones spécifiques et stockés dans des vésicules aux terminaisons synaptiques afin
d’étre libérés dans la fente synaptique en réponse a la dépolarisation neuronale
(Premont et al., 2001). Leur biosynthése est essentielle dans les cellules eucaryotes,
étant donné que ces composés sont des sources d’azote et des précurseurs de la synthese
d’hormones, d’alcaloides, d’acides nucléiques et de protéines essentielles a la

physiologie (Ancin-Azpilicueta et al., 2019; Premont et al., 2001).

L'une de ces amines biogénes est I’histamine. Les divers effets de I'histamine sur la
régulation immunitaire sont dus a l'expression différentielle et a la régulation de quatre
récepteurs d'histamine et a leurs signaux intracellulaires distincts (Jutel et al., 2009).
Elle joue un réle important dans la régulation du cycle veille-sommeil (Passani et al.,
2007). Cette amine est ¢galement importante pour le systéme digestif car elle intervient
dans la régulation de la sécrétion d'acide gastrique (Coruzzi et al., 2001; Fargeas et al.,

1989) et elle est aussi impliquée dans la contraction des muscles lisses utérins et
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intestinaux (Rangachari, 1992). En tant qu'amine biogéne vasoactive, I'histamine est
capable d'agir sur les récepteurs H1-H4 en activant la protéine G et de déclencher des
signaux modulant les vaisseaux sanguins (Jutel et al., 2009). L'histamine peut
fortement augmenter la perméabilité vasculaire et réguler la pression artérielle. Elle
intervient également dans la neurotransmission dans le systéme nerveux central
(Schwartz, 1975), I'i'mmunomodulation (Baumer et Rossbach, 2010), et la prolifération
cellulaire (Molina-Hernandez et Velasco, 2008). L'histamine est produite par
l'organisme lui-méme et est présente dans de nombreux tissus. L'histamine est
principalement générée dans les cellules entérochromaffines gastriques, les neurones
histaminergiques, les basophiles, les plaquettes et les mastocytes qui la stockent dans

des vésicules intracellulaires (Smolinska et al., 2014).

3.1.2 Toxicologie des amines biogénes

Bien que des amines biogenes, telles que 1'histamine, la tyramine et la putrescine, soient
nécessaires a de nombreuses fonctions essentielles chez 'humain et les animaux, la
consommation d'aliments contenant de grandes quantités de ces amines peut avoir des
effets toxiques. Ces amines biogenes se trouvent dans plusieurs aliments fermentés et
dans certains non-fermentés. Halasz et al. (Halasz et al., 1994) ont montré des taux
¢levés d'amine dans le jus d'orange (noradrénaline, tryptamine), la tomate (tyramine,
tryptamine, histamine), la banane (tyramine, noradrénaline, tryptamine, sérotonine), la
prune (tyramine, la noradrénaline) et les feuilles d'épinard (histamine). La
phényléthylamine est également un constituant naturel des feves de cacao et se retrouve
dans le chocolat, des produits a base de chocolat et des confiseries contenant du
chocolat. Certaines espéces de champignons contiennent également des taux €levés de
phényléthylamine. Dans le poivre blanc et noir et la sauce de soja, des taux élevés de
pyrrolidine ont été détectés (Pfundstein et al., 1991). La viande contient des niveaux
¢levés d'adrénaline, de spermidine et de spermine et des niveaux faibles de

noradrénaline, de putrescine, d'histamine, de cadavérine et de tyramine (Halasz et al.,
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1994; Santos, 1996). De nombreux types d'amines biogenes ont été détectées dans les
aliments fermentés comme les vins blancs et rouges: la tyramine, I'histamine, la
tryptamine, la monométhylamine, la 2-phénéthylamine, la putrescine, la cadavérine et
la spermidine (tableau 3.1). Dans les bicres, la présence de tyramine a également été

démontrée (Santos, 1996).

Tableau 3.1 Des amines biogeénes dans différents produits alimentaires (Ladero et al.,
2010).

Amine Biogéne (mgL™ ou mg kg')

L’aliment | Tyramine Histamine Putrescine Cadavérine phénéthylamine Spermidine
;eoz{:zen /e - 4620 12340 6340 - -
Tomate | 104 4.6 25.9 5.8 - 8.4
épinard 8 2 8 - 1 23
Poisson 61.8 23.4 - - o -
IZZZZ e - 20000 2000 4470 - ]
Viande 38 - - = - 19

Vin rouge 18.2 19.6 99.9 1 1.4 2.6
Biere 10.5 8.8 11.9 50.7 - -




46

Ces amines biogénes exogenes présentent un risque d'intoxication alimentaire
(Ordoiiez et al., 1997). Les caractéristiques toxicologiques de l'intoxication alimentaire
sont généralement associées a I'histamine et a la tyramine. D'autres amines, telles que
la putrescine, la cadavérine et la phényléthylamine, sont également importantes car
elles pourraient intensifier les effets indésirables de I'histamine (Ozogul et Ozogul,
2019). Les amines biogeénes peuvent exercer des effets vasoactifs (tyramine), des effets
psychoactifs ou les deux (histamine). Les symptomes qui peuvent apparaitre aprés une
ingestion excessive d'amines biogenes par voie orale sont les suivants: nausée, détresse
respiratoire, transpiration, palpitations cardiaques, maux de téte et hypotension (Rice
et Koehler, 1976). Un phénomene typique est la «réaction du fromage», généralement
causée par des taux ¢levés de tyramine dans le fromage (Schirone et al., 2011).
Cependant, les intoxications d'origine alimentaire les plus graves causées par les
amines biogénes sont liées a l'histamine. L'histamine est impliquée dans divers
processus physiologiques tels que les réponses inflammatoires, la régulation de la
motilité intestinale et la sécrétion d'acide gastrique (Fargeas et al., 1989). Elle est
¢galement impliquée dans les maladies inflammatoires de l'intestin telles que la
maladie de Crohn, les ulcéres gastriques et la colite ulcéreuse (Benly, 2015). Une
intoxication a I'histamine est souvent évoquée comme «intoxication scromboide du
poisson ou scombrotoxicose» en raison de 'association fréquente de cette condition a
la consommation de poisson scromboide, tel que le thon, le maquereau et les sardines.
La formation d'histamine dans les poissons scombroides et autres poissons marins
contenant une abondante histidine endogéne a été attribuée a l'action microbienne
plutdt qu'a l'activité de la décarboxylase endogene (Halasz et al., 1994; Taylor et al.,
1989). L'histidine peut étre catabolisée de deux manieres dans le muscle du poisson.
La désamination de I’histidine pour obtenir de I'acide urocanique ou la décarboxylation
de T'histidine pour former de I'histamine (Mackie et al, 1977). Les effets de I'histamine
sont mieux connus, probablement parce que 1'histamine est impliquée dans la plupart
des cas d'intoxication aux amines. En outre, 'histamine est un médiateur des troubles

allergiques (White, 1990). La libération d'histamine se fait par la dégranulation des
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mastocytes (en réponse a une réaction allergique) et la consommation d'aliments

contenant de l'histamine peut exercer les mémes effets.

3.1.3 Dégradation de I’excés des amines biogenes

L'intolérance a 1'histamine résulte d'un mauvais équilibre entre I'histamine accumulée
et la capacité de dégradation de Il'histamine. L’augmentation de la disponibilité
d’histamine peut étre due a une surproduction endogeéne d’histamine ou a une
augmentation d’ingestion exogeéne d’histidine ou d’histamine (dans les aliments,
I’alcool ou des bactéries), mais la cause principale est due a une dégradation
enzymatique altérée de I'histamine, probablement due a une altération génétique ou a
une altération des fonctions enzymatiques d’amine oxydase ou de HNMT (Kovacova-
Hanuskova et al., 2015). L'histamine peut étre métabolisée principalement par deux
procédés, via la désamination oxydative par une enzyme a cuivre (diamine oxydase,
DAO) ou via I'histamine N-méthyltransférase (HNMT) par méthylation de I'histamine
(Valen et al., 1996). Ces mécanismes dépendent de la localisation de I'histamine.
Chaque mécanisme génere des produits finaux différents (Kovacova-Hanuskova et al.,
2015). La DAO est exprimée dans le placenta , dans les reins, dans I’intestin, dans les
poumons et a des niveaux inférieurs dans le cerveau. La libération de la DAO se fait
par les cellules intestinales et rénales épithéliales. Elle est libérée des vésicules
basolatérales au niveau de la membrane plasmique en réponse a un stimulus externe de
I'héparine et est ensuite rapidement éliminée de la circulation (McGrath et al., 2009).
HNMT est une enzyme cytosolique qui inactive I'histamine intracellulaire (Kovacova-

Hanuskova et al., 2015).
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Figure 3.2 Synthése et métabolisme de 1'histamine; d'apres (Leurs ef al., 2012)

Les enzymes monoamine oxydase (MAO) et diamine oxydase (DAQO) jouent un role
important dans ce processus de détoxification (Bortolato et Shih, 2011). Toutefois, le
systéme de détoxification ne parvient pas a ¢éliminer les quantités élevées d'amines
biogeénes ingérées avec certains aliments pourris ou fermentés. La DAO est la
principale enzyme nécessaire a la dégradation de I'histamine ingérée (Maintz et Novak,
2007). Elle catalyse la désamination oxydative de I’histamine et d’autres amines
biogéniques qui libérent des aldéhydes correspondants, du peroxyde d'hydrogene
(H202) et de 'ammoniac (Buffoni et Ignesti, 2000). Dans le tractus intestinal des
mammiferes, il existe un systeme de désintoxication efficace capable de métaboliser la

quantité alimentaire normale d'amines biogenes.

Bien que la toxicité d'amines biogenes individuelles, en général, ne fasse aucun doute,

il est trés difficile de déterminer le seuil de toxicité exact de ces composés. Les effets
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de T'histamine et de la tyramine peuvent étre augmentés par d'autres composés
consommés, y compris la putrescine et cadavérine (Bjeldanes ez al., 1978). L utilisation
de certains médicaments (inhibiteurs de la MAO) diminue I’efficacité du systeme de
désintoxication. De plus, la consommation de boissons alcoolisées augmente la

sensibilité aux amines biogenes.

3.2 Dysfonctions liées aux Amine oxydases

Les fonctions des amine oxydases sont trés importantes dans le métabolisme de
dégradation des amines biogénes et le déficit de chaque type d’amine oxydase cause
des désordres psychiatriques et neurologiques (Bortolato et Shih, 2011) ou des

maladies inflammatoires.

3.2.1 Monoamine oxydase et dysfonctions liées a ces enzymes

Les monoaminse oxydases (MAO-A et MAO-B) appartiennent a une famille de
flavoprotéines liées aux mitochondries qui catalysent la désamination oxydative des
neurotransmetteurs monoamines, des neuromodulateurs, des hormones ainsi que des
amines xénobiotiques. En fait, alors que la MAO-A a une forte affinité pour la
sérotonine et la noradrénaline, la MAO-B sert principalement au catabolisme de la 2-
phényléthylamine et contribue a la dégradation d'autres amines et aussi de la dopamine
(figure 3.3) (Bortolato et Shih, 2011). En raison du role vital que jouent les MAOs dans
l'inactivation des neurotransmetteurs monoamines, le dysfonctionnement des MAOs
(trop ou trop peu d'activité) est responsable de nombreux troubles psychiatriques et
neurologiques. Par exemple, des niveaux élevés ou faibles de MAO ont été associés a
la schizophrénie (Domino et Khanna, 1976), a la dépression (Meyer et al., 2006), au
trouble du déficit de l'attention (Domschke ef al., 2005) et aux migraines (Filic et al.,

2005).



50

;“tyrosine [

l

nevrone |
|
libérant la dopamine | L-dopa |

dopamine

monoaming oxydase

dégradation
[

Figure 3.3 Etapes de la formation de la dopamine et sa dégradation par MAO; d'aprés
(Neptune, 2016)

La fonction effectuée par la MAO est extrémement critique pour la régulation de
réaction d'oxydoréduction (réaction rédox) intracellulaire dans des neurones et d’autres
cellules; en effet, I'un des sous-produits de la réaction médiée par la MAO, le peroxyde
d'hydrogene, est un oxydant puissant qui peut déclencher la formation de radicaux
superoxydes et d'autres especes oxygénées réactives, pouvant causer des dommages
mitochondriaux et cytoplasmiques (Bortolato et Shih, 2011). Dans des conditions
physiologiques, le potentiel rédox global est maintenu en équilibre par des enzymes
antioxydantes, telles que la superoxyde dismutase, la catalase et la glutathion
peroxydase; néanmoins, il a été montré que des concentrations élevées d'ammoniac
(l'autre sous-produit de la réaction) diminuaient l'activité de ces enzymes et ainsi
conduisaient a la formation de radicaux superoxydes (Kosenko et al., 1997). L'exces
d'espéces oxydantes dans le systéme nerveux central entraine des dommages
permanents par la mort des neurones et de la glia (Bortolato et Shih, 2011). Ces

mécanismes jettent les bases théoriques de I'implication de la MAO dans la
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physiopathologie de certains troubles neurodégénératifs, tels que la schizophrénie
(Murphy et al., 1974), la maladie de parkinson et la démence (Bortolato et Shih, 2011;
Danielczyk et al., 1988). En lien a ce concept, une augmentation de l'activité de
l'isoenzyme MAO-B dans les plaquettes a été constatée chez des patients atteints de la
maladie d'Alzheimer (Grunblatt ez al., 2005). Enfin, la MAO joue un rdle primordial
dans la dégradation des amines xénobiotiques primaires, secondaires et certaines
autres, ce qui est particulierement important pour la prévention de leur cardio et
neurotoxicité (Bortolato et Shih, 2011). Un exemple bien caractérisé¢ de ces effets
néfastes est la «réaction fromageére», une crise vasoconstrictive (souvent mortelle)
provoquée par l'absorption d'amines sympathomimétiques dans des aliments fermentés
(tels que du fromage, du vin, etc.) suite a 'administration d’inhibiteur irréversible de
MAO comme antidépresseur (dérivé d'hydrazine) (Anderson et al., 1993). Une autre
maladie causée par un manque de MAO est le trouble d'hyperactivité avec déficit de
l'attention qui se caractérise par des symptomes d'inattention, une activité motrice
excessive et une impulsivité détectés principalement pendant l'enfance (Domschke et
al., 2005). Ces caractéristiques sont contrdélées par des neurotransmetteurs
monoamines, principalement la dopamine, la sérotonine et la noradrénaline (Domschke

et al., 2005; Karmakar et al., 2016; Kwon et al., 2014).

Le déficit en monoamine oxydase A est un trouble rare qui survient presque
exclusivement chez les humains. Il se caractérise par une déficience intellectuelle
légere et des problémes de comportement débutant dans la petite enfance. La plupart
des gargons présentant un déficit en monoamine oxydase A souffrent d’acces de colére
et d'agression (Brunner et al., 1993; Cases et al., 1995; McDermotta et al., 2009). En
outre, les personnes affectées peuvent présenter d'autres troubles du comportement,
notamment le trouble du spectre autistique et le trouble du déficit de l'attention /
hyperactivité (Domschke et al., 2005; Kwon et al., 2014; Luo et al., 2019). Les
problémes de sommeil, tels que les difficultés a s'endormir ou les terreurs nocturnes

sont d'autres symptomes de la déficience en MOA-A (Brummett et al., 2007). Des
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mutations dans le gene MAO-A réduisent 'activité de la monoamine oxydase A, ce qui
provoque l'accumulation de sérotonine et d'autres neurotransmetteurs dans le cerveau
(Domschke et al., 2005; McDermotta et al., 2009). L’une des maladies orphelines
causées par un déficit en MAO-A est le syndrome de Brunner (Brunner ef al., 1993;
Hunter, 2010) causé par un exceés de monoamines dans le cerveau, telles que la
sérotonine, la dopamine et la noradrénaline. C’est une maladie génétique rare associce
a une mutation du géne MAO-A et se caractérise par un QI (quotient intellectuel)
inférieur a la moyenne (Brunner ef al., 1993), un comportement impulsif problématique
(tel que la pyromanie et la violence), des troubles du sommeil et des sautes d'humeur

(Hunter, 2010).

3.2.1.1 Méthodes thérapeutiques liées au déficit en MAO

Les inhibiteurs de la MAO sont une classe de médicaments prescrit pour le traitement
de la dépression, bien qu’ils constituent souvent un traitement de derniére ligne en
raison du risque d’interaction avec d’autres médicaments. Par exemple, l'interférence
d'inhibiteurs de la MAO-B et d'inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine peut
entrainer une augmentation des effets sérotoninergiques (figure 3.4), entrainant un
syndrome sérotoninergique (Aboukarr et Giudice, 2018). En fait, les inhibiteurs de la
MAO-A agissent comme des antidépresseurs et des agents anxiolytiques, alors que les
inhibiteurs de la MAO-B sont utilisés seuls ou en association pour traiter la maladie
d'Alzheimer (Thomas, 2000) et la maladie de Parkinson (Aboukarr et Giudice, 2018;
Riederer et Laux, 2011). Les inhibiteurs de la MAO peuvent étre efficaces dans les cas
de dépressions résistantes au traitement, en particulier celles qui ne répondent pas aux

antidépresseurs tricycliques (Kim et al., 2019).
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Figure 3.4 Cibles pharmacologiques des antidépresseurs et I’augmentation des effets

sérotoninergiques; d'aprés (Niederhoffer et al., 2016)

3.2.2 Diamine oxydase et dysfonctions liées a ces enzymes

L'enzyme clé pour le métabolisme des diamines chez I'humain est la diamine oxydase
(DAO). Ses activités les plus élevées sont dans la muqueuse intestinale, localisées dans
le cytoplasme des entérocytes matures du petit et du gros intestin (Schmid ez al., 1990).
Il a été suggéré que la DAO, lorsqu'elle fonctionne comme une protéine sécrétoire,
pourrait étre responsable de la dégradation de I'histamine extracellulaire apres

I’ingestion d'aliments riches en histamine. A l'inverse, I'histamine N-méthyltransférase,
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l'autre enzyme importante qui inactive l'histamine, est une protéine cytosolique qui ne
peut convertir I'histamine que dans l'espace intracellulaire des cellules (Maintz et
Novak, 2007). L'exces d'histamine causé par la réduction de l'activité de DAO peut
provoquer de nombreux symptomes imitant une réaction allergique (Maintz et Novak,
2007). L'ingestion d'aliments riches en histamine, d'alcool ou de médicaments qui
libérent de I'histamine ou bloquent la DAO peut provoquer une diarrhée, maux de téte,
symptomes rhinoconjonctivaux, asthme, hypotension, arythmie, urticaire, bouffées
vasomotrices et autres conditions chez les patients intolérants a I'histamine (Maintz et
Novak, 2007). Les symptomes peuvent &tre réduits par un régime sans histamine ou

étre ¢liminés par des antihistaminiques.

Un déficit en DAO est 'une des causes les plus courantes d’intolérance a I’histamine
(Izquierdo-Casas et al., 2019). Maintz et al. ont mentionné qu’il y a des variantes du
gene DAO qui influencent fortement I'expression et l'activité de la DAO mais ne
suffisent pas, en elles-mémes, a mener a bien 1'état de maladie potentiellement associé
a 'intolérence a I’histamine, ce qui suggere une interaction entre facteurs génétiques
et environnementaux (Maintz et al., 2011). Il y a les facteurs pharmacologiques qui
affectent I’activité de la DAO. Il existe un ensemble de médicaments pouvant causer
la déficience ou la faible activité¢ de la DAO ou d’autres enzymes impliquées dans la
métabolisation de I'histamine, la DAO en particulier. Leitner et al. ont évalué les effets
de certains médicaments qui ont une influence sur l'activité¢ de la DAO humaine. La
chloroquine et I'acide clavulanique présentaient les potentiels d'inhibition de la DAO
les plus ¢élevés (> 90%). La vérapamil avait une inhibition d'environ 50%. Une
influence modérée sur la DAO a été causée par l'isoniazide et le métamizole,
l'acétylcystéine et l'amitriptyline (>20%). Le diclofénac, le métoclopramide, le
suxaméthonium et la thiamine ont un potentiel d'inhibition trés faible (<20%). Etant
donné que méme des niveaux d'environ 30% d'inhibition peuvent étre critiques, la
plupart des substances mentionnées peuvent étre désignées comme inhibiteurs de la

DAO (Leitner et al., 2014).
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Figure 3.5 Maladie de Crohn et ulcération de la muqueuse (a) et image endoscopique

du colon (b); d'apres (Pepsia, 2013).

Les facteurs pathologiques qui jouent un rdle important dans le déficit en DAO
semblent étre plus fréquents dans la population atteinte de maladies inflammatoires de
l'intestin. L'accumulation endogéne d'histamine ou le déficit en DAO sont souvent
associés a la colite ulcéreuse et a la maladie de Crohn. Si l'intestin est affecté par la
maladie de Crohn, on observe des modifications macroscopiques (Schmid et al., 1990).
La maladie de Crohn est une dysfonction majeure et de longue durée qui affecte
principalement 1'iléon et le colon. Normalement, sur une période de 20 ans, 80 a 90%
des patients présentent des complications nécessitant une intervention chirurgicale
(Schmid et al., 1990). L’activité de la diamine oxydase a été mesurée chez des patients
avec la maladie de Crohn et le niveau de AO était significativement diminué (environ

50%) dans les zones concernées par rapport aux patients.

3.2.2.1 Méthodes thérapeutiques liées au déficit en DAO

Il existe deux méthodes thérapeutiques pour traiter le déficit en DAO. Les stratégies

cliniques actuelles reposent sur l'exclusion des aliments contenant de I'histamine ou
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d'autres amines bioactives (Izquierdo-Casas et al., 2019). Le deuxiéme traitement
proposé est une supplémentation en DAO exogéne. Le supplément d'enzyme DAO est
considéré pour apaiser l'intolérance a I'histamine. Des patients suivis pendant quatre
semaines, devaient prendre les gélules de DAO avant les repas, tout au long de la
période de suivi. Tous les symptomes se sont nettement améliorés lors de la
supplémentation orale de DAO (Schnedl et al., 2019). Le supplément réduit les maux
de téte chez les patients migraineux présentant un déficit en DAO et constitue un moyen
de soulager ce trouble. La DAO est présentée en tant qu’un traitement préventif de la
migraine (Izquierdo-Casas et al., 2019). La DAO est aussi utilisée comme agent

thérapeutique pour apaiser Iurticaire chronique spontanée (Yacoub ef al., 2018).

Actuellement, un supplément oral de DAO rénale du porc est disponible dans le

commerce sous la forme de capsules Histame® ou DAOSIN® (Manzotti et al., 2016).



CHAPITRE IV

PRESENTATION DU PROJET

L'amine oxydase (Histaminase) se trouve dans de nombreux organismes comme les
bactéries, les champignons, les plantes et les animaux. L’AO est une enzyme
thérapeutique prometteuse qui est proposée comme ajout au traitement ou prévention
dans les maladies intestinales aggravées par I’histamine. La Diamine oxydase (DAO)
est ’enzyme principale dégradant I'histamine qui agit le plus dans le tractus intestinal
et qui peut protéger I’intestin contre 1'histamine endogeéne ou exogene (alimentaire),

qui peut étre toxique en quantité élevée.

Un supplément oral de I’AO d’origine animale (Missbichler et al., 2010) est
recommandé pour 'histaminose alimentaire et les dysfonctionnements intestinaux liés
a l'histamine. Récemment, une AO végétale, seule ou en association avec la catalase, a
été proposée pour traiter ces dysfonctionnements (Mondovi et al., 2013). Masini a
montré qu'une AO végétale, ayant une activité enzymatique supérieure a celle de I’AO
animale, présente des effets bénéfiques pour certaines maladies (Masini et al., 2007).
Ils ont montré que I’AO obtenue a partir des pousses de pois, administrée par voie
parentérale, pouvait avoir des effets thérapeutiques et protecteurs sur l'ischémie
intestinale, en réduisant l'inflammation des tissus locaux et en neutralisant les Iésions

tissulaires induites par les radicaux libres (Masini et al., 2007).
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Premier objectif : L’extraction et la purification de I’AO a partir 1égumineuses

germées

L’AO végétale, ayant une activité enzymatique supérieure a celle de I’AO animale, est
une nouvelle approche proposée pour traiter certaines maladies liées a I’histamine.
L’identification d’une source végétale locale contenant I’AO, la présentation d’une
méthode d’extraction et purification de I’AO a partir des sources végétales identifiées
et a la fin, trouver une méthode de la stabilisation de cette enzyme pendant le séchage
et ’entreposage ont été visées par ce projet de la maitrise. L’AO est la protéine soluble
la plus abondante détectée dans les liquides extracellulaires de Fabaceae, en particulier

Lathyrus sativus et Pisum sativum (Masini et al., 2007).

Le premier objectif de ce projet était la mise au point d’une méthode d’extraction et de
purification de I’AO a partir des sources végétales locales avec la teneur de ’AO la
plus élevée. Les prémisses de cette partie du projet étaient que les pousses germées des
différentes especes locales de Pisum sativum, de la famille des Iégumineuses
(Fabacées) contenaient I’amine oxydase avec une activité enzymatique élevée. Les
différentes méthodes d’extraction et de purification de I’AO a partir des sources
végétales présentées auparavant étaient si longues qu’elles pouvaient réduire le
rendement, ainsi que I’activité enzymatique de I’AO pendant les différentes étapes du
processus. L'hypothese était que la chromatographie par échange d'ions qui est une
méthode simple, rapide et rentable pour la purification des protéines pourrait étre
efficace pour la purification de I'AO végétale. Alors, une méthode de I’extraction et la
purification de I’AO végétale par la colonne chromatographique échangeuse d'ions
(YMC-BioPro, SP75) a été proposée en tant qu’une méthode rapide et facile avec un
rendement plus élevé par rapport aux méthodes utilisées auparavant. La procédure
détaillée de différentes étapes de I’extraction et purification est schématisée par la

figure 4.1.
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Figure 4.1 Différentes étapes de I’extraction, purification et caractérisation de I’amine oxydase



Deuxiéme objectif : La préparation de I’AO en poudre a partir de I’enzyme purifiée

Parmi les agents thérapeutiques, il y a certaines protéines comme des enzymes qui
nécessitent une stabilisation en raison de leur instabilité inhérente en solution aqueuse.
Le deuxiéme objectif de la recherche actuelle était de trouver une méthode efficace
avec un rendement acceptable pour obtenir I’AO en poudre pour augmenter la stabilité.
La méthode de séchage par nébulisation et par la lyophilisation étaient les deux

méthodes appliquées pour la préparation de I’AO en poudre.

L’hypothese était que la lyophilisation est une méthode douce, fiable et convenable
pour la préparation de I’AO en poudre a partir de I’enzyme en solution (figure 4.2).
Puisque la lyophilisation se déroule a basse température, I'eau est congelée et éliminée
par sublimation, il y a donc une hypothése que la protéine peut conserver sa structure
tridimensionnelle et en conséquence son activité enzymatique pendant le séchage. Bien
que I’AO est sensible a la chaleur, la méthode de séchage par nébulisation se réalise en
chauffant la protéine. Puisque le temps d'exposition des échantillons a la chaleur est
court (secondes ou millisecondes), I’AO pourrait étre transformée en poudre par la
méthode de séchage par pulvérisation sans effet nuisible majeur (Sosnik et Seremeta,
2015). Alors, en utilisant les conditions optimales, la dénaturation de I’AO pourrait étre

contrdlée pendant la procédure de séchage par nébulisation.

Considérant qu’il y a des avantages et des inconvénients pour les deux méthodes de
séchage, elles ont été proposées pour obtenir 1’AO en poudre a partir de la solution
contenant de I’AO purifiée. La température élevée pendant séchage par pulvérisation
et le risque de dénaturation de I’enzyme a cause de la congélation et déshydratation
pendant la lyophilisation (Roy et Gupta, 2004) sont les inconvénients de ces méthodes

de séchage.
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l Stabilisation de ’AO

Saccharides, catalase et PLP

l

l Congélation Choix d’une méthode de séchage l

‘.‘»—\.‘

Lyophilisation Nébulisation

Enlévement de l'eau

L’AO stabilisée en poudre

Figure 4.2 Différentes méthodes de préparation de I’AO stabilisée en poudre a partir
des sources végétales
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Troisiéme objectif : stabilisation de I’AO pendant la lyophilisation en utilisant les

cryoprotecteurs

Le troisieme objectif du projet était la stabilisation des protéines pendant la
lyophilisation en ajoutant des cryoprotecteurs comme des monosaccharides,
disaccharides et polysaccharides a la solution de protéines (figure 4.3). Pour étre
efficaces, ces cryoprotecteurs doivent protéger la structure de la protéine pendant les

deux «facteurs de stress» : la congélation et le séchage (Roy et Gupta, 2004).

Séchage

_ #}% 3 Comment?
-')”‘ - -.l’ 7 @
§ ij-;;’ D+ i i’ = Protection Faceau Chauffage

protéine Sucre Humidité

Figure 4.3 Protection des protéines pendant le séchage et I’entreposage par les sucres;
d'apres (Mensink et al., 2017).

L’hypothese d’utilisation des cryoprotecteurs est que ces agents stabilisants pourraient
stabiliser 1’enzyme avec différents mécanismes pendant les différentes étapes de
lyophilisation et d’entreposage (figure 4.4). Il y a différentes hypotheses pour expliquer
les propriétés de certains disaccharides surtout le tréhalose et le sucrose. La théorie de
la vitrification propose que le sucre forme une matrice vitreuse qui agit comme ‘’un
cocon’’ et protége physiquement la protéine (figure 4.4A). L’autre théorie est basée sur
le mécanisme de I’exclusion préférentielle (figure 4.4B). Ce mécanisme suggere qu’il
n’existe aucune interaction directe entre le sucre et la protéine. Comme on peut le
constater, I’ajout de sucre permet de séquestrer les molécules d’eau de la protéine,

réduisant ainsi son rayon hydraté et en augmentant sa compacité et sa stabilité. La
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derniére hypothése est la théorie du remplacement de 1'eau (figure 4.4C) qui parle de
la substitution de molécules d'eau par des liaisons hydrogenes formées par le sucre, en
maintenant la structure tridimensionnelle et en stabilisant les biomolécules (Chiu et al.,

2011; Jain et Roy, 2009).

(A)

= Protéine

Eau
Sucre

Figure 4.4 Diagramme explicatif montrant les propriétés particuliéres du sucre : (A)
La vitrification, (B) I’exclusion préférentielle et (C) la théorie du remplacement de
l'eau; d'apres (Jain et Roy, 2009).

Les effets des cryoprotecteurs sur ’activité enzymatique de '’AO seront vérifiés
pendant la lyophilisation, d’entreposage de poudre et d’entreposage des comprimés
préparés avec les poudres obtenues en présence et en absence de cryoprotecteurs a 4 'C

pendant 3 mois.
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L’efficacit¢ des cryoprotecteurs peut étre évaluée par la mesure de I’activité
enzymatique de I’AO lyophilisée en absence et en présence des cryoprotecteurs dans
les poudres et aussi dans les comprimés jusqu’a ce que I’activité enzymatique de I’AO

s’approche de zéro.

Etant donné que dans le projet actuel le mélange de sucres n’était pas essayé, il restera
comme perspective, dans un projet futur d’investiguer les effets de 1’association de
différents sucres comme le tréhalose et le sucrose avec un polysaccharide complexe

comme le dextran T-70 pour améliorer le processus de lyophilisation et d’entreposage.



PARTIE II- SECTION EXPERIMENTALE



CHAPITRE V

MATERIEL ET METHODES

Les amine oxydases, des enzymes régulatrices importantes, catalysent 1’oxydation
d’'une vaste gamme d’amines biogénes comme la putrescine et 1’histamine
(Messerschmidt, 2010). L'intolérance a 1'histamine survient lorsque la dégradation de
I'histamine est altérée, principalement par une activité plus faible de I’amine oxydase
(AO). Afin de traiter les dysfonctionnements liés a 1'histamine, un supplément oral de
DAO rénale du porc est disponible (Manzotti et al., 2016). Une nouvelle approche a
¢été proposée avec une AO végétale extraite de Lathyrus sativus (Mondovi et al., 2013).
Vu que I’AO peut étre un agent antihistaminique naturel administré par voie orale, dans
le projet actuel, I’extraction, la purification et la stabilisation de cette enzyme d’origine
végétale pendant le séchage et aussi pendant son entreposage en format de poudre et

comprimé ont été visées.

5.1 Réactifs et matériaux chimiques

La diamine oxydase (DiaMaze) de Pisum sativum (Lot: DAO-B17F01 et Lot: DAO-
B18102) a été achetées chez (Bio-Research Products, Inc., lowa, USA). La diamine
oxydase végétale a aussi été préparée au laboratoire a partir de Pisum sativum par la
manicre décrite par Blemur (Blemur et al., 2016; Jumarie et al., 2017). Les pousses de
différents pois ont été achetées d’un marché local (Montréal). La résine échangeuse de
cations (YMC-BioPro S75) a été achetée de YMC Co., Ltd. (Kyoto, Japan), les sels
monobasique et dibasique de phosphate de sodium, albumine de sérum bovin (BSA),

réactif de Bradford, Tris-Base, glycine, putrescine (dichlorhydrate de 1,4-
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diaminobutane), dichlorhydrate d'ortho phenylenediamine, peroxydase de racines de
raifort/ Horseradish peroxidase (HRP de type 1, 5,2 U / mg de solides), N, N, N', N'-
tétraméthyléthylenediamine  (TEMED), pyridoxal-5'-phosphate  monohydrate,
carboxymethylcellulose sodique (MW 90000 Da), kit de dosage de I’ammoniac, D-
fructose, D-saccharose, D-tréhalose dishydrate, 4-aminoantipyrine et le sel de sodium
de l'acide 3,5-dichloro-2-hydroxybenzénesulfonique ont été achetés chez Sigma-
Aldrich (Sigma-Aldrich, ON, Canada). Le glucose a ¢été acheté chez Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA). L'acrylamide, le N, N '-méthyléne-bisacrylamide, le réactif de
coloration des protéines R-250 bleu brillant de Coomassie et la solution de standard de
masses moléculaires (large gamme) provenaient de Bio-Rad (Richmond, VA, USA).
Le B-mercaptoéthanol a été acheté de BioShop (Burlington, Ontario, Canada). Le
Dextran T70 a été acheté chez Pharmacia Fine Chemicals (Uppsala, Suéde) et I’ Agent
1b contenant 50% de tréhalose a été préparé au laboratoire. D'autres produits chimiques

ont été de qualité Réactif et utilisés sans purification supplémentaire.

5.2 Méthodes expérimentales

5.2.1 Extraction et purification d’amine oxydase végétale par la méthode
chromatographique

Afin d’avoir accés aux sources locales, la présence de ’AO a été vérifice dans
différentes sortes de légumineuses de pois comme soya, pois vert, pois sucré, pois
jaune, pois chiche et pois tacheté. L’amine oxydase a été extraite de ces sources. Les
pousses congelées ont été coupées en petits morceaux et mélangées avec un volume de
tampon phosphate de sodium 50 mM, pH 5,5 contenant 200 mM de chlorure de sodium.
Le mélange a été homogénéisé a l'aide d'un mélangeur et ’homogénat a été passé a
travers un tissu en nylon. Le surnageant obtenu a été filtré et centrifugé deux fois a 4
°C, 10000 g pendant 40 et 30 minutes. Apres la premicre centrifugation, la conductivité
et le pH ont été ajustés avec de ’eau et HCI 5% a 9 (mS) et 5,5 respectivement. Les

débris ont été séparés a chaque fois. Le surnageant a été transféré sur la colonne
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chromatographique de type YMC-BioPro S75 portant des motifs fonctionnels -SO3
chargés négativement. La colonne de type échangeuse de cations a été lavée avec 1 L
de tampon phosphate de sodium 50 mM (50 mM, pH 5,5 et conductivité 3 mS).
Finalement, a I’aide de I’augmentation de la force ionique de la phase mobile, I'enzyme
retenue sur la colonne a été éluée par 500 mL de tampon phosphate de sodium (50 mM,
pH 5,5, NaCl 300 mM). La couleur brunatre dans les échantillons des tubes pourrait
indiquer la présence de I’AO. L'activité des différentes fractions a été mesurée et celles
contenant I’AO avec Dlactivité la plus ¢élevée ont été transférées dans un tube de
concentration (tubes Sartorious Vivaspin Turbo 15) et centrifugées a 4 °C, 4000 g. La
solution obtenue de I’AO concentrée a été dialysée contre le tampon phosphate de
sodium (50 mM, pH 7,4), sous agitation pendant une nuit a 4 °C. L’effet de dialyse sur
I’activité enzymatique de I’amine oxydase a été véfirié. La solution finale a été
conservée a -80 °C pendant une nuit et a été lyophilisée pendant 72 heures. La poudre

obtenue a été conservée a 4 °C pour les tests supplémentaires.

5.2.2 La lyophilisation d’amine oxydase

L’amine oxydase en solution a ¢été traitée avec différents cryoprotecteurs. Les
¢échantillons ont été congelés a - 80 °C pendant 24 heures. Ensuite, les échantillons
congelés ont été lyophilisés avec le lyophilisateur Virtis Freezemobile 25EL (Now
York, USA). Le vide permet a toute l'eau gelée de 1'échantillon de se sublimer
(directement de la phase solide a la phase gazeuse). La température du condenseur a
été ajustée a environ -70 °C ce qui a été convenable pour la condensation de I’eau et le
temps d'extraction a vide a 100 millitorr (0,133 millibar) était d'environ 20 minutes. La
lyophilisation a été poursuivie pendant 72 heures. Des poudres séchées ont été
réchauffées a la température de la piece pendant le séchage secondaire. Tous les
échantillons ont été lyophilisés selon le méme cycle de lyophilisation. Toutes les
poudres obtenues ont été conservées a 4 °C pour vérifier leur stabilité pendant 3 mois.

Les différents cryoprotecteurs utilisés étaient: (i) monosaccharides : le glucose et le
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fructose, (i) disaccharides: le saccharose et le D-tréhalose dihydrate, (iii)
polysaccharides : le dextran T70 et la carboxymethylcellulose de masse molaire 90000
Da. (iv) le pyridoxal-5'-phosphate monohydrate (PLP), (v) I’Agent 1b mélangée
contenant du tréhalose (50:50 w:w ). La concentration d’enzyme dans la solution en
vue de lyophilisation était de 0,8 mg / mL d’amine oxydase. Afin d'éviter un exces
d'eau dans la solution, tous les cryoprotecteurs ont été ajoutés directement a la solution
de protéine. Le rapport de I’amine oxydase: cryoprotecteur était de 1:10 (w:w) pour
tous les cryoprotecteurs, sauf le PLP qui a été ajouté au rapport 1:1 (w:w). L’Agent 1b
commerciale (contenant 50 % de tréhalose) a été ajoutée au rapport 1:20 (w:w), pour

que chaque ingrédient ait un rapport de 1:10 par rapport a I’AO.

5.2.3 Séchage de I’AO par pulvérisation

Le séchage a été effectué par le Mini Spray Dryer B-290 (BUCHI Labortechnik AG,
Flawil, Suisse). Ce séchoir par nébulisation posséde une buse de 0,7 mm pour la
pulvérisation de la solution contenant la protéine. Un systéme cyclone avec du N> a été
utilisé pour sécher les particules. La température d'entrée était ajustée a 80 °C. Une
solution de 250 mL sans protecteurs contenant 0.17 mg/mL amine oxydase a été
préparée. Comme contrle une autre solution semblable de I’AO a été préparée en
ajoutant 129 mg de D-tréhalose dihydrate comme protecteur a la solution contenant 43
mg d'amine oxydase. Le rapport de la protéine / tréhalose était 1:3 (w/ w). Le protecteur
était completement dissout. Le solvant utilisé était de l'eau distillée. 250 mL de la

solution de I'enzyme ont ét¢ séchés pendant deux heures.

5.2.4 Préparation des comprimés contenant I’AO

Des comprimés (300 mg) contenant de 5.1 mg de I’AO lyophilisée avec et sans les
cryoprotecteurs (tableau 5.1) ont été préparés avec la formulation suivante : 83% de
carboxymethylcellulose (CMC), 10% d'hydroxypropylméthylcellulose (HPMC) avec

7% de I’AO traitée. Les poudres dans les proportions mentionnées ont ét¢ mélangées
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dans un mortier en céramique et les comprimés de I’AO ont été préparés sous pression
(2,5 T/ cm?) a l'aide de poingons a surface plane de 9,54 mm de diamétre. La presse
utilisée pour fabrication des comprimés était de la compagnie Carver (USA). Tous les
comprimés préparés ont €té conservés a 4 °C pour évaluer leur stabilité au bout de 1, 2

et 3 mois. Comme témoins, des comprimés sans AO ont été également préparés.

Tableau 5.1 La quantité et ’activité de I’AO lyophilisée dans chaque comprimé

AO AO/Sucrose  AO/Tréhalose ~ AO/Agent AO/PLP
La quantité de I’AO 51 51 51 51 51
(mg/chaque comprimé) ’ ’ ’ ’ ’
L’activité spécifique de I’AO
lyophilisée (U/mg de protéine) LIS 1,36 1.40 1,50 L7
Unité enzymatique totale/ 59 6.9 71 76 6.0
chaque comprimé ’ ’ ’ ’ '

5.2.5 Détermination spectrophotométrique de ’activité enzymatique de I’amine
oxydase

5.2.5.1 Détermination d’activité enzymatique de I’AO par la méthode de dosage
couplée avec la peroxydase (HRP).

L'activité enzymatique de I’AO a été mesurée a partir du peroxyde d'hydrogene généré
par la diamine oxydase. Lors de l'oxydation du substrat (putrescine) en présence de
I’AO en tant que catalyseur, une quantité¢ steechiométrique de H»O> est produite

(équation 5.1) par réduction de l'oxygeéne (Ferrari et al., 2014).

AO ,
Putrescine + O; + H, O —— Aldéhyde correspondant + H,O; + NH3  Eq.5.1
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Ensuite, la peroxydase consomme le peroxyde d'hydrogéne produit par la réaction
catalytique de I’AO pour coupler l'acide 3,5-dichloro-2-hydroxybenzénesulfonique
(DCHBS) oxyd¢ a 4-aminoantipyrine (AAP) (figure 5.1) afin de former un colorant
rose ayant une absorption maximale a 515 nm (Ferrari et al., 2014; Obzansky et al.,
1991; Pietrangeli et al., 2004; Stoner, 1985). Le rapport entre la putrescine consommée
et le H2O2 généré et le complexe final produit est de 1:1:1 (mol:mol:mol), de sorte
qu'une unité enzymatique (U) de ’AO est définie comme la quantité d'enzyme qui
catalyse l'oxydation de 1 pmol de putrescine par minute a pH 7,4, a 25 °C (avec un

coefficient d'extinction molaire a 515 nm de 2,6 x 10* M!.cm™).

soy
OH
CI 0 H2N ~_ "
DCHBS NH,
AO
H,C,
' H20:
/"\
H,C 'l‘ 4 HRP
CotHs
AAP v
SOy
H,C, N{%O
N L a
me” o
I Quinoneimine
CoHs

Figure 5.1 Réaction chromogénique pour la détermination de l'activité¢ de I'AO. La
formation de colorant quinone-imine par condensation d'AAP avec DCHBS oxydé a
¢été catalysée par la peroxydase en présence de H>O» ;d’apres (Angelini et al., 2018).
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En utilisant un spectrometre a fibre optique de marque Ocean Optics (Dunedin, FL,
USA), l'activité enzymatique de I’AO a été mesurée dans un volume final de 1 mL de
tampon phosphate de potassium (100 mM, pH 7) contenant 10 uL. d'AAP 10 mM, 10
uL de DCHBS 100 mM, 10 pL de la peroxydase (HRP, solution 5,2 U/mL) et 20 uL
de I’AO. Les réactions enchainées ont débutées par I’ajout de 30 uL de putrescine 100
mM (Angelini et al., 2018). Chaque expérience a été réalisée avec trois répliques

indépendantes.

5.2.5.2 Le dosage d’activité enzymatique couplé de ’AO avec la L-glutamate
déshydrogénase (GDH).

Le pyridoxal-5'-phosphate monohydrate (PLP), une forme active de la vitamine B6 qui
posseéde la propriété d’antioxydants et de cryoprotecteurs, pourrait avoir des effets
antioxydants sur le HO>. L'activité de I’AO ne peut donc pas étre analysée par la
décomposition du H20., alors que la détermination de 'ammoniac est une méthode
appropriée pour la mesure de cette activité enzymatique. L’AO oxyde la putrescine et
libére de l'ammonium (équation 5.1). Le NH4" produit réagit avec l'acide o-
cétoglutarique (CGA) et oxyde le nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
(NADPH) a NADP" en présence de L-glutamate déshydrogénase (GDH) comme
expliqué par figure 5.2

COOH COOH
cC=——0 HC ——NH;
. GDH
cH, + NHy + NADPH ————— 0 =+ NADP" + H0
CH2 CH2
COOH COOH
Acide alpha-cétoglutarique (CGA) Acide glutamique

Figure 5.2 Oxidation de NADPH a NADP" en présence de GDH, CGA et ammonium
produit par I’oxydation de substrat (Grimaldi et al., 2017).
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Dans cet essai, 10 pL. de la DAO contenant I’agent a été ajoutée a 1 mL de réactif
d’essai a I’ammoniac contenant CGA, NADPH, tampon, stabilisant et charges non-
réactives (Sigma-Aldrich). Le mélange a été incubée pendant 5 minutes a température
ambiante en présence de 10 pL de GDH et Finalement 30 pL de putrescine (100 Mm)
a été ajoutée au mélange et la cinétique de la réaction a été mesurée par diminution de
1’absorption a 340 nm pendant 5 minutes (€ 340 nm = 6,22 x 10* M'.cm™) (Calinescu
et al., 2012; Cheuk et Finne, 1984). L'absorbance a 340 nm est liée a la concentration
de NADPH. La vitesse de la réaction a été suivie par mesure de la diminution de
l'absorbance a 340 nm, due a l'oxydation de I'ADPH qui est proportionnelle a la
concentration en ammoniac. La glutamate déshydrogénase réagit avec I'ammoniac

libérée par désamination de la putrescine par AO.

Le NADPH est connu pour étre étroitement li€¢ a I’Agent la, de sorte que la
consommation de NADPH est affectée par I’Agent 1a. Cet effet doit étre pris en compte
dans la réaction catalytique par cette méthode. Cet effet de I’agent sur le NADPH a été
soustrait dans chaque mesure d'activité de I’AO. Etant donné que le pyridoxal-5'-
phosphate monohydrate (PLP), une forme active de la vitamine B6 qui posséde la
propriété d’antioxydants et de cryoprotecteurs, pourrait avoir des effets antioxydants
sur le H>O, (Mahfouz et al., 2009), I'activité de I'AO en présence de PLP a été mesurée
par dosage de I'ammoniac (Cheng et al., 2013; Kannan et Jain, 2004; Singh et al.,
2013).

Bref, I'activité de I'amine oxydase a été¢ mesurée via la concentration de H>O, (dosage
couplé a la HRP) ou la concentration de NH4" (dosage couplé a la GDH). La mesure
de I'activité enzymatique de 1'amine oxydase via H>O; est susceptible a I’interférence
d'antioxydants ou d'enzymes qui dégradent le H>O> (association d'AO avec agent ou
PLP). Dans ce cas, l'activité de ’AO a été mesurée a base de la concetration de NH4"

(au lieu de H20»).
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5.2.5.3 Le dosage de ’activité enzymatique de I’AO dans les comprimés

Chaque comprimé de 300 mg contenant 5.1 mg de protéine de I’AO (tableau 5.1) a été
¢crasé dans un mortier et la poudre obtenue a été bien homogénéisée. La poudre a été
mise en suspension dans 10 mL tampon de phosphate 100 mM, pH 7.4. La solution
obtenue a été maintenue pendant 1 heure (sur la glace) pour libérer I’enzyme autant
que possible. L’activité spécifique de I’AO lyophilisée en présence et en absence de
cryoprotecteurs a été mesurée par la méthode de dosage d’activité enzymatique

couplée.

5.2.6 Etude électrophorétique SDS-PAGE de ’AO par zymographie sur gel de
polyacrylamide contenant de la peroxydase

5.2.6.1 Préparation de gel

Des gels de séparation de polyacrylamide (8%) contenant du SDS et de la peroxydase
ont été préparés (Ahmadifar ef al., 2017). Bref, 1 mL de la peroxydase (1 mg mL™),
4.4 mL d'acrylamide / bis-acrylamide a 30% (29: 1), 4.2 mL de Tris-HCI 1,5 M (pH
8,8), 166 puL de SDS (10%), 8.3 uL de TEMED, 6.8 mL d’eau ont été mélangés. Ensuite
83.3 pL de persulfate d'ammonium (10%) ont été ajoutés. Lorsque le persulfate
d’ammonium est dissous dans I’eau, il forme des radicaux libres de persulfate qui
activent le monomere d’acrylamide. TEMED a été ajouté en tant qu’accélérateur de la
réaction de polymérisation, car c'est un bon transporteur d'¢lectrons. Le monomere
d'acrylamide activé peut ensuite réagir avec un monomere inactivé pour former des
intermédiaires activés et ainsi produire une longue chaine de polymeres.

Les chaines de polymeéres allongées sont réticulées avec le bisacrylamide pour former
un réseau tridimensionnel de chaines d’acrylamide (figure 5.3) (Hames, 1998; Righetti
et al., 2001). Des gels d'empilage (stacking) ont été préparés en mélangeant 0,65 mL
d'acrylamide / bis-acrylamide a 30% (29:1), 1.25 mL de Tris-HCI 1 M (pH 6,8), 50 uL
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de SDS (10%) , 3.05 mL d’eau, 5 puL de TEMED et 25 pL de persulfate d’ammonium

(10%).
e
\/H\NH, \/H\ﬂ/\\ﬁ/ﬂ\/

Acrylamide

Bis-acrylamide
TEMED | APS v

Oy s
n n
polyacrylamide réticulé
0 NHz (s} NH;

Figure 5.3 Mécanisme de polymérisation de l'acrylamide pour obtenir de gel de
polyacrylamide; d'apres (Huang et al., 2018).

5.2.6.2 Electrophoréses de I’AO

Des volumes de 10 pL de chacun des échantillons (1mg/mL) ont été mélangés avec du
tampon de charge (5,3 mL d'eau distillée, 1,7 mL de tris-HCI 0,5 M pH 6,8, 2 mL de
SDS (10%) et 1 mL de glycérol) dans le rapport 1:1 (v:v) et ont été chargés sur le gel
PAA contenant de la peroxydase. La solution standard de masses moléculaires (gamme
large, mélangée avec du tampon de charge 1:20, v:v ) a été préparée et 20 pL ont été
chargés sur le gel. L'¢électrophorese a été réalisée pendant 2 h, a 120 volt dans un

tampon d'¢lectrophorése (pH 8,8) fait de Tris base 0,025 M, de glycine 0,192 M et de
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SDS a 0,1% avec un systéme d'électrophoreése MiniProtean® de Bio-Rad (Ahmadifar
etal., 2017).

5.2.6.3 Développement et coloration des bandes de I’AO sur le gel de zymographie

A la fin de I'électrophorése, afin d'¢liminer le SDS, les gels ont été rincés plusieurs fois
a l'eau distillée. Dans I'étape suivante, les gels ont été incubés 10 min dans l'obscurité
a 25 °C sous agitation douce avec la solution de développement préparée avec un
mélange de putrescine 30 mM (substrat de I’AO) et de o-phénylénediamine (0-PDA)
30 mM (substrat de la peroxydase) dans le tampon (PBS 50 mM, pH 7,2). Apres 10
minutes d'incubation, les bandes de I’AO sur le gel zymographique étaient apparues.
Afin de comparer l'effet des différents agents stabilisants sur I’AO, les gels ont été
scannés et évalués par le logiciel ImageJ (Win64, version 1.47, National Institutes of
Health, USA). Ensuite, les gels ont été développés pour obtenir les profils
¢lectrophorétiques des protéines par coloration avec le réactif Coomassie bleu. Mais,
avant la coloration Coomassie, il était nécessaire de décolorer les bandes
zymographiques (Le et al., 2018). Afin de faire disparaitre les bandes zymographiques,
les gels ont été lavés au méthanol (50%). Les bandes des protéines ont été obtenues
aprés incubation (2h) dans une solution de coloration contenant 0,5% de Coomassie
(Brilliant Blue G-250 BioRad) préparée dans un mélange de méthanol / acide acétique
/ eau (40:10:50, v/v/v). A la fin, les gels ont été décolorés par une solution de

décoloration constituée de méthanol / acide acétique / eau (20:5:75, v/v/v).

5.2.7 Détermination de la masse molaire de ’AO par électrophorese

La masse molaire des monomeres de I’AO a été mesurée par le dimére dénaturé sur
SDS-PAGE. Cette technique de la détermination de masse molaire sur le gel
d'¢lectrophorése en conditions dénaturantes est présentée par Laemmli (Laemmli,
1970). Dans cette méthode, I’enzyme est bouillie avec B-mercaptoéthanol. Bref, 10 pg

de tous les échantillons ont ét¢ mélangés avec du tampon de charge réducteur (4.8 mL
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d'eau distillée, 1,2 mL de tris-HC1 0,5 M pH 6,8, 2 mL de SDS 10%, 1 mL de glycérol
et 0.5 mL du bleu de bromophénol (0.1 %) ) dans le rapport 1:1 (v:v) et bouillis pendant
1 minute. Les échantillons ont été chargés sur le gel. Le B-mercaptoéthanol et le
chauffage ont produit la dénaturation des dimeres de I’AO en monomeres de I’AO
dénaturée. En fait, l'excés de 2-mercaptoéthanol clive les liaisons disulfure entre les
groupes thiol des résidus cystéine en les réduisant (Chang, 1997), ce qui transforme la
structure de la protéine en monomeres (figure 5.4). En utilisant le sodium dodecyl
sulfate (SDS), I’enzyme a été entourée par les charges négatives qui déplient les chaines
polypeptidiques de ’AO (Laemmli, 1970). 20 pL de solution standard de masse
moléculaire (gamme large, préparée 1:20, v:v de tampon de charge réducteur) ont été
chargés sur le gel et la BSA a été utilisé comme contrdle. Des quantités de 10 pg
d’échantillons ont été chargées sur SDS-PAGE. Afin de préparer un gel de 10%, 5.6
mL d'acrylamide a 30% de bis-acrylamide (29:1), 4.2 mL de Tris-HCI 1,5 M (pH 8,8),
166 pL de SDS (10%), 8.3 uL de TEMED et 6.9 mL d’eau ont été mélangés et 83.3 uL

de persulfate d'ammonium (10%) ont été ajoutés pour polymérisation.

Excess
o £
S H ¢ ~g” S
: H,
Protein Protein

Figure 5.4 Le clivage des liaisons disulfure des protéines par B-mercaptoéthanol,;

d’apres (Berg et al., 2000).

5.2.8 Détermination du type de ’AO en fonction de son cofacteur ( FAD ou ion de
cuivre) par zymographie

Il existe deux classes d'amine oxydase : les amine oxydases a cuivre et a FAD,
différentes les unes des autres par la spécificité du substrat, par les inhibiteurs, par le

mécanisme catalytique et par leurs cofacteurs. Le cofacteur TPQ de I’AO a cuivre peut
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réagir avec le semicarbazide, ce qui peut inhiber les amine oxydases a cuivre (Finney
et al., 2014), tandis que le cofacteur de I’AO a FAD ne fait aucune réaction avec le
semicarbazide. Alors, le semicarbazide a été utilisé pour distinguer les deux cofacteurs.
Un volume de 10 pL de la solution de semicarbazide (30 mM) a été préparé dans 1’eau
et ajouté au 290 puL d'AO (0,86 mg protéine / mL) dans un tampon de phosphate de
sodium (0,1 M, pH 7,2) (De Biase ef al., 1996). Pour comparaison, la glucose oxydase
(GOD - enzyme de type FAD) dans le tampon acétate (0,1 M, pH 5,5) a été traitée dans
les mémes conditions que I'AO. Les solutions ont été incubées a 25 °C pendant deux
heures. Les enzymes 1I’AO et la GOD, en absence ou en présence de semicarbazide, ont
été incubées dans les mémes conditions. L’activité enzymatique de I’AO et celle de la
GOD ont été mesurées par spectroscopie et par la méthode de zymographie (sections
5.2.5 et 5.2.6). Pour mesurer I’activité enzymatique de la GOD et aussi pour développer
en zymographie la bande sur le gel contenant de la peroxydase, le glucose a été utilisé

en tant que substrat de la GOD.

5.2.9 Détermination thermogravimétrique de I'humidité de la DAO lyophilisée

La proportion d’eau des échantillons lyophilisés en présence et en absence des
cryoprotecteurs a €té déterminée par analyses thermogravimétriques (TGA) a l'aide
d'un Q5000 de la compagnie TA Instrument (New Castle, USA). Aprées optimisation
des facteurs clés liés a 1'évaporation de I'humidité, tous les échantillons de 15 a 20 mg
ont été chauffés sous I’argon avec un débit constant de 100 mL / min. La perte de masse
a été mise en évidence par la dérivée de la masse en fonction du temps. Cette méthode,
et aussi seconde dérivée thermogravimétrique (2°DTG), qui présente la vitesse de perte
de masse, permet de distinguer I'eau libre (2 la surface) de l'eau présente dans la
structure cristalline (Wang et al., 2018). L’humidité des échantillons a été mesurée
entre 30 et 120 °C jusqu'a ce que leur poids ait atteint un plateau. Comme la perte de
poids due a l'évaporation de I'eau était terminée apres 120 °C, les échantillons ont été

ensuite chauffés jusqu’a 200 °C afin de s'assurer qu’il n’y ait plus de perte de masse.
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La valeur d’humidité a été calculée par la différence entre la masse initiale et la masse

a120C.

5.2.10 Diffraction des rayons X

Les spectres de diffraction des rayons X (XRD) ont été obtenus a la température
ambiante en utilisant un diffractométre D8 Advance de la compagnie Bruker (Madison,
USA). Les mesures ont été effectuées avec une géométrie Bragg-Berentano (Kriegner
et al., 2015), avec une configuration Twin-Twin. Le détecteur a ét¢ LynxEye et la
source utilisée dans cette méthode a été CuKa (A = 1,5418 A) fonctionnant a 40 kV et
le courant de 40 mA. Les spectres ont été enregistrés entre 5 et 90 °, avec un incrément
de 0.02° et un temps d’intégration de 2 secondes. A partir de I'analyse DRX, le
pourcentage de cristallinité (%) et I’intensité relative des pics ont été mesurés. Le

logiciel EVA a été utilisé pour les traitements des spectres de diffraction des rayons X.



CHAPITRE VI

RESULTATS

6.1 L’extraction de ’AO a partir des sources végétales

L’amine oxydase se trouve en grande quantité chez les Fabacées, surtout dans lathyrus
sativus et dans le Pisum sativum (Luhova et al., 2003). La quantité et ’activité d’AO
dans les pousses des différentes sources de la famille des Fabacées comme le soya,

pois vert, pois sucré, pois jaune, pois chiche et pois tacheté a été mesurée (tableau 6.1).

Tableau 6.1 Activité spécifique obtenue de 1'AO de différentes sources végétales
(mesurée en triplicata)

Espéces* U (total)/kg de Protéine (g)/ kg de Activité spécifique

pousses pousses (U/mg de protéine)
Pois chiche 1327 £ 120 52+0,2 0,26
Pois sucré 1154 £ 100 4,65+0,1 0,25
Pois vert 1133 £87 4,05+0,25 0,28
Pois jaune 997 £ 50 5,65+0,3 0,18
Pois tacheté 1581 £75 3,58 £0,1 0,44
Soja 1350 + 80 6,4+04 0,21

*L’homogénat a été préparé a partir des pousses congelées, coupées et mélangées avec
du tampon de phosphate de sodium (50 mM, pH 5,5 contenant 200 mM de NaCl).

Les pousses de pois germées dans la noirceur contiennent plus d’AO que les pousses
germées en présence de lumiere (Federico et Angelini, 1988). De plus, la quantité d’AO
est aussi reliée au temps de germination. Les pousses germées pendant environ 6-8
jours contiennent plus d’AO que si elles ont germées plus longtemps (Luhova et al.,

2003). Parmi les sources vérifiées (tableau 6.1), les sources suivantes (tableau 6.2) ont
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été purifiées a travers la colonne chromatographique a échange de cation (YMC-BioPro
S75). L’activité totale de I’AO extraite a chaque étape a été mesurée et le pourcentage

de l’activité préservée par rapport a I’activité initiale a été calculée.

Tableau 6.2 U (total) obtenues des différentes étapes du processus de purification de
I’AQ a partir des sources végétales (mesurées en triplicata)

Pois tacheté | Pois chiche Soja
(Ikg) (Ikg) (1 kg)
Etapes de la purification U (total, %) | U (total, %) | U (total, %)
Homogénat 1001 850 857
100% 100% 100%
Surnageant centrifugé (1)* 898 156 682
90% 18% 80%
Surnageant centrifuge (2)** 900 122 647
90% 14% 75%
Colonne YMC-BioPro S75 *** 126 9 115
13% 1% 13%
Lavage**** 14 0 77
1% 0% 9%
L’AO éluée 459 63 275
46% 7% 32%

* Le surnageant a été centrifugé a 10 000 g pendant 40 minutes a 4 °C. ** Apres avoir
ajusté la conductivité et le pH a 9 ms et 5.5 respectivement, le surnageant a été
centrifugé a 10 000 g pendant 30 minutes a 4 °C. *** Le surnageant a été passé a travers
la colonne mentionnée et I’activité de toutes les fractions a été mesurée. **** Le lavage
a été effectué avec le PBS (50 mM, pH 5.5).

L’une des sources qui contient le plus de DAO a été le pois tacheté, a 1000 U
enzymatiques par kilogramme de pousses germées. Puisque le rendement de la
purification par la méthode appliquée a été assez ¢levé, environ 45%, cette source a

donc été choisie pour un examen plus approfondi (tableau 6.3).
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Tableau 6.3 Activité¢ spécifique et le rendement d’AO récupérée des pois tachetés
pendant la purification (mesurée en triplicata)

Etapes de purification étape Activité Protéine Activité Activité
totale (U)  totale (mg) spécifique récupérée
(U/mg) (%)
Homogénat 1 954 1456 0,66 + 0,05 100
Surnageant centrifuge (1) 2 850 954 0,89 + 0,08 89
Surnageant centrifugé (2) 3 820 1078 0,76 = 0,06 86
Colonne YMC-BioPro S75 4 125 470 0,27 £0,02 13
Lavage 5 21 40 0,54 £ 0,03 2
L’AO éluée 6 417 46 9,10+ 0,09 44

Selon les résultats obtenus au tableau 6.3, 1'amine oxydase chargée sur la colonne de
chromatographie n'est pas sortie de la colonne par le lavage avec du tampon phosphate
de sodium 50 mM (étape 4 et 5) et avec I'€lution (étape 6), l'activité récupérée d'AO est
de 44% de son activité initiale. Le pH de la solution de I’AO obtenue était de 5,5. Afin
d’ajuster le pH a 7.4, elle a été dialysée pendant 24 h a 4 °C, en utilisant une membrane
de cellulose (tubes de dialyse de SIGMA, en retenant un poids moléculaire de 12 000
Da ou plus) dans 4,5 L de tampon phosphate de sodium (50 mM, pH 7,4) sous agitation.
L’activité enzymatique de I’AO a été mesurée avant et apres la dialyse. Une perte
d’activité enzymatique a été observée. L’activité a diminué de 9,1 = 0,1 a 8,2 £ 0,1
U/mg de protéine environs (90% de l’activité de départ). La solution finale a été
conservée a - 80 °C avant la lyophilisation. L’AO obtenue a été caractérisée par les

différentes méthodes suivantes.

Caractérisation de I’AO extraite de la source végétale

Zymographie de différentes étapes de purification et détermination de la masse
moléculaire de I'AOQ. L’AO obtenue a partir de pois tachetés a été caractérisée par
différentes techniques. L’activité spécifique de I’AO obtenue dans chaque étape de
I’extraction a été¢ déterminée par I’essai enzymatique couplé de I’AO et la peroxydase
en utilisant la spectrophotométrie UV (tableaux 6.2 et 6.3). Les différentes étapes de
purification par la méthode chromatographique d’échange de cations (YMC-BioPro
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S75) ont été suivies en zymographie par SDS-PAGE sur des gels contenant la
peroxydase. Cette analyse a montré I’intensité¢ (donc Iactivité) et la pureté de I’AO
obtenue a chaque étape de la purification (figure 6.1). La masse moléculaire de I’AO
végétale obtenue au laboratoire a été mesurée a 145 kDa. Ce résultat a été obtenu suite
a I’analyse par 1’¢lectrophorése SDS-PAGE du monomeére de I’AO avec une masse
moléculaire de 72,7 £3 kDa (figure 6.2). Cette valeur correspond a la masse

moléculaire de ’amine oxydase commerciale (DiaMaze).

(a) (b)

200.00
116.25
97.400

66.200
45.00

31.00

21.500
14.400
6.500

Figure 6.1 Zymographie (a) et la coloration Coomassie (b) durant des étapes de
purification de I’AO. 1:Std de masse moléculaire, 2:Homogénat, 3:Surnageant
centrifugé, 4:’AO ¢luée (fraction pure), S5:I’AO ¢luée de la colonne
chromatographique (fraction non-pure).
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21.500

Figure 6.2 Coloration Coomassie de monomére de ’AO en comparaison avec la
DiaMaze (amine oxydase commerciale). 1 :Std de masse moléculaire, 2:DiaMaze, 3:
I’ AO obtenue des pousses de pois tachetés, 4:BSA.
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Détermination du type d’AO en fonction de son cofacteur (FAD ou ion de cuivre)
par zymographie. Les amines oxydases a cuivre, sensibles au semicarbazide, sont
inhibées par la complexation du Cuivre (II) avec réactifs contenant des groupements
chélateurs, tels que le semicarbazide. Cette méthode distingue les CuAO des enzymes

a FAD qui ne sont pas inhibées par le semicarbazide.

L’une des enzymes a FAD est la glucose oxydase. La glucose oxydase (GOD) est
définie comme une oxydoréductase pouvant utiliser l'oxygeéne comme accepteur
d'¢lectrons, libérant du peroxyde d'hydrogene. La glucose oxydase est une enzyme
homodimeére, avec une molécule de FAD étroitement liée au site actif de chaque sous-
unité. Vu qu’elle est une enzyme a FAD qui n’est pas sensible a la semicarbazide, elle

a été utilisée en tant que contrdle.
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Figure 6.3 Effet du semicarbazide sur l'activité enzymatique de I’AO a cuivre, mis en
évidence par zymographie sur SDS-PAGE (8%) contenant la peroxydase piégée dans
le gel (a) avec les bandes protéiques dans le gel coloré par Coomassie bleu (b): des
échantillons de I’AO commerciale (DiaMaze) traitée (1) ou non traité (1°) et de I’AO
obtenue au laboratoire a partir du pois tacheté, traitée (2) et non-traitée (2°) avec de la
semicarbazide. Sur le gel de zymographie (a), une perte de I’activité de ’AO traitée
avec semicarbazide (1 et 2) est mise en évidence.
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Figure 6.4 Effet du semicarbazide sur l'activité enzymatique de la GOD, mis en
évidence par zymographie sur SDS-PAGE (8%) contenant la peroxydase piégée dans
le gel (a) avec les bandes protéiques dans le gel coloré par Coomassie bleu (b), des
¢chantillons de la GOD traitée (3) ou non-traitée (3") avec de la semicarbazide. Sur le
gel de zymographie (a), une conservation de I’activité de la GOD traitée avec
semicarbazide (3,3") est mise en évidence.

L’absence de la bande de I’AO sur le gel de zymographie et la présence de la bande
correspondante de 1I’AO sur le gel coloré par coomassie (figure 6.3), ont confirmé que
le semicarbazide inhibe I’AO végétale, tandis que I'intensité de la bande de GOD
traitée par le semicarbazide n’a pas changée (figure 6.4). Afin d’évaluer I’effet du
semicarbazide sur le CuAOs et sur la GOD, I’activité enzymatique des deux enzymes
traitées, avec et sans semicarbazide, a été mesurée par I’essai enzymatique couplé de
I’AO avec la peroxydase en utilisant la spectrophotométrie de I’UV. L’activité
enzymatique de I’AO en absence de semicarbazide a été 9,1 +0,15 U/mL, tandis qu’en
sa présence, I’activité a été zéro. En comparaison, I’activité enzymatique de la GOD en

absence et en présence de la semicarbazide a été de 1,08 + 0,03 et 1,03 + 0,03 U/mL.

6.2 Comparaison de P’activité résultante des préparations de ’AO en poudre a
partir de ’AO commerciale en solution par les méthodes de nébulisation ou
lyophilisation

L’AO commerciale (DiaMaze, DAO-B17F01) a été séchée par deux méthodes :

séchage par nébulisation et par lyophilisation (tableau 6.4). Le tréhalose est 1’agent
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stabilisant le plus couramment utilisé dans les littératures pendant le séchage. Alors, il
a été utilisé dans un rapport 1:3 w/w (I’AO: tréhalose) en tant qu’agent stabilisant dans

les deux méthodes.

Les résultats obtenus ont montré que la méthode de séchage par nébulisation n'a pas
été pratique pour sécher l'amine oxydase. En effet, I’AO séchée par nébulisation a
préservée seulement 20 % de son activité initiale et on peut identifier quelques raisons
a cela. Premiérement, I'enzyme a subi une température de 80 C, ce qui a pu degrader
ou dénaturer I’enzyme, et deuxiémement, en raison des caractéristiques de I’appareil
utilisé, une grande quantité de la protéine a été perdue pendant le séchage, ce qui a
diminué le rendement (massique) de la procédure. En comparaison, I’AO séchée par
lyophilisation a préservé 55% de son activité initiale. Selon le graphique de
comparaison de deux méthodes de séchage (figure 6.5), le rendement obtenu par la
méthode de lyophilisation a été plus élevé. Alors, la méthode de lyophilisation a été

choisie pour des expériences ultérieures.

Tableau 6.4 Comparaison de l'activit¢ de ’AO (DiaMaze) séchée obtenue par
pulvérisation et lyophilisation

U totales U totales Rendement

Séchage Préparation| (initiale) (produit) (%)

AO 278 53 19
Pulvérisation

AO/tréhalose (w/w: 1/3) 278 58 21

AO 278 150 54
Lyophilisation

AO/tréhalose (wW/w : 1/3) 278 154 55
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Figure 6.5 Représentation graphique des activités de I’AO obtenue par deux méthodes
de séchage : nébulisation et lyophilisation

6.3 Préparation de ’AO en poudre a partir de ’AO en solution par la
lyophilisation en utilisant des cryoprotecteurs

La lyophilisation est la méthode la plus couramment utilisée pour sécher les protéines.
Elle implique la congélation et la déshydratation, deux étapes a risque pour I’intégrité

des protéines, mais généralement plus douce que le chauffage thermique.

Afin d’éviter la perte d’activité enzymatique pendant le séchage, différents
cryoprotecteurs ont été évalués. L’agent en tant qu’agent antioxydant, le pyridoxal-5'-
phosphate monohydrate, une forme active de la vitamine B6, qui posséde la propriété
d’antioxydants et de cryoprotecteurs comme des saccharides ont été utilisés pendant la
lyophilisation (Mahfouz et al., 2009). Les saccharides utilisés (tableau 6.5) ont été
notamment des monosaccharides (glucose, fructose), des disaccharides (sucrose,
tréhalose) et des polysaccharides (dextran, CMC). Les mécanismes de protection
assurée par des différents cryoprotecteurs sont variés dépendamment de la structure
chimique et physique du systéme total. Par exemple, le mécanisme de protection
utilisant des saccharides (chapitre II) dépend de différents facteurs comme les poids

moléculaires des saccharides, leur flexibilité et leur solubilité dans I’eau.
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Tableau 6.5 Saccharides utilisés en tant que cryoprotecteurs pendant la lyophilisation
de ’'AO

Solubilite
masse
, . dans
moléculaire l'eau
/mol
(g/mol) (@/L)

I | Fructose  CoHiOs W/— —\k 180,16 4000

ccccc

2 Glucose  CsH1206 ‘K‘ . >‘ 180,16 1200

CH,0H CHyOH

3 Sucrose  Ci12H22011 HK G : >HL . ’ b H 3423 2100
J Tréhalose CoHnO i N 378.33 50
12H22011 YN )
dihydrate \_V ° \ﬂ%»
Dextran
5 soluble
T-70
6 CMC soluble
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Selon le tableau 6.5, la solubilité des saccharides utilisés en tant que cryoprotecteur est
variée; Fructose et sucrose sont plus solubles dans I’eau que les autres sucres utilisés
dans ce projet et le tréhalose dihydrate est le moins soluble dans I’eau. Ces différences
de solubilité des sucres pourraient affecter le mécanisme de protection pendant la

lyophilisation ou I’entreposage.

6.3.1 Evaluation par diffraction des rayons X de I’effet des cryoprotecteurs sur la
structure de I’AO lyophilisée

L’amine oxydase a été lyophilisée en absence et en présence de cryoprotecteurs. Les
poudres obtenues par lyophilisation ont été exposées aux rayons X et le degré de

cristallinité de tous les produits a été rapporté au tableau 6.6.

Tableau 6.6 Degré de cristallinité relative de I’AO en présence et absence de
cryoprotecteur.

Composés Degré de cristallinité (%)
AO 77
AO/Fructose -
AO/Glucose =
AO/Sucrose 53
AO/Tréhalose 66
AO/Dextran T-70 18

AOo/CMC 17

AO/PLP 80
AO/Agent/Tréhalose 26

Les diffractogrammes de I’AO lyophilisée en présence de cryoprotecteurs ont été

comparées avec celle de I’AO en absence de stabilisants (figure 6.6 a-f)
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Figure 6.6 Continuation page suivante
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Figure 6.6 Diagrammes de diffraction des rayons X de poudre lyophilisée de 'AO
avec et sans cryoprotecteur : Sucrose (a), Tréhalose (b), Dextran T-70 (c), CMC (d),
Agent 1b/tréhalose (e) et PLP (f).
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6.3.2 Evaluation par analyse thermogravimétrique de ’effet des cryoprotecteurs
sur humidité de I’AO lyophilisée

Les taux d’humidité des poudres lyophilisées ont été mesurées par I’analyse
thermogravimétrique (TGA). Les poudres lyophilisées ont été chauffées jusqu’a 200
°C. Le pourcentage de perte de masse des échantillons a été enregistré en fonction du
temps. Leurs graphes ont atteint un plateau vers 120 °C qui a indiqué la perte de ’eau
(figure 6.7). Les profils de TGA de I’AO lyophilisée ont montré ’humidité totale des
poudres obtenues. Les profiles de 2° DTG de I’AO lyophilisée traitée avec les
cryoprotecteurs ont été comparés avec le profil de I’AO en absence de cryoprotecteur
(figure 6.8). La vitesse de perte de la masse obtenue par 2° DTG a montré différents

types d’eau (absorbée ou structurale) qui n’ont pas été distingués par TGA.

Les résultats obtenus de thermogravimétrie ont montré que la poudre de I’AO
lyophilisée en présence des monosaccharides a préservé 18% de I’humidité et la poudre
de ’AO en présence des polysaccharides a contenu 10% d’humidité, tandis qu’en
présence des disaccharides, PLP et Agent 1b, le pourcentage d’eau de la poudre
contenant I’AO lyophilisée a été encore plus faible (6-8%). Les résultats obtenus des
profils de dérivée seconde thermogravimétrique (2° DTG) de ’AO lyophilisée en
absence et en présence des cryoprotecteurs ont été enregistrés (tableau 6.7). Ces
résultats suggerent qu’il y a eu un type d’eau absorbée a la surface qui a été perdue
sous le flux d’argon. Afin d’obtenir le pourcentage d’eau absorbé a la surface, les
¢chantillons ont été chauffés a 30 °C pendant 30 minutes. Ensuite, afin d’obtenir le
pourcentage d’eau structurale, les échantillons ont été chauffés a 120°C pendant 30
minutes. Les graphiques ont atteint un plateau vers cette température, ce qui a indiqué

la perte de I’eau.
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Figure 6.7 Profils de TGA de I’AO lyophilisée en présence des cryoprotecteurs
comparés avec le profil de I’AO sans cryoprotecteurs: monosaccharides (a),
disaccharides (b), polysaccharide (c), agent et PLP (d). Lignes pleines: le pourcentage
de perte de masse et lignes pointillées : la vitesse de perte de masse.
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Figure 6.8 Profils de 2° DTG de I’AO lyophilisée en présence des cryoprotecteurs
comparés avec le profil de I’AO sans cryoprotecteurs: monosaccharides (a),
disaccharides (b), polysaccharide (c), agent et PLP (d). Lignes pleines: le pourcentage
de perte de masse et lignes pointillées : seconde dérivée de la pert de masse en fonction
du temps.
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Le tableau 6.7 présente les pourcentages de ’humidité de I’AO lyophilisée obtenus par
les résultats de thérmogravimétrie (figure 6.7 et 6.8). L'AO lyophilisée contient
différents pourcetages de I’humidité en absence et en présence des cryoprotecteurs. Le
pourcentage d’eau absorbée a la surface a été obtenu par la perte de masse a la
température ambiante sous le flux d’argon jusqu’a un maximum de 30 C. La masse

perdue a 120°C présente le pourcentage de I'eau structurale.

Tableau 6.7 Humidit¢ de I’AO lyophilisée en absence et en présence des
cryoprotecteurs (%), obtenue par analyse thermogravimétrique (mesure en triplicata).

AO Ilyophilisée Avec flux 30 °C Eau de 120 C Perte
d'argon (isotherme) surface (isotherme) totale

(%%) (%) (%%) (%) (%%)

AO 5,50 0,95 6,45 1,03 7,48
AO/Fructose 3,10 1,37 4,47 13,66 18,13
AO/Glucose 3,10 1,67 4,77 13,42 18,19
AO/Tréhalose 0,66 1,12 1,78 5,97 7,73
AO/Sucrose 0,21 0,83 1,04 6,00 7,04
AO/PLP 3,67 1,01 4,68 1,29 5,97
AO/Agent/tréhalose 1,70 1,30 3,00 4,79 7,79
AO/Dextran T-70 4,20 1,33 5,53 2,48 8,01
AO/CMC 6,50 1,76 8,26 2,45 10,71

6.3.3 Evaluation par zymographie de I’effet des cryoprotecteurs sur I’activité de

I’AO lyophilisée

L'effet des cryoprotecteurs sur I’activité enzymatique a été évalué par zymographie
(figure 6.9). Le pourcentage de I’intensité (donc 1’activité) des bandes de I’AO a été
calculé par le logiciel ImageJ (Win64, version 1.47) (figure 6.10). Les résultats obtenus
par zymographie et les intensités des bandes de ’AO sur le gel ont montré que le
glucose, le fructose, le sucrose et/ou tréhalose ont préservé ’activité enzymatique de
I’AO pendant la lyophilisation par rapport a I’AO lyophilisée en absence de
cryoprotecteurs (figure 6.10 a ). L’intensité de la bande de I’AO en présence de fructose

et de glucose a été 22 et 11 % plus que I’intensité de la bande de I’AO lyophilisée sans
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cryoprotecteur. L intensité de la bande de I’AO en présence de tréhalose et de sucrose
a été respectivement 26 et 25% de plus que l'intensité de la bande de I’AO sans
cryoprotecteur (figure 6.10 a ). L’intensité de la bande de I’AO en présence de dextran,
de CMC ou d’Agent 1b a diminué tandis que I'intensité de la bande de I’AO en
présence de PLP a augmenté (21%) par rapport a I’AO sans cryoprotecteur (figure 10
b).

(a) (b)

(c) ' (d)

Figure 6.9 Effet des cryoprotecteurs sur l'activité enzymatique de I’AO, mis en
¢vidence par 10 pg de I’AO dans chaque puits des gels de zymographie sur SDS-PAGE
(8%) contenant la peroxydase piégée dans le gel (a et ¢) avec les bandes protéiques
dans les gels colorés par Coomassie bleu (b et d). L’AO en absence de cryoprotecteur
(1) et en présence de fructose (2), de glucose (3), de tréhalose (4), de sucrose (5), de
dextran T-70 (6), de CMC (7), de PLP (8) et d’Agent 1b (9). Std. : standards de masses
molaires.
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Figure 6.10 Représentation graphique de I’activité enzymatique de I’AO sur le gel de
zymographie (obtenu par le logiciel Image] ) en présence de monosaccharides et
disaccharides (a) et en présence de polysaccharide, PLP et agent (b). L’AO en absence
de cryoprotecteur et en présence de fructose (2), de glucose (3), de tréhalose (4), de
sucrose (5), de dextran T-70 (6), de CMC (7), de PLP (8) et d’Agent 1b (9).
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6.3.4 Evaluation par spectroscopie UV-Visible de I’effet des cryoprotecteurs sur
I'activité enzymatique de ’AO lyophilisée

L’activité de I’AO lyophilisée en présence des saccharides a été mesurée par la
méthode de dosage couplé avec la peroxydase (HRP), basée sur le peroxyde
d'hydrogéne généré par I’activité enzymatique (tableau 6.8) ou par la méthode couplée
avec GDH basée sur le NH; libéré de la putrescine sous I’effet catalytique de I’AO
(tableau 6.9).

Tableau 6.8 Activité enzymatique spécifique de I’AO (mesurée en triplicata) en
présence et en absence des cryoprotecteurs (par dosage couplé a la HRP)

Préparation U/mg protéine* U/mg protéine** Activité (%)***  Activité (%) ¥***
AO 7,67+0,36 5,52+ 0,09 100 72
AO/Glucose 8,57 0,31 6,05+ 0,03 110 79
AO/Fructose 8,70 £ 0,26 6,46 +0,12 117 84
AO/Tréhalose 8,41 £0,24 6,19+ 0,06 112 81
AO/Sucrose 8,47 £ 0,49 6,63 +0,41 120 86
AO/Dextran 8,61 £0,48 5,80+ 0,07 105 75
A0/ CMC 7,73 £0,19 5,70 £ 0,05 103 74

* les activités enzymatiques spécifiques de 1’AO en solution.
** les activités enzymatiques spécifiques apres la lyophilisation (poudre résolubilisée).
*%% | es valeurs rapportées en comparaison avec I’ AO lyophilisée sans cryoprotecteur (100%).

*#%* les valeurs rapportées en comparaison avec 1’ AO en solution sans cryoprotecteur (100%).

Tableau 6.9 Activit¢ enzymatique spécifique de I’AO (mesurée en triplicata) en
présence et en absence des cryoprotecteurs (par dosage couplé a la GDH)

Préparation U/mg protéine *  U/mg protéine ** Activité (%) *** Activité (95) ****
A0 7,66+ 0,15 5,51+0,19 100 72
AO/PLP 7,53 + 0,03 5,5 0,66 100 72
AO/Agent/tréhalose 6,22 +0,01 6,96 +0,48 126 91

* les activités enzymatiques spécifiques de I’ AO en solution.
**]es activités enzymatiques spécifiques apres la lyophilisation (poudre résolubilisée).
***[ es valeurs rapportées en comparaison avec I’ AQO lyophilisée sans cryoprotecteur (100%).

**%*] es valeurs rapportées en comparaison avec I’ AO en solution sans cryoprotecteur (100%).
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Les résultats de dosage de I’activité par spectroscopie UV-Vis ont montré que les
saccharides appliqués ont augmenté I’activité de I’AO en solution a 10-13 % par
rapport a ’activité¢ de I’AO sans cryoprotecteurs (tableau 6.8). Les résultats ont aussi
montré qu’apres la lyophilisation, I’AO en absence de cryoprotecteur a préservé 72%
de son activité initiale en solution. Les monosaccharides et les disaccharides appliqués
ont préservé l’activité de I’AO pendant la lyophilisation a 79-86 % par rapport a
I’activité de 1’AO en solution (tableau 6.8). L’Agent 1b en mélange avec du tréhalose
a permis un maintient de 91% d’activité de I’AO (tableau 6.9), une valeur la plus élevée

en comparaison avec 1I’AO traitée avec les autres cryoprotecteurs (figure 6.11).
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Figure 6.11 Représentation graphique des activités maintenues de I’AO (%), mesurées
par la méthode de dosage couplé a HPR et/ou GDH, apr¢s la lyophilisation en présence
de cryoprotecteurs par rapport a I’activité de I’AO en solution. L’AO lyophilisée sans
cryoprotecteur (1), avec du Glucose (2), fructose (3), Tréhalose (4), sucrose (5), dextran
T-70 (6), CMC (7), PLP (8) ou Agent 1b /tréhalose (9).

6.3.5 Evaluation de Iactivité enzymatique pendant D’entreposage de I’AO
lyophilisée en présence et en absence des cryoprotecteurs en forme de poudre et
comprimé a 4°C

Afin d’évaluer la durabilité de I’activité enzymatique de I’AO séchée, un nouveau lot
de DiaMaze (DAO-B18102) a été lyophilisé en présence et en absence des
cryoprotecteurs. Le sucrose, le tréhalose, le PLP et I’Agent 1b en mélange avec

tréhalose ont été les cryoprotecteurs utilisés dans cette €tape. L’activité de I’AO

lyophilisée obtenue en présence et en absence de ces cryoprotecteurs a €t€é mesurée



99

(tableau 6.10 et 6.11) et les poudres obtenues ont été mise en entreposage a 4°C. A
partir de ces poudres obtenues, des comprimés contenant 5.1 mg de protéine (tableau

6.10) ont été préparés et ont été entreposés a 4 C.

Tableau 6.10 La quantité et I’activité de I’AO lyophilisée (DiaMaze, DAO-B18102)
dans chaque comprimé

AO AO/Sucrose  AO/Tréhalose ~ AO/Agent AO/PLP
La quantité de I’AO
(mg/chaque comprimé) Il Il Sl Il >l
L’activité spécifique de l’AO
lyophilisée (U/mg de protéine) LIS 1,36 1.40 1,50 L17
Unité enzymatique totale/
chaque comprimé 3,9 6,9 (L 7,6 6.0

Vu que les polysaccharides (CMC et dextran) n’ont eu aucun effet sur I’activité
enzymatique de I’AO pendant la lyophilisation, ils n’ont pas été utilisés pour 1’étude
d’entreposage. Considérant que les monosaccharides ont préservé 18% de I'humidité
selon le profil du TGA et de 2° DTG, seulement les disaccharides, le PLP et I’agent ont
été retenus comme cryoprotecteurs. L’activité enzymatique de I’AO en présence de
sucrose et tréhalose a été mesurée par le dosage couplé a HRP et en présence d’agent

et PLP a été mesurée par la méthode de dosage couplé a GDH (tableau 6.11 a,b).

Les résultats obtenus a la lyophilisation de nouveau lot de DiaMaze (DAO-B18102)
ont montré que I’AO lyophilisée en absence des cryoprotecteurs préserve environ 77%
de son activité initiale de I’AO en solution. L’activité de I’AO lyophilisée en présence
de sucrose et de tréhalose a été respectivement de 89% et de 92% de I’activité initiale
de ’AO en solution. L’AO en présence d’Agent 1b/tréhalose a préservé 100% son

activité enzymatique par rapport a son activité initiale en solution.
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Tableau 6.11 Activité enzymatique spécifique de 'AO (DiaMaze, DAO-B18102) en
solution et de I’AO lyophilisée mesurée par le dosage couplé a HRP (a) et par le dosage
couplé a GDH (b), mesure en triplicata

(a) Préparation U/mg* U/mg ** Activité (%0)***  Activité (%) *****
AO 1,52 +£0,09 1,15+0,07 100 76
AO/Sucrose 1,68 £0,05 1,36 £0,05 118 89
AO/Tréhalose 1,68 £0,1 1,40 £ 0,04 122 92
(b) Préparation U/mg * U/mg** Activité (%) *¥**  Activité (%) ¥****
AO 1,50 £ 0,04 1,17+0,04 100 78
AO/Agent/Tréhalose 1,43 £ 0,06 1,50 £ 0,05 128 100
AO/PLP 1,43 £0,05 1,17 +0,06 100 78
AO/Tréhalose 1,65 +0,08 1,35+0,02 115 90

*les activités enzymatiques spécifiques de I’AO en solution.

**]es activités enzymatiques spécifiques apres la lyophilisation (poudre résolubilisée).

***] es valeurs rapportées en comparaison avec I’AO lyophilisée sans cryoprotecteur (100%).
****[es valeurs rapportées en comparaison avec 1’AO en solution sans cryoprotecteur (100%).

L’Agent 1b était un mélange avec le tréhalose (50/50:w/w). Afin d’évaluer I’effet de
I’agent, la méme quantité de tréhalose a été ajoutée a la solution de I’AO suivie par
lyophilisation dans les méme conditions. L’effet de stabilisation de chaque
cryoprotecteur a été évalué individuellement sur I’activité de I’AO lyophilisée. Les
effets de I’Agent 1b et du tréhalose ont ét¢ mesurés par le dosage d’ammoniac en

utilisant la méthode spectroscopie UV-visible (tableau 6.12).

Les résultats obtenus ont montré que ’AO en présence de tréhalose a préservé une
activité enzymatique avec approximativement 10% de plus que 1I’AO lyophilisée sans
cryoprotecteur et que I’AO en présence de I’Agent 1b/tréhalose a préservé une activité
approximativement de 20% de plus que celle de I’AO lyophilisée sans les

cryoprotecteurs (figure 6.12).
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Tableau 6.10 Evaluation de 1’effet d’Agent 1b /tréhalose en comparaison avec celui du
tréhalose sur l'activité enzymatique de I’AO lyophilisée (mesure en triplicata)

Lot: DAO-B17F01 Lot: DAO-B18102
Pré ] U/mg Activité Activité U/mg Activité  Activité
reparation protéine*  (%)** ©O*** | protéine* (%)**  (%)****
AO 5,52 100 72 1,17 100 78
AO/Tréhalose 6,19 112 81 1,35 115 90
AO/Agent/tréhalose 6,96 126 91 1,50 128 100

*L’activité enzymatique de 1’AO lyophilisée en absence et en présence des
cryoprotecteurs. **Les pourcentages présentés par rapport a l’activit¢ de 1’AO
lyophilisée sans cryoprotecteurs. *** Les pourcentages présentés par rapport a
I’activité initiale de I’ AO en solution sans cryoprotecteurs.
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Figure 6.12 Représentation graphique de Dl’activité de ’AO préservée (%) apres
lyophilisation en présence d’Agent 1b/tréhalose (*) par rapport a I’activité de I’AO
lyophilisée en présence de tréhalose (**) et par rapport a ’activité de I’AO lyophilisée
sans cryoprotecteur (***).

6.3.5.1 Evaluation de la stabilité de ’AO lyophilisée en poudre pendant 3 mois.

L’activit¢ enzymatique de 1I’AO lyophilisée en présence et en absence des
cryoprotecteurs a été mesurée pendant 3 mois a 4 C (tableau 6.13 a,b). Le pourcentage
de Dactivité préservée de I’AO pendant I’entreposage a été calculé par rapport a

I’activité initiale de 1’AO en solution sans cryoprotecteurs.
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Tableau 6.11 Effet des cryoprotecteurs sur ’activité enzymatique de I'AO lyophilisée
pendant I’entreposage (mesurée en triplicata) par le dosage couplé a HRP (a) et par le
dosage couplé a GDH (b)

(a) 1 mois 2 mois 3 mois
Préparation U/mg Activité U/mg Activité U/mg Activité
protéine  (%)* protéine (%)*  protéine  (%)*
AO 1,05 69 0,79 52 0.8 52
AO/Sucrose 1,27 83 1,28 84 1,01 66
AO/Tréhalose 1,3 85 1,18 78 0,95 62
(b) 1 mois 2 mois 3 mois
Préparation U/mg Activité U/mg Activité U/mg Activité
protéine (%)* protéine (%)* protéine (%)*
AO 1,05 69 0,85 56 0.85 56
AO/Agent/Tréhalose 1,50 99 1,48 97 1,16 76
AO/PLP 1,02 67 0,98 64 0,95 62

* Les valeurs ont été rapportées en comparaison avec ’activité initiale de I’AO en
solution sans cryoprotecteur.

Les résultats obtenus ont montré que I’activité de I’AO en absence et en présence des
cryoprotecteurs a diminué chaque mois (figure 6.13). Cependant, les activités de I’AO
en présence des cryoprotecteurs ont été plus ¢€levées que I’activité de I’AO sans
cryoprotecteur. Apres trois mois, 1’activité de I’AO en présence d’Agent 1b/tréhalose
(tableau 6.13 b) a été la plus ¢élevée (76%). Le sucrose et le tréhalose ont préservé
I’activité enzymatique de I’AO de 14 % et 10% plus €levée par rapport a I’activité de
I’AO sans cryoprotecteurs (tableau 6.13 a). Alors, selon le résultat d’entreposage de
I’AO lyophilisée en trois mois, I’Agent 1b/tréhalose, sucrose et tréhalose ont été les
cryopotrecteurs convenables pour I’entreposage de I’AO. En absence et en présence de
PLP, I’AO perd 31-33% de son activité en comparaison avec 1’activité initiale de I’AO
en solution sans cryoprotecteurs, mais les deux mois suivants , le taux de perte de

I’activité de I’AO en présence de PLP a été diminué.
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Figure 6.13 Représentation graphique de I’activité de I’AO lyophilisée en présence et
en absence des cryoprotecteurs préservée pendant 3 mois de I’entreposage.

6.3.5.2 Evaluation de stabilité de ’AO lyophilisée en absence et en présence des
cryoprotecteurs sous forme de comprimés pendant I’entreposage

Les comprimés de I’AO lyophilisée avec et sans cryoprotecteurs ont été préparés et
leur stabilité a ’entreposage a été vérifiée pendant 3 mois a 4 °C. Des comprimés sans
I’AO ont été préparés en tant que contrdle. L’interférence de la matrice avec les
méthodes de dosage de Iactivité a été évaluée. Il n’y avait eu aucune interférence de
la matrice avec les méthodes de dosage de I’activit¢ de I’AO. chaque comprimé
contient 5.1 mg de protéine de I’AO lyophilisée (tableau 6.10) et le pourcentage de
I’activité préservée de 1’AO pendant I’entreposage a été calculé par rapport a ’activité
initiale de I’AO lyophilisée dans chaque comprimé. Les résultats obtenus ont montré
que la perte de Dlactivité enzymatique de 1’AO lyophilisée sans protecteur et en
présence de PLP a été plus élevée que la perte de I’activité de I’AO en présence des
autres cryoprotecteurs (figure 6.14). L’AO lyophilisée en présence de tréhalose,
sucrose ou d’Agent 1b/tréhalose (formulée sous forme de comprimés) a perdu 5% de
son activité pendant 3 mois, tandis que en présence de PLP et en absence de

cryoprotecteurs, elle a perdu 10-14% de son activité initiale (tableau 6.14).
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Tableau 6.14 Effet des cryoprotecteurs sur I’activité enzymatique de 1'AO lyophilisée
(formulée sous forme de comprimés) pendant 1’entreposage mesuré par le dosage

couplé a HRP (a) et par le dosage couplé a GDH (b)

(a) 0 mois 1mois 2 mois 3 mois
Préparation activité (%)* activité (%)*  activité (%)*  activité (%)*
AC 29 28 21 19
AO/tréhalose 37 35 34 33,5
AO/sucrose 36 35 34 32
(b) 0 mois 1mois 2 mois 3 mois
Préparation activité (%)* activité (%)*  activité (%)*  activité (%)*
AC 29 28 21 19
A(QYagent/tréhalose 33 33 33 28,5
AOQ/PLF 28 25 20 14,5

* Pactivité de I’AO en forme de comprimés a été présentée en pourcentage par rapport
a lactivité initiale de I’AO dans les comprimés.
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Figure 6.14 Représentation graphique de I’activité de I’AO lyophilisée (sous forme
des comprimés) en absence et en présence des cryoprotecteurs pendant 3 mois

entreposage.



CHAPITRE VII

DISCUSSION ET CONCLUSION

L’amine oxydase (AO) est la principale enzyme qui catabolise diverses amines
biogenes telles que I’histamine. Chez les personnes en bonne santé, I'histamine
alimentaire peut €tre rapidement détoxifiée par I’amine oxydase intestinale, alors que
les personnes a faible activité d'amine oxydase sont exposées a un risque de toxicité
par l'histamine (Maintz et Novak, 2007). Le déséquilibre entre I'histamine accumulée
et la capacité de dégradation de I'histamine provoque une intolérance a I'histamine avec
de nombreux symptdmes imitant une réaction allergique (Raithel et al., 1999). Ainsi,
I’histaminose alimentaire est souvent appelée “ pseudo allergie”. L’exces d’histamine
a aussi un rdle important dans les maladies inflammatoires de l'intestin comme la

maladie de Crohn et la colite ulcéreuse (Kennedy ez al., 2012).

I1 fut proposé que I’amine oxydase administrée oralement pourrait étre utilisée en tant
que supplément alimentaire ou peut étre méme un agent thérapeutique pour la

dégradation de I’histamine (Mondovi et al., 2013).

L’AO végétale a une activité enzymatique spécifique supérieure a celle de I’AO
animale. Les légumineuses contiennent des quantités ¢levées d’amine oxydase. Les
pousses des especes Cicer arietinum, Lens esculenta, Lathyrus cicera, Lathyrus sativus
et Pisum sativum sont les sources les plus utilisées pour I’extraction de ’AO (Medda
et al., 1995; Vianello et al., 1993). Dans le projet actuel, I’extraction de ’AO a été

effectuée a partir des différentes sources de légumineuses (soja, pois vert, pois sucré,
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pois jaune, pois chiche et pois tacheté). Ces sources contiennent de I’AO entre 850-

1500 U par un kg de pousses germées en conditions optimales.

Diftérentes méthodes de purification de I’AO a partir de sources végétales rapportées
auparavant sont difficiles et longues. Si la procédure de purification est longue, la
stabilit¢ de I’AO pendant les différentes étapes n’est pas garantie. L’ AO peut perdre
son activité enzymatique dans chaque étape et en conséquence le rendement de
purification est moins ¢levé. Par exemple, une méthode de purification en utilisant le
fractionnement au sulfate d’ammonium et la colonne de phosphate de cellulose suivis
d’une deuxiéme colonne 6-amino-hexyl-sepharose apporte un rendement de 28%
(Vianello et al., 1993) qui est une évidence de perte d’activité enzymatique pendant

différentes étapes de purification.

La chromatographie par échange d'ions est largement utilisée pour la purification de
biomolécules en fonction de leur charges ioniques. La purification de I’ AO a partir des
sources végétales a été effectuée par la chromatographie échangeuse de cations (YMC-
BioPro, SP75) qui est rapide et facile avec un rendement plus élevé par rapport aux
méthodes utilisées auparavant. Le rendement obtenu en AO pour le pois tacheté (Pisum
sativum) a été de 46% soit, 10-15 % plus élevé que par la méthode de Vianello et al,
1993. Les rendements obtenus pour le soja et le pois chiche ont été de 30 et 7%
respectivement. Cette méthode est plus convenable pour la purification de I’AO a partir

des pousses de pois tachetés, qui est une source locale canadienne.

La zymographie est une technique dans laquelle une activité enzymatique d’un enzyme
est analysée apres 1’électrophorese. La séparation électrophorétique se fait en fonction
de la taille des protéines et leur mobilité¢ sur le gel. La zymographie permet de
caractériser de I'enzyme dans des extraits bruts ou des fractions partiellement purifiées
(Scadden et Naaby-Hansen, 2001). Cette méthode avec la coloration du bleu de
Coomassie peux aider pendant la purification de protéines pour vérifier ’activité

enzymatique et la pureté de I’AO. L'activité enzymatique de 1'amine oxydase peux étre
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déterminée par la zymographie sur le gel de polyacrylamide contenant la peroxydase.
Cette méthode est basée sur une réaction couplée avec la peroxydase immobilisée dans
le gel de polyacrylamide (SDS-PAGE). La putrescine est le substrat de I’AO et l'ortho-
phényléne diamine est un co-substrat pour la peroxydase et sont utilisés pour détecter
I’activité de I’AO (Calinescu et al., 2010). Les méthodes actuelles pour déterminer
l'activité enzymatique des oxydases sont basées sur la mesure du taux de consommation
d'oxygene ou de production de peroxyde d'hydrogene (H20>). Cependant, ces méthodes
ne peuvent pas étre utilisées en présence d'enzymes ou de protéines interférentes, en
particulier I’agent (décomposition de H,O, et libération d'O;) (Le et al., 2018). La
zymographie est une méthode efficace pour déterminer lactivité enzymatique
spécifique de I’AO en présence des protéines interférentes. L’activité et la pureté de
I’AO obtenue a chaque étape de la purification ont été mises en évidence par la
zymographie sur gel (SDS-PAGE) contenant la peroxydase et le résultat confirme
I’intensité plus élevée de 1’ AO purifiée par rapport a I’AO de I’extrait brut. La présence
d’une seule bande de I’ AO purifiée sur le gel coloré par le bleu de Coomassie a été une

preuve de la pureté de I’AO obtenue.

Selon McCuirl et al., la masse molaire de I’AO a partir des pousses de pois est 150 + 6
kDa (McCuirl et al., 1994). La masse moléculaire de I’AO végétale obtenue au
laboratoire a été mesurée a 145 kDa. Ce résultat a été obtenu suite a I’analyse par
I’¢lectrophorése SDS-PAGE du monomeére de I’AO avec une masse moléculaire de
72,743 kDa. Cette valeur correspond a la masse moléculaire de I’amine oxydase

commerciale (DiaMaze).

Le type de ’AO en fonction de son cofacteur (FAD ou ion de cuivre) peut étre
déterminé en présence de semicarbazide. Les AOs a cuivre appelées amine oxydases
sensibles au semicarbazide (SSAOs) sont inhibées par le semicarbazide (O'Sullivan,
2004). La méthode de zymographie et aussi le dosage d’activité enzymatique par la

spectroscopie UV-Vis ont mis en évidence que 1’AO obtenue a partir des pousses de
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pois tacheté est une enzyme a cuivre. Egalement, I’AO traitée avec semicarbazide n’a
eu aucune activité sur le gel de zymographie tandis que la GOD (enzyme a FAD) avait

préservé son activité enzymatique.

Comme la plupart des protéines, 1I’AO est instable en solution et en conditions humides.
L’¢limination de I'eau est une méthode courante pour prolonger la stabilité de I’AO
pendant I’entreposage. Les techniques les plus utilisées sont la lyophilisation et le
séchage par nébulisation (Ajmera et Scherliess, 2014) qui ont été appliquées pour
sécher I’amine oxydase obtenue en solution. Par la méthode de nébulisation, I’activité
de I’AO en poudre était a 20 % de son activité initiale en solution, tandis que I’activité
enzymatique de I’AO a été préservée jusqu’a 55% par la méthode de lyophilisation. Le
séchage par pulvérisation a I'échelle du laboratoire n'a pas été une méthode efficace en
raison de la perte d’activité probablement due a la température élevée (80 C). Selon les
résultats obtenus, la méthode de lyophilisation a été¢ une méthode efficace pour préparer
I’AO en poudre. Toutefois, ce processus cause des contraintes liées a la congélation et
a la déshydratation des protéines, ce qui peut entrainer une altération de la structure de
I’AO et une certaine perte de son activité enzymatique pendant la procédure de

séchage.

Pour stabiliser ’AO pendant la lyophilisation, une molécule hydrophile peut étre
utilisée en tant que cryoprotecteurs pour éviter la dénaturation des protéines et
préserver la stabilité pendant et aprés la lyophilisation. Les sucres peuvent stabiliser
I’AQ par trois différents mécanismes : 1) la vitrification, ii) 'exclusion préférentielle et
iii) le remplacement de I’eau par les molécules de sucre qui se lient a la surface de I’AO
en poudre par pont hydrogene (Jain et Roy, 2009). Les deux premiers mécanismes sont
impliqués dans 1’étape de congélation, tandis que le dernier pourrait affecter aussi
I’enzyme dans I’étape de déshydratation. Afin de vérifier les effets des cryoprotecteurs

sur I’AO pendant la lyophilisation, ’AO lyophilisée en présence et en absence de
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cryoprotecteurs a €té caractérisée par différentes méthodes : diffraction des rayons X

(DRX), TGA, le dosage d’activité par la méthode de spectroscopie et zymographie.

Tous les diffractogrammes de I’AO lyophilisée en présence des cryoproctecteurs ont
¢été différents par rapport au diffractogramme de 1’AO lyophilisée en absence des
cryoprotecteurs, sauf le diffractogramme de I’AO lyophilisée en présence de PLP. Dans
les diffractogrammes de 1’ AO lyophilisée traitée avec tréhalose ou sucrose, aucun pic
typique et distinct de cryoprotecteurs n’a été observé (figures 6.6). Il a été suggéré que
les molécules des saccharides, qui contiennent plusieurs groupes hydroxyle dans leur
structure, forment des ponts hydrogénes avec I’enzyme. Ces nouveaux composés
présentent des nouvelles caractéristiques et un diffractogramme différents de celui de

I’AO. Cependant, I’AO traitée avec PLP n’a pas montré aucun changement structural.

Les effets des cryoprotecteurs sur le pourcentage d’humidité de I’AO lyophilisée ont
été évalués par analyse thermogravimétrique (figure 6.7 et 6.8). Ces données ont
montré que I’Agent 1b/tréhalose, les monosaccharides et disaccharides ont augmenté
le pourcentage d’eau structurale autant qu’ils diminuent 1’eau absorbée a la surface. En
présence de monosaccharides, le pourcentage total et aussi le pourcentage de 1’eau
absorbée dans la structure de I’AO ont été plus élevés que le pourcentage d’eau en
présence des autres cryoprotecteurs. Cet effet augmente le risque de perte d’activité
enzymatique pendant I’entreposage. Ces résultats ont aussi montré que le mécanisme
et la vitesse de perte de I’eau de ’AO en présence de monosaccharide étaient
completement différents du mécanisme de perte de I’eau de I’AO en présence des
autres cryoprotecteurs. En plus, les monosaccharides ont fait une réaction secondaire a
la présence de chaleur autour de 150 C, ce quin’a pas été le cas des autres saccharides.
Cette réaction pourrait étre liée au brunissement de Maillard. Etant donné que ’eau a
un role important dans la structure de I’AO, le pourcentage de I’eau doit étre optimisé

pour préserver la structure 3D de I’enzyme.
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L’activité de I’AO commerciale en solution et aussi pendant la lyophilisation a été
mesurée en présence et en absence des cryoprotecteurs par la méthode de dosage
couplé. L'activit¢ de ’AO en solution a été augmentée 10-13% en présence des
monosaccharides et des disaccharides utilisés (tableau 6.8 et 6.9). Il a été suggéré que
les molécules des saccharides, contenant plusieurs groupes hydroxyle dans leur
structure, forment des ponts hydrogénes avec 1’enzyme. Il est possible que cette
intéraction entre I’enzyme et les saccharides utilisés, expose le site actif de 1’enzyme

et le rend plus accessible pour le substrat.

Selon les résultats obtenus (tableau 6.8, 6.9 et 6.11), les monosaccharides (glucose et
fructose), les disaccharides (sucrose et tréhalose) et I’Agent 1b/tréhalose ont eu des
effets bénéfiques sur la stabilité de I’AO pendant la lyophilisation. Le sucrose et le
tréhalose (dépendamment de lot de ’enzyme utilis¢) préservent I’activité de I’AO
approximativement 10%-14% de plus que I’AO sans cryoprotecteur pendant la
lyophilisation. Un effet protecteur de 20 % de I’Agent 1b a été évalué sur I’activité de
I’AQO, mais il faut considérer que 1’Agent 1b contenait 50% tréhalose. Donc, une partie
de protection pourrait étre liée a la présence de tréhalose (figure 6.12). A la méme
concentration de tréhalose, la protection obtenue était de seulement 10%. Ainsi, un
effet protecteur de I’Agent 1b peut étre envisagé. Dans le contexte de la stabilisation
de ’AO, les sucres réducteurs (glucose) ne peuvent pas étre utilisés. Le brunissement
de Maillard commence par une réaction entre le groupe aldéhyde du sucre et le groupe
amine de la protéine formant une base de Schiff. A la suite de cette réaction, une
agrégation de protéines et de matrices se forme. La formation de cette agrégation est

covalente et irréversible (Martins et al., 2001; Zhou et al., 2013).

Les effets des cryoprotecteurs utilisés sur I’amine oxydase ont été vérifiés par
zymographie. La présence de différents protecteurs n'a eu aucun effet sur la mobilité
de l'enzyme sur le gel, mais les cryoprotecteurs pourraient engendrer une diffusion
locale de I’AO provoquant un changement de l'intensité et de 1’épaisseur de la bande

de I'AO. Ainsi, les cryoprotecteurs peuvent affecter I’évaluation de [Dactivité
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enzymatique spécifique sur le gel de zymographie. Etant donné que ces cryoprotecteurs
ont eu des interactions différentes avec 1'AQ, ils ont pu affecter 1’épaisseur et I’intensité
de la bande de zymographie de 1'AO sur SDS-PAGE par différents mécanismes. Par
exemple, lorsque 1'AO a été traitée avec des polysaccharides, en particulier la CMC,
'enzyme pourrait avoir une interaction avec le groupement carboxyle de la CMC, ce
qui pourrait réduire 'intensité et I’épaisseur de la bande de I'AO en zymographie. Les
monosaccharides et les disaccharides sont suffisamment petits pour qu’ils puissent
s'approcher de l'enzyme et s’associer a la structure de I’AO par les liaisons
d’hydrogene. Ces liaisons d’hydrogéne n’ont pas modifié la mobilité de I'enzyme sur
le gel de zymographie, mais elles ont augmenté 1égerement 1’intensité de la bande de
I’AO sur le gel. Puisque le pka de PLP est de 4,11, il pourrait étre sous forme ionique
a pH supérieur. Alors, il est possible que le PLP établisse une paire ionique avec I'amine
oxydase. Puisque le PLP est coloré, il pourrait étre suivi sur le gel au cours de
I’¢lectrophorése. Probablement, une partiec de PLP se déplacerait beaucoup plus
rapidement que la bande de I’enzyme sur le gel. Cependant, une certaine quantité¢ de
PLP pourrait rester associée a ’enzyme, en augmentant ainsi, de fagon artificielle
I’épaisseur de la bande de zymographie de I’AO sur la SDS-PAGE sans que cela
change I’activité de I’AO appliquée sur gel.

Parmi tous les cryoprotecteurs utilisés pendant la lyophilisation de I’AO, les
disaccharides, I’ Agent 1b/tréhalose ou le PLP ont été choisis pour les évaluations plus
profondes pendant I’entreposage de trois mois a 4 C. Apres trois mois, I’AO sous forme
de poudre en absence des cryoprotecteurs a perdu environ 50% de son activité par
rapport a son point de départ avant la lyophilisation, mais la perte de l’activité
enzymatique de I’AO lyophilisée en présence de sucrose et de tréhalose était de 35%
et en présence d’Agent 1b/tréhalose a été de 25%. L’ AO sous forme de comprimé en
absence de cryoprotecteur perd 10% de son activité par rapport au point de départ,

tandis qu’en présence des cryoprotecteurs, I’ AO perd 4% de son activité enzymatique.
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Les résultats obtenus ont confirmé les effets bénéfiques des disaccharides et 1I’Agent

1b pendant la lyophilisation et I’entreposage.
En conclusion, les points saillants de ce projet de maitrise sont :

- Parmi les sources locales, le pois tacheté semble la meilleure.

- Une séparation chromatographique échangeuse de cations (YMC-
BioPro, SP75) permet une purification de I’AO simple et rapide.

- L’AO traitée avec le semicarbazide a été identifiée en tant qu’une
enzyme a cuivre.

- La méthode de lyophilisation en présence de sucrose, tréhalose ou
Agent 1b comme protecteur permet I’obtention des poudres d’AO
avec une bonne activité enzymatique.

- L’Agent 1b en mélange avec tréhalose a montré la meilleure
préservation de I’activité enzymatique a la lyophilisation et durant

trois mois d’entreposage.
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