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RESUME

Les amines oxydases regroupent la grande famille d’enzymes catalysant la
désamination oxydative des amines biogénes en 1’aldéhyde correspondant avec une
consommation d’oxygéne et une production équimolaire de peroxyde d’hydrogéne et
d’ammoniac. Selon le groupement prosthétique, on distingue deux types d’amine
oxydases. Les amine oxydases a cuivre (Cu-AO, EC 1.4.3.6), qui constituent notre
intérét, sont des molécules homodimériques et comprennent pour chaque monomere
un atome de cuivre et un cofacteur 2,4,5-trihydroxyphenylalanine quinone (TPQ)
localisés au niveau du site catalytique. La DAO est une enzyme ubiquitaire et
dépendamment de l'affinité pour le substrat, on distingue plusieurs types de Cu-AO
incluant la diamine oxydase (DAO). La caractérisation in vitro de la DAO d'origine
végétale au cours de ce projet a montré que la DAO serait temporellement stable dans
le SIF (pH 7, 37°C) a des concentrations de I’ordre du micromolaire. De plus, des
comparaisons entre I’enzyme d’origine végétale a celle d’origine animale montre: (i)
une activité 30 fois plus grande, (ii) une bonne acceptabilité¢ réglémentaire et (iii) une
affinité haute pour ’histamine pour la DAO végétale. L histamine assure ses fonctions
biologiques via quatre récepteurs tans-membranaires (H1-4). La contraction des
muscles du colon distal (simulant les processus pathophysiologiques associés a la
dérégulation de la motilité intestinale en cas d'histaminose) de souris augmentait avec
la concentration en histamine. Tout comme la desloratadine (antagoniste du récepteur
H1), la DAO renverserait les effets spasmodiques de I'histamine, avec un effet
amplificateur en présence de PLP 10 uM. En exploitant les récepteurs H1 exprimés sur
les cellules Caco-2, nous avons trouvé judicieux de comparer la capacité de la DAO et
de la desloratadine a inhiber la mobilisation du calcium induite par 1'histamine et
d’estimer la concentration de la DAO présentant des effets similaires a une dose de la
desloratadine. Les travaux ex vivo sur la motilité intestinale et in vitro sur la mobilité
du calcium ont permis d’établir un rapport molaire d’efficacité de 1 pour 4 entre la
DAO et la desloratadine. Donc, ce projet apporte des avancements de connaissances
sur le comportement de la DAO dans le tractus gastrointestinal et permet d’estimer la
concentration de la DAO pouvant avoir des effets similaires a une dose de la
desloratadine. Ceci, pour des travaux futurs visant la formulation de la DAO pour une
administration orale et pour une livraison ciblée au niveau intestinal.

Mots clés: Amine oxydase a cuivre, Histamine, Histaminoses, Maladies
inflammatoires chroniques de I’intestin



ABSTRACT

Amine oxidases are ubiquitous enzymes. They are present in various tissues and
catalyze the oxidative deamination of biogenic amines to the corresponding aldehyde
with consumption of oxygen and equimolar production of hydrogen peroxide and
ammonia. According to the prosthetic group, there are two different amine oxidases.
Copper amine oxidases (Cu-AQO, EC 1.4.3.6) also called diamine oxydase, histaminase,
sensitive amine oxydases and amiloride binding amine oxydases are homodimeric
enzyme and include for each monomer a copper atom and a 24,5-
trihydroxyphenylalanine quinone cofactor (topaquinone, TPQ). Depending of the
amines used as substrates, there are several types of Cu-AO including diamine oxidase
(DAO). DAO is involve in the metabolism of primary amine and histamine, hence the
name histaminase. During the study, the in vitro characterization of vegetal DAO
(vDAO) have shown the stability of DAO dependently of the incubation time in SIF
(pH 7, 37°C). In addition, vDAO present an activity 30 times higher for histamine than
that of commercial DAO from pig kidney. Deleterious effects of histamine can be
alleviated with antihistamine drugs targeting histamine receptors. However, many
antihistamine agents come with various undesirable side effects. Using ex vivo and in
vitro assays, we found that vDAO is more potent than commercial anti-histamine drugs
at inhibiting histamine-induced contraction of murine distal colon muscles. We also
identified pyridoxal 5'-phosphate (vitamin B6) as an effective enhancer of vDAO
antispasmodic activity. Furthermore, we discovered that rectally administered vDAO
can be retained on gut mucosa and remain active. Using Fluo-4 AM as Ca*" tracker and
confocal microscopy visualization, it was found vDAO down regulated histamine-
induced Ca** mobility in intestinal Caco-2 cells. This effect was four time higher than
that obtained with the synthetic desloratadine drug. This advancement of knowledge
will help to formulate the DAO for an oral administration in order to reduce circulating
exogenous histamine in subjects with histamine-related diseases.

Keywords : Copper amine oxidase, Histamine, Histaminosis, Inflammatory bowel
diseases



INTRODUCTION

Le premier chapitre de cette these est une revue de la littérature et regroupe quatre
sections. La prémicre section présente 1’histamine et ses différentes sources endogenes
et exogenes. L’histamine assure de nombreuses fonctions via ses quatre récepteurs
histaminiques H1 a H4; de ce fait, nous avons trouvé¢ judicieux de présenter : (i) ces
différents récepteurs couplés aux protéines G, (ii) les fonctions effectrices suite a
I’activation des récepteurs H, (iii) les différents agonistes (incluant 1’histamine) qui
déclenchent un signal et (iv) les agents qui inhibent (antagonistes) ou renversent

(agonistes inverses) le signal induit par un agoniste.

Un apport excessif de I’histamine (i) serait a I’origine de nombreuses pathologies telles
que des allergies alimentaires et des intoxications liées a 1’histamine; (7i) contribuerait
au développement et au maintien de ’urticaire; (iii) favoriserait la dysmotilit¢ du
tractus gastro-intestinal; (iv) occasionnerait un choc anaphylactique et dans des
situations graves, (v) conduirait a la mort. De plus, I’histamine est un acteur important
dans le maintien et I’apparition des inflammations qui se manifestent dans les maladies
inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI).

Les stratégies thérapeutiques mises en place pour les dysfonctions liées a 1’histamine
consistent soit a:

. Inhiber la synthese de I’histamine (inhiber I’action de I’histidine décarboxylase,
une enzyme qui catalyse la conversion de 1’histidine en histamine)

. Bloquer les récepteurs histaminiques afin que leur liaison avec ’histamine soit

impossible



. Favoriser la voie de biodégradation de I’histamine

La régulation de I’histamine est assurée par deux voies cataboliques : 1’histamine N-
méthyl transférase qui décompose 1’histamine intracellulaire et la diamine oxydase
avec certaines localisations dont la lumiére intestinale, qui décompose 1’histamine

extracellulaire.

La diamine oxydase (DAO), présenté a la deuxiéme section, est une enzyme ubiquitaire.
Elle est exprimée dans tous les régnes du vivant et appartient a la grande famille des
amine oxydases dont le mécanisme d’action consiste a la désamination des amines
biogenes. La particularité avec la diamine oxydase repose sur le fait qu’en plus des
diamines présentes dans la lumiére intestinale, elle a pour substrat 1’histamine,
impliquée dans les maladies entériques et les allergies alimentaires : d’ou I’intérét porté

aux amine oxydases.

De facon plus détaillée, les deux grands groupes d’amine oxydases (amine oxydase a
flavine adénine dinucléotide et les amine oxydases a cuivre) réparties selon le cofacteur
impliqué et des exemples d’amine oxydases pour chaque groupe seront présentés.

De plus, une revue de littérature sur les cellules d’adénocarcinome colorectal humaine
(Caco-2) va. Cette troisieme section permet de comprendre pourquoi la lignée
cellulaire Caco-2 a été sélectionnée comme modele adéquat pour 1’étude des effets
bénéfiques de la DAO en situation d’histaminose ou d’entérite inflammatoire.

La quatrieme section présente les hypotheses et les objectifs de recherche. Le projet
encadre 3 principaux objectifs, présentés sous forme d’articles scientifiques et

correspondants aux chapitres I, Il et IV.

Le chapitre V constitue la discussion et I’avancement des connaissances qui en

découlent de ce projet de these.

Les différentes annexes rapportées a la fin du document recensent en partie, des

activités scientifiques ayant contribuées a la réalisation de ce projet.



CHAPITRE I

REVUE DE LA LITTERATURE

Ce chapitre présente : (i) les différentes origines de I’histamine et les dysfonctions qui
y sont liées dans le tractus gastro-intestinal (TGI), (7i) ’'une des principale voie de
catabolisme de I’histamine exogene : la diamine oxydase (DAO), (iii) un modele
cellulaire pouvant mimer le milieu intestinal (les cellules Caco-2) et (iv) le projet de
recherche. Le systeme digestif et plus précisément 1’intestin joue un réle de défense et
de barriére sélective pour le bon fonctionnement du corps humain. Au cours de la
réponse immunitaire, I’intestin recrute de nombreuses cellules de défenses incluant les

cellules sécrétrices d’histamine.

1.1 Histamine et maladies inflammatoires de 1’intestin

1.1.1 Origine endogene et exogene de 1’histamine

L’histamine (2-(imidazol-4-yl) éthylamine) est une monoamine primaire contenant un
noyau imidazole (Figure 1.1). Elle a été purifiée pour la premiére fois a partir d’ergot
de champignon (Barger and Dale, 1910) et ce n’est qu’en 1927 (Best et al., 1927).
L’histamine aurait une origine endogene et exogene. L’histamine endogene est
synthétisée par décarboxylation de I’histidine par I’histidine décarboxylase (HDC, EC
4.1.1.22) en présence du pyridoxal 5-phosphate (PLP) comme cofacteur (Figure 1.2).
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Figure 1.1 : Structure chimique de I’histamine
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Figure 1.2 : Biosynthese de I’histamine.
L’histidine est décarboxylé en histamine par I’histidine décarboxylase couplée au pyridoxal
phosphate (PLP) comme cofacteur (d’apres Wu et al., 2008).

Une fois formée, I’histamine est stockée dans des vésicules de granulocytes. Ces
cellules sécrétoires, une fois activées en présence d’un antigene, sont reparties en deux
grandes classes (Figure 1.3) :

i) les grands producteurs d’histamine, constitués des mastocytes, des basophiles, des
cellules chromaffines et des neurones histaminergiques, qui produisent des quantités
importantes d’histamine et

ii) les faibles producteurs d’histamine (cellules dendritiques, cellules T, macrophages

et aux cellules épithéliales) qui sécrétent des quantités faibles d’histamine.
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Figure 1.3 : Les cellules sécrétrices d’histamine.

Les grands producteurs d’histamine constitués des mastocytes, des basophiles, des cellules
chromaffines (ECL) et des neurones histaminergiques sont des réservoirs d’une importante
quantité d’histamine. Les cellules faibles productrices d’histamine (cellules dendritiques,
cellules T, les macrophages et les cellules épithéliales), libérent de faible quantité d’histamine
(d’aprés Huang et al., 2018).

La biosynthése de I’histamine par les mastocytes s’expliquerait par le fait que la
sensibilisation antigénique (premier contact avec 1’antigéne) concoure a la production
des immunoglobulines E (Ig E) par les lymphocytes B. La liaison des IgE a leurs
récepteurs spécifiques (FceR1 et FcyR1) exprimés a la surface des mastocytes,
activerait ces dernieres: d’ou I’expression de mastocytes activés. Lors d’un contact

ultérieur avec cet allergeéne (antigéne), les mastocytes activés vont favoriser la

dégranulation des agents pro-inflammatoires, incluant I’histamine (Figure 1.4).
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Figure 1.4 : Dégranulation de I’histamine par les mastocytes activés.

La premiére exposition a un allergene stimule les lymphocytes T a produire des IL-4 et des IL-
13. Ces cytokines stimulent la synthése des immunoglobulines E (IgE) par les lymphocytes B.
Les IgE vont se lier a la surface des mastocytes et les activer. Lors d’un deuxiéme contact avec
le méme allergene, les mastocytes activés vont stimuler la dégranulation des agents pro-
inflammatoires incluant I’histamine, responsable des symptomes liés a ’allergie (d’apres
Brownell, 2004).

En plus de son origine endogéne, I’histamine se retrouve dans I’organisme suite a
I’ingestion des aliments ayant subis un processus de fermentation. En présence d’un
taux anormalement élevé d’histamine (histaminose), 1’intégrité du tractus gastro-

intestinal est habituellement altérée (Figure 1.5).

De plus, I’action des bactéries pro-inflammatoires commensales de I’ intestin représente
une source d’histamine endogéne. D’autre part des bactéries présentes dans certains
aliments fermentés constituent ¢galement une source non négligeable d’histamine

exogene pour 1’organisme.
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Figure 1.5 : Organisation générale de la barric¢re intestinale.

Les cellules épithéliales forment une couche qui fonctionne comme une barriére physique
facilitée par des connexions étroites entre chaque cellule. Un certain nombre de composants
protéiques a jonction serrée scellent la voie paracellulaire et jouent le role de barriére. La
couche de mucus est une barriére essentielle pour limiter le contact entre le microbiome
(pouvant étre constitué de bactéries pro-inflammatoires) et les cellules épithéliales. A- En
conditions d'homéostasie, les cellules immunitaires (lymphocytes T CD*") ignorent la présence
des bactéries commensales et demeurent donc dans un état naif. B- A la suite de l'infection par
un pathogéne gastro-intestinal, 1'intégrit¢ de la muqueuse intestinale peut étre compromise,
permettant la translocation des bactéries commensales vers d'autres organes, suivie par
l'activation et la migration des cellules T spécifiques des bactéries commensales des organes
lymphoides vers la muqueuse intestinale (d’aprés Bouladoux et al., 2013).



1.1.2  Récepteurs histaminiques
1.1.2.1 Récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs)

L’histamine est un agoniste pour des récepteurs histaminique de type RCPG
(récepteurs couplés a la protéine G). Ce sont des récepteurs a sept domaines
transmembranaires organisés sous forme d’hélices reliées entre elles par trois boucles
I’extérieur (E) et trois boucles a I’intérieur (I) de la cellule, encadrées d’un domaine N-

terminal extracellulaire et d’'un domaine C-terminal intracellulaire (Figure 1.6).
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Figure 1.6 : Récepteur a sept domaines transmembranaires.

On dénombre sept domaines transmembranaires (TM 1 a TM 7), un domaine N terminal
extracellulaire, un domaine C-terminal intracellulaire, 3 boucles extracellulaires (E1 a E3) et 3
boucles intracellulaires (Il a 13) (d’apres Trzaskowski et al., 2012).

De plus, les RCPGs jouent un role clé dans la signalisation des molécules messageres
et constituent une cible thérapeutique dans le domaine pharmacologique (Bjarnadottir
et al., 2006; Latek et al., 2012). Les quatre récepteurs histaminiques notés H1-4
(Tableau 1.1) se distinguent les uns des autres par leur fonction, leur structure, leur

distribution et leur affinité pour 1’histamine.
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H1 est exprimé dans différentes cellules incluant les mastocytes; il joue un role dans la
progression et la modulation des allergies médiées par I’histamine. En outre, ces
récepteurs sont sollicités dans les réactions d’hypersensibilité impliquant la voie de la
phosphatidylcholine phospholipase C (PLC). Cependant, les récepteurs H2, H3 et H4

activés sollicitent la voie de I’adénylate cyclase (AC) (Figure 1.7).
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Figure 1.7 : Les récepteurs histaminiques et leurs principales voies de signalisation.
L’activation de H1 par I’histamine déclenche la cascade de signalisation impliquant le
’activation de la phospholipase C (PLC) et de la protéine kinase C (PKC) et I’augmentation
du flux de calcium intracellulaire. L’activation de H2, H3 et H4 induit le recrutement de
messagers secondaires dont adénylate cyclase (AC) et la protéine kinase A (PKA). Ces quatre
récepteurs sont impliqués dans de nombreux processus biologiques (d’aprés Shahid et al.,
2009).

1.1.2.2  Récepteur histaminique H1

Les récepteurs histaminiques H1 sont exprimés par différents tissus et cellules. Ces
protéines sont exprimées majoritairement : (i) a la surface de certaines cellules
immunitaires (mastocytes, ¢éosinophiles, basophiles, neutrophiles, cellules dendritiques,
les cellules de Langerhans (macrophages) et les cellules T) (Albrecht and Dittrich,
2015), (ii) par certaines cellules endothéliales et (iii) par les muscles lisses du systéme

gastro-intestinal (TGI), plus précisément ceux de ’intestin. La présence de récepteurs
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HI sur les cellules endothéliales vasculaires serait responsable de I’hyperperméabilité
vasculaire induite par I’histamine. Cette hyperperméabilité favoriserait 1’intravasation
des micro-organismes dans la circulation générale (Figure 1.5) et 1’apparition de

certaines maladies.

Les récepteurs H1 couplés a la protéine Gag/11, constitué de 487 acides aminés avec
une masse moléculaire de 56 kDa. Ils sont impliqués dans plusieurs processus
biologiques incluant : la formation du cGMP, de la phospholipase A2, 1’activation de
nombreux médiateurs incluant la phospholipase C (PLC), la mobilit¢ du Ca*'
intracellulaire, la contraction des muscles lisses et la mobilité gastrointestinales. La
PLC activée convertit le phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) en inositol
1,4,5-triphosphate (IP3) et 1,2-diacylglycérol (DAG) conduisant a une augmentation
du Ca?" cytosolique (Shahid et al., 2009). Les effets qui résultent de ’activation des
récepteurs histaminiques sont la contraction des muscles lisses (péristaltisme,
bronchoconstriction), la réponse inflammatoire, les allergies alimentaires, le choc
anaphylactique (Masini ef al., 2007) et I’hyperperméabilité paracellulaire (Figure 1.5).
Quelques antagonistes de HI les plus souvent cités sont : desloratadine, loratadine,
Mepyramine, chlorpheniramine, trans-tripolidine, temelastine, promethazine,
diphenhydramine, tripelennamine et chlorpromazine. Excluant [’histamine, les
agonistes de HI1 sont: diméthylhistaprodifen, méthylhistaprodifen, histamine

trifluorométhyl toluidine et 2-(3-trifluoro-méthyl-phényl)histamine.

1.1.2.3  Récepteur histaminique H2

Le H2 couplé a la protéine Gas est exprimé majoritairement dans les cellules pariétales
gastriques, dans les muscles lisses et dans certaines cellules immunitaires (les cellules
B, les cellules dendritiques et les cellules T). Il est constitué d’environ 359 acides
aminées pour une masse moléculaire de 40 kDa. L’activation de H2 induirait la
production de AMPc, suivie de la sécrétion du mucus, d’acide gastrique et d’une

augmentation de la perméabilité vasculaire. De plus, H2 serait impliqué dans
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I’activation des cellules immunitaires. Cette activation est matérialisée par la
production des cytokines, la réduction de dégranulation des basophiles, la prolifération
des cellules T et le recrutement des anticorps. Par cette voie (impliquant H2),
I’histamine stimule ’activation de 1’adénylate cyclase (AC) et ’accumulation de
I’adénosine monophosphate cyclique (AMPc). Les antagonistes H2 les plus courants
sont ciétidine, ranitidine, famotidine, zolantidine, mifentidine et titotidine. Excluant
I’histamine, les agonistes de H2 sont: arpromidine, impromidine, sopromidine,

amthamine et 4-méthylhistamine.

1.1.2.4 Récepteur histaminique H3

Le H3 est exclusivement exprimé par les neurones. L’activation de H3 couplé a la
protéine Gai/o régule I’homéostasie, le cycle éveil/sommeil et I’inflammation. De plus,
cette voie inhibe la production de ’AMPc et stimule la mitogen-activated protein
kinase (MAPK) et I’accumulation du Ca?" intracellulaire. H3 est constitué de 445
acides aminés avec une masse moléculaire de 70 kDa. Les antagonistes de H3 sont
généralement administrés pour traiter 1’obésité, 1’ischémie cardiaque, les désordres
cognitifs et I’insomnie (Ashina et al., 2015; Benly, 2015). Les antagonistes H3 les plus
courants sont : thioperamide, impentamine, iodophenpropit, GR174737, clobenpropit
et ciproxifan. Excluant I’histamine, les agonistes de H3 sont : imetit, immepip et R-o.-

méthylhistamine.

1.1.2.5 Récepteur histaminique H4

Le H4 est exprimé (i) au niveau membranaire de plusieurs cellules immunitaires
(basophiles, mastocytes) et cellules cancéreuses, (ii) sur des tissus et organes tels que
le tissue synovial et les poumons et (7ii) sur le systéme nerveux central. H4 est constitué
de 390 acides aminés. L’activation de H4 couplé a la protéine Ga/io réduirait la
production de I’AMPc qui conduit a I’activation de la MAPK. De plus, 1’activation de

H4 stimulerait la migration des éosinophiles et la maturation des mastocytes qui
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relachent des agents pro-inflammatoires tels que les cytokines, les chimiokines et
I’histamine. Excluant 1’histamine, les agonistes de H1 sont: JNJ 10191584 et
thioperamide. Les agonistes H4 sont : Imetit, immepip, clobenpropit (agoniste partiel)

et 4-méthylhistamine.

1.1.3 Role de I’histamine

L’histamine assure ses différentes fonctions via ses quatre récepteurs histaminiques.
Elle a des effets pléiotropiques dans différents systemes (cardiovasculaire, respiratoire,

digestif, nerveux central et immunitaire).

Dans le systéme circulatoire, I’histamine modulerait la pression sanguine et induirait
la tachycardie et I’arythmie. En outre, elle régulariserait la vasodilatation et la
bronchoconstriction. Dans le systéme nerveux central, I’histamine jouerait le role de
neurotransmetteur. Dans le domaine de la cancérologie, I’histamine serait impliquée
dans la prolifération cellulaire et I’angiogenése des cellules adénocarcinome gastriques

et intestinales.

1.1.3.1 Role de I’histamine dans 1’estomac

La présence de I’histamine et son effet dans la stimulation des sécrétions gastriques de
mammiferes ont été découverts en 1920 (Popielski, 1920). Dans I’estomac, I’histamine
proviendrait des cellules chromaffines gastriques (ECL : Enterochromaffin-like). Les
cellules ECL sont des cellules sécrétrices d’hormones peptidiques et d’histamine. Elles
se présentent sous forme de structure multiforme et sont localisées au fond du gland,
tandis que les cellules pariétales prédominent dans la région médiane (Sacks et al.,
1932). De plus, la gastrine stimulerait la sécrétion de I’histamine par les cellules ECL

(Waldum et al., 1991) (Figure 1.8).
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Figure 1.8 : L activation de H2 par I’histamine stimule la synthése de 1’acide gastrique.

La gastrine secrétée par les cellules G du pylore, stimule le relargage du calcium dans les
cellules pariétales gastriques et la sécrétion de I’histamine par les cellules chromaffines (ECL).
L’activation de H2 par I’histamine induit la synthése la cAMP et la sécrétion de 1’acide
chlorhydrique (HCI) par les cellules pariétales (d’aprés www.ferronfred.cu).

La reconnaissance et la liaison de I’histamine a H2 active 1’adénylate cyclase qui
produit I’AMP cyclique (AMPc). La voie de signalisation de I’AMPc conduit a la
production d’acide gastrique (Figure 1.8). Le blocage de H2 par des agents
antihistaminiques tels que la ranitidine et la cimétidine (section 1.1.2.3) serait I’une des

principales thérapies contre les désordres gastriques li€s a I’histamine.

1.1.3.2 Role de I’histamine dans 1’intestin

L’histamine produite dans I’estomac (Hakanson et al., 1986) ou ingérée a la suite de
I’alimentation (Afilal et al., 2006) est acheminée vers la lumicre intestinale. De plus,
I’action des bactéries commensales (Thomas, 2016) des transporteurs de cations
organiques (qui favorise le passage de I’histamine en provenance de la circulation
générale) et des agents relargués par des cellules sécrétoires serait également a I’origine
de la présence de I’histamine dans la lumicre intestinale (Nolte et al., 1990). La
présence de I’histamine en exces dans le tractus gastrointestinal (TGI) serait liée a

I’apparition ou au maintien de nombreuses dysfonctions entériques telles que les
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allergies, les maladies inflammatoires chroniques de D’intestin et le syndrome de

P’intestin irritable.

1.1.4 Dysfonctions liées a I’histamine
1.1.4.1 Allergies alimentaires ou histaminoses

L’histamine dégranulée par les mastocytes est un pseudo-allergéne, qui régule le
recrutement, la maturation, 1’activation et la migration des cellules immunitaires vers
le site d’inflammation créant ainsi une allergie chronique. Le déséquilibre entre
I’histamine présente dans la lumicre intestinale suite a 1’ingestion d’aliments
contaminés (Figure 1.9 cas 2) et/ou a I’incapacité des enzymes cataboliques a
décomposer 1’histamine (Figure 1.9 cas 3), comparé a un sujet sain (Figure 1.9 cas 1)
conduisent a une intolérance et a une intoxication a I’histamine encore appelée

histaminose.

Les intoxications alimentaires couramment rencontrées sont celles de la scromboidose,
causée par I’ingestion de certaines espeéces de poissons de la famille des Scombridae
(thon et maquereau) et pouvant contenir des concentrations €levées d’histamine suite a
une mauvaise conservation durant le transport ou le stockage.

Ce trouble se manifeste par des dysfonctions intestinales majeures incluant des pseudo-
allergies alimentaires, des intolérances et des intoxications a I’histamine pour
lesquelles a date, il n’y a pas de traitements disponibles. De plus, I’histamine étant un
agent pro-inflammatoire, il rend plus difficile la rémission chez des patients souffrant

des maladies inflammatoires chroniques de I’intestin.
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Figure 1.9 : Les différents profils de I’histamine ingérée au niveau intestinal.

Cas 1: sujet sain. L’aliment ingéré contient une concentration inférieure de 10 mg/Kg
d’histamine; il existe un équilibre entre 1’histamine circulante et celle dégradée. Le cas 2: une
intoxication alimentaire diie a I’ingestion d’aliments riches en histamine génere un déséquilibre
entre I’histamine circulante et les enzymes cataboliques. On assiste donc a une intoxication diie
a DI’histamine. Le cas 3 : les enzymes cataboliques sont déficientes ou leurs activités
métaboliques sont réduites ce qui génére un déséquilibre entre I’histamine circulante et celle
dégradée. On assiste donc a une intolérance a I’histamine (d’apres Kovacova-Hanuskova ef al.,
2015).

1.1.4.2 Maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI)

Au cours de la réponse immunitaire, 1’histamine relachée est un médiateur et un acteur
clé dans le processus de I’inflammation (Benly, 2015). Le cercle vicieux (présence
d’histamine - activation des mastocytes suite a 1’histamine (pseudo-allergéne) —
dégranulation de I’histamine par les mastocytes activés) entretient la réponse
inflammatoire d’ou I’inflammation chronique. Lorsque I’inflammation chronique se vit
au niveau de la muqueuse intestinale, on parle de maladies inflammatoires chroniques

de I’intestin (MICI) (Actis ef al., 2019).
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Les MICI sont des maladies inflammatoires chroniques du systéme digestif
caractérisées par 1’inflammation du tractus gastrointestinal (Abraham et al., 2009) et
une hyperpermeabilité de I’intestin (Turpin et al., 2020) qui évoluent par poussées (ou
crises) et avec des phases de rémission. La prévalence est sans cesse croissante pouvant
atteindre 1 200 sur 100 000 habitants en Amérique du nord. Au Canada, environ
270 000 personnes vivaient avec une MICI en 2018, soit une prévalence de 0,67 %. De
plus, 10 200 nouveaux cas seraient recensés chaque année (Rocchi et al., 2012). Les
MICI peuvent étre diagnostiquées a tout age; toutefois des personnes dans la vingtaine
ou la trentaine constitueraient la population la plus touchée par la maladie. Quant a la
population plus jeune, environ 5 900 enfants canadiens de moins de 18 ans en sont
atteints. En plus de I’impact sanitaire, cette maladie aurait également un impact
économique important. En 2012, la maladie a engendré des dépenses estimées a plus
de 2.8 milliards de dollars (prés de 12 000 $ par patient atteint) distribuées suivant des
couts directs et indirects. Les colits médicaux directs évalués en 2018 ont été estimés a
plus de 1.2 milliard de dollars par année (Kuenzig et al., 2019), ces frais ont été

organisés suivant les :

. Cotts des médicaments ($521 millions),
. Hospitalisations ($345 millions) et
. Visites chez le médecin ($132 millions).

Les cofits indirects représentent les dépenses pour la société et pour les patients. Ils
totalisent 1.6 milliard de dollars avec une prédominance pour des pertes de productivité

a long terme pouvant atteindre $979 millions.

Les MICI se caractérisent principalement par des crises de douleurs abdominales, des
diarrhées (qui peuvent durer plusieurs semaines voire plusieurs mois), des flatulences,
des ballonnements et de la fatigue. Bien que ces maladies présentent des similitudes,
on rencontre des disparités. En fonction du segment de I’intestin enflammé et de
I’intensité de I’inflammation, les MICI sont classées en deux principales maladies: la

maladie de Crohn et la colite ulcéreuse (Figure 1.10 et Figure 1.11).
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Figure 1.10 : Présentation générale des deux principaux types de maladies inflammatoires
chroniques de ’intestin.

La maladie de Crohn: I’inflammation aigué (couleur rouge) sur tout le tube digestif. La colite
ulcéreuse: I’inflammation du c6lon ascendant (d’apres le site web www.Medisite.fr).

1.1.4.2.1 Maladie de Crohn (MC)

Découverte par le groupe de recherche du Dr. Burrill B. Crohn a I’hépital du Mount
Sinai a New York en 1932 (Brotherton et al., 2013), la MC est une maladie plus
fréquente dans les pays industrialisés ou I’Amérique du Nord constitue la partie du
globe la plus touchée par cette maladie. Au Canada et plus précisément au Québec
I’incidence de la maladie est autour de 17.4 et 10.1 sur 100 000 habitants pour la MC
et la colite ulcéreuse (CU), respectivement; comparativement aux données rapportées
(Bernstein ef al., 2006) dont I’incidence sur tout le territoire canadien était de 8.32 et
4.34 pour la MC et la CU, respectivement. Ces données montrent que les MICI

croissent de facon exponentielle en fonction des années.

Contrairement a la CU qui est localisée principalement au niveau du cdlon et du rectum
(Figure 1.10), la MC se manifeste (dans la majorité des cas) par une inflammation sur

plusieurs sections du tube digestif : I’cesophage, I’estomac et ’anus (Figure 1.12).


http://www.medisite.fr/
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Figure 1.11 : Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin.

Comparaison des segments d’intestin de sujets sains (gauche), souffrant de la maladie de Crohn
(MC, milieu) et de la colite ulcéreuse (UC, droite). A: Un rétrécissement de la lumicre
intestinale dans le cas de MC et I’apparition d’ulcéres dans le cas de la CU en comparaison au
cOlon sain. B: les résultats d’endoscopie des trois situations du c6lon (sain, MC et CU). C: la
perte d’intégrité de la muqueuse intestinale dans la MC et la perte d’épaisseur de la muqueuse
dans la CU en comparaison au cOlon sain (d’aprés Frei et al, 2011 et d’apres
www.hopkinsmedicine.org).

En plus de I’inflammation, on observe une perte de la fonction protectrice de la
mugqueuse (aspect également rencontré dans le cas de la CU), I’apparition de fistule
(qui traduirait une inflammation profonde des couches de la muqueuse intestinale) et

de polypes (Figure 1.13).

La MC est une maladie auto-immune caractérisée par une inflammation anormale au
niveau de ’intestin (Figure 1.12). Elle se développe de fagon sournoise durant les

premicres années de la maladie. De plus, les manifestations cliniques pourraient varier
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d’un patient a un autre. La majorité des sujets atteints de la MC présente 1’intestin
enflammé tandis que seul 20 % des patients auraient I’inflammation confinée au niveau

du colon (Hendrickson, et al., 2002).

Figure 1.12 : Présentation générale de de la maladie de Crohn.

L’inflammation est récurrente sur toutes les parties constituantes du tube digestif. Un
grossissement de I’appendice montre 1’ulcération de la muqueuse et un épaississement de la
paroi chez les patients de la maladie de Crohn comparé aux sujets normaux (d’aprés
www.ramsaygds.fr).

La lumicere intestinale est un milieu dynamique incluant le processus d’inflammation.
Le systéme immunitaire jouerait un role clé dans 1’équilibre entre les différents acteurs
de I’inflammation et pourrait induire par la méme occasion une réponse immunitaire
afin de maintenir I’intégrité de la muqueuse intestinale. De plus le microbiote intestinal
(constitué¢ de plus de 500 especes de bactéries commensales vivant en symbiose avec
le milieu intestinal de 1’hote) régulerait également 1’intégrité de la muqueuse intestinale

(Zhang et al., 2015; Chelakkot ef al., 2018).
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Figure 1.13 : Extraction de polypes.
Intervention chirurgicale matérialisant I’extraction d’un polype dans une situation de MICI
(d’aprés www.medicfoto.ru).

En situations pathologiques, ’augmentation de la perméabilité intestinale est associée
a un risque accru de passage d’antigénes dans le milieu vasculaire, traduit un
dysfonctionnement de la réponse inflammatoire au niveau intestinal et donc la MC.

La MC est présente majoritairement dans la population adulte mais elle a également
été diagnostiquée chez des enfants, des adolescents et des jeunes adultes. Tout comme
la CU, la prévalence de la MC croit avec les années dans le monde (au Canada environ
248 sur 100 00 habitants vivraient avec cette maladie) et de ce fait cette maladie aurait
de nombreuses répercussions économiques puisqu’elle diminue la productivité
économique et la vie sociale des malades. En plus des manifestations intestinales citées
plus haut (diarrhées et douleurs abdominales), il y aurait également des manifestations
extra-intestinales. Il s’agit entre autres de I’arthrite, de la dermatite, des troubles de la

vision, de I’ostéoporose, de la déficience en vitamine B12 et de la cirrhose du foie.

1.1.4.2.2 Colite ulcéreuse (CU)

La CU se manifeste par une inflammation des couches superficielles du cdlon
ascendant. Elle est plus répandue dans les pays du nord incluant le Canada avec une

prévalence chez les hommes supérieure a celle chez les femmes.


http://www.medicfoto.ru/
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On retrouve également les colites indéterminées actuellement appelées colites non
classées, ce sont des cas rares qui sont des formes frontiéres entre la MC et la CU. En
fonction du segment du célon enflammé, on distingue quatre sous-types de CU : la
pancolite, la rectosigmoidite, la recto-colite distale, la rectite (Figure 1.14) et la
rectocolite extensive. La pancolite est matérialisée par une inflammation de tout le
colon (ascendant, transversal et descendant) et du rectum. La rectosigmoidite, quant a
elle est caractérisée par I’inflammation de la partie terminale du colon ascendant et du
rectum. En ce qui concerne la recto-colite distale, toute la section distale du gros
intestin est enflammé et finalement, la rectite est matérialisée par I’inflammation de la

partie terminale du rectum (approximativement la moiti¢ inférieure du rectum).

Pancolite  Recto-colite distale Rectosigmoidite Rectite

Figure 1.14 : La colite ulcéreuse.
Les différents sites d’inflammation en cas de la colite ulcéreuse (d’aprés www.hepatoweb.com).

Les méthodes de dépistage de la maladie sont principalement basées sur 1’imagerie
(iléo colonoscopie et I’endoscopie) et des tests sérologiques qui permettent d’évaluer

des marqueurs de I’inflammation et qui permettent de distinguer la CU de la MC.

A ce jour, aucune action préventive n’a été mise sur pied. Les méthodes curatives
actuelles consisteraient a enlever (par intervention chirurgicale) les parties de 1’intestin
enflammeées et les polypes (Figure 1.13) afin de stopper I’évolution de la maladie. De
plus I’administration de corticostéroides, d’acide 5-aminosalicilique (5-ASA ou
mésalazine), d’immunosuppresseurs ou d’immunomodulateurs (Humira, Remicade)

soulagerait momentanément les patients.


http://www.hepatoweb.com/
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Bien que I’origine de la maladie reste encore non ¢élucidée, de nombreux chercheurs
ont établi un lien entre 1’évolution de la maladie avec le style de vie (le régime
alimentaire, la composition du microbiote), I’environnement et 1’héritage génétique.
Dans ce méme sens, I’histamine, un agent pro-inflammatoire favoriserait le maintien

d’un cercle vicieux autour de la maladie.

1.1.4.3 Syndrome de I’intestin irritable

Le SCI est une condition multifactorielle complexe causée par une dérégulation de
communication entre le cerveau et l’intestin. Il est caractérisé par 1’apparition
d’anomalies motrices et sensorielles intestinales. Le SCI se traduit par divers
symptomes fonctionnels gastro-intestinaux incluant des douleurs abdominales
récurrentes, des changements dans les habitudes intestinales, de la diarrhée ou de la
constipation, des ballonnements et une urgence de la défécation. On classifie le
syndrome du cdlon irritable en fonction de symptdmes selon lesquels la constipation
ou bien la diarrhée prédomine, ou encore s’il y a alternance entre diarrhée et
constipation, suivie de douleurs abdominales récurrentes (soulagées par la défécation).
De plus, la présence de mastocytes activés sérait impliquée dans le developpement et

I’entretient du SCI (Lee ef al.,2016).

Face a I’échec général de la médecine a trouver des traitements thérapeutiques efficaces
de nombreux patients se tournent vers la médecine douce et complémentaire afin de
trouver un soulagement face aux inconvénients directs et indirects du SCI (Birtwhistle,

2009).

1.1.5 Me¢éthodes préventives et curatives des affections diies a I’histamine
1.1.5.1 Aspects préventifs

Présentement, aucune thérapie préventives pour les affections diies a I’histamine. Les
services sanitaires préconisent une alimentation saine et proscrivent la consommation

de certains aliments fermentés pouvant contenir des taux élévés d’histamine. De plus
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dans le marché on note 1’apparition de suppléments alimentaires a base de la diamine
oxydase de rein de porc (DAOSIN) qui pourrait présenter une certaine action

préventive.

1.1.5.2 Aspects curatifs

Concernant ’aspect curatif, on retrouve actuellement sur le marché de nombreux
agents antihistaminiques dont le mécanisme consiste a inhiber 1’action de I’histamine.
Il s’agit des antagonistes et/ou des agonistes inverses des récepteurs histaminiques
(Zhou and Huang, 2020). Ces agents antihistaminiques sont identiques a ceux présentés

ala section 1.1.2.

En plus des agents antihistaminiques, on retrouve également des inhibiteurs de
I’histidine décarboxylase ainsi que des suppléments alimentaires a base de la diamine

oxydase extraite de rein de porc.

1.2 Amine oxydases

1.2.1 Classification des amine oxydases

Les amine oxydases (EC 1.4.3. ) sont des enzymes ubiquitaires impliquées dans le
métabolisme des amines exogenes et endogenes. Elles sont exprimées dans les
microorganismes (les champignons, les levures, les bactéries a Gram-positifs et les
bactéries a Gram-négatifs), les plantes et les mammiferes. Les AO catalysent la
déamination oxydative d'un grand nombre d’amines biogenes pour former I'aldéhyde
correspondant, du peroxyde d'hydrogéne et de I'ammoniaque (Mondovi et al., 1982).
Selon le cofacteur, on distingue deux grandes classes d’amines oxydases : les amine
oxydases a flavine adénine dinucléotide (FAD-AO) et les amine oxydases a cuivre (Cu-

AO).



24

1.2.2 Amine oxydases a FAD (FAD-AO)

Les FAD-AO (EC 1.4.3.4) ont généralement pour substrat des monoamines et
polyamines. Dans le régne végétal on les rencontre chez les plantes monocotylédones
et rarement chez les dicotylédones. Les FAD-AQO sont caractérisées par la présence au
niveau de leur site de liaison d’un motif Gly-X-Gly-X-X-Gly (Wierenga et al., 1983;
Tavladoraki et al., 1998). Toutefois, on distingue plusieurs types de FAD-AO.

1.2.2.1 N'-acétylpolyamine oxydase

La Nl-acétylpolyamine oxydase (EC 1.5.3.13) présente une structure
conformationnelle constituée principalement d’hélices alpha (Gawandi and Fitzpatrick,
2007). D’aprés le serveur de Protein Data Base (PDB), 1a N'-acétylpolyamine oxydase
(acétyl PAO, PDB : 5LGB) est une enzyme monomeérique, non glycosylé d’environ
504 acides aminés avec une masse moléculaire de 55.4 kDa, 36% d’hélice o et 18 %

de feuillet B (Figurel.15).

Figure 1.15 : Structure sécondaire de la N'-acétylpolyamine oxydase de souris.

Structure cristalline de la N'-acétylpolyamine oxydase de souris, obtenue par diffraction au
Rayon-X de la N'-acétylpolyamine oxydase complexé avec MDL72527 avec une resolution de
1.8A. (PDB : 5LGB).

Le geéne de cette enzyme a FAD est localisé généralement sur le chromosome X chez

les mammiferes (Battaglia, 2013). L’enzyme a une affinité élevée pour les amines
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acétylées (Figure 1.16). On la rencontre dans le péroxysome et elle est: (i) sur-
exprimée dans le foie et 1’estomac; (ii) sous-exprimée dans le cceur, le thymus,
I’intestin gréle, les muscles, le pancréas, 1’utérus et les seins; (iii) et trés sous-exprimée
dans le cerveau, la peau et les testicules de souris. C’est une enzyme monomérique

ayant deux isoformes.

Nl-Acétylspermine + O, + H,O ——— Spermidine + H,0, + 3-Acétamidopropanal (A)
Acétyl- PAO
Nl-Acétylspermidine+ O, + H,0 —— Putrescine + H,0, + 3-Acétamidopropanal (B)

Figure 1.16 : Mécanisme d’action de 1’acétylpolyamine oxydase.

Désamination oxydative de (A) I’acétylspermine et de (B) I’acétylspermidine par I’acétylamine
oxydase avec formation de I’aldéhyde correspondant (spermidine ou putrescine), du peroxyde
d’hydrogene et de la 3-acetamidopropanal (d’aprés Gawandi ef al., 2007).

1.2.2.2 Monoamine oxydases (MAO)

Les MAO sont localisées dans la membrane externe des mitochondries et catalysent la
désamination oxydative des amines biogenes et xénobiotiques au niveau du systéme
nerveux central et périphérique. Contrairement aux autres flavoamine oxydases, la
MALO ¢établit des liaisons covalentes avec la FAD. Elle est connue par son réle dans le
ciblage des médicaments antidépresseurs et neuroprotecteurs. Le géne de la MAO est
exprimé sur le chromosome humain X. Elle posséde deux isoformes issues de
I’épissage alternatif a savoir : A et B, notées MAO A et MAO B, respectivement. Les
deux isoformes ont approximativement 70% de similitude pour la séquence primaire.
MAO A et MAO B sont coexprimées dans la majorité des tissus humains a I’exception :

. du placenta, ou I’expression de MAO A est prédominante

. des plaquettes sanguines et des lymphocytes qui expriment

majoritairement la MAO B.

Le site de liaison de la MAO B représente une «cage» aromatique formée par deux
résidus de tyrosine a la position 398 et 435, respectivement. Le site de liaison permet

de distinguer la MAO B de la MAO A et de sélectionner des inhibiteurs spécifiques
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pour chaque isoforme la déprenyl et la clorgyline pour la MAO B et A, respectivement

(Knoll, 1989). (Knoll 1972 et johnston 1968).

Les substrats spécifiques de la MAO A sont des amines biogénes telles que la
sérotonine, la norépinéphrine et 1’épinéphrine; tandis que la MAO B a une plus grande
affinité pour la benzylamine (Lewinsohn et al., 1978) et phenyléthylamine (Grimsby
et al., 1997). De plus, la MAO B décompose les amines xénobiotiques telles que la 1-
méhyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine (qui est oxydée en une espéce
neurotoxique impliquée dans le développement de la maladie de Parkinson). La

dopamine, la tyramine et la tryptamine sont des substrats communs aux deux isoformes.

Figure 1.17 : Structure secondaire de la monoamine oxydase B humaine.

La monoamine oxydase B est constituée de deux monomeres représentés en bleu et rouge
(PDB :1GOS).

La MAO A est constituée de 411 acides aminés avec un poids moléculaire de 46.5 kDa,
tandis que la MAO B, rencontrée dans la membrane externe mitochondriale chez
I’humain et mentionnée a titre d’exemple (PDB : 1GOS), est une enzyme (EC 1.4.3.4)
dimérique, symétrique (Figure 1.17) et non glycosylée, constituée d’environ 35 %
d’hélice a, 18 % de feuillet B, 520 résidus avec une masse moléculaire de 59.5 kDa
approximativement. La modification post traductionnelle serait caractérisée par

I’acétylation du résidu de sérine a la position 2.
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1.2.2.3 D-amino acide oxydase (D-AAO)

Le gene de la D-AAO (EC 1.4.3.3) est localis¢ sur le chromosome 14 chez les
mammiferes et est exprimé majoritairement dans les reins de porc. Cette amine oxydase
est localisée dans la membrane externe mitochondriale, le peroxysome, la membrane
externe du péroxysome et dans le cytosol. Elle jouerait un réle dans la dimérisation des
protéines. De plus, la D-AAO catalyse la désamination des acides aminés (proline, D-
sérine et D-alanine) en oxo carboxylate correspondant (Figure 1.18). tout comme la
MAO B, la D-AAO (PDB: 3WGT) est un dimére (Figure 1.19) non glycosylé
constiitué de 347 résidus d’acides aminés avec une masse moléculaire de 39.3 kDa et

une prédominance pour la conformation hélice a (soit 30% hélice a et 28 % feuillet 3).

D-acideamingé
D- acide aminé + O, + H,O Oxocarboxylate+ H,O, + NH;
oxydase

Figure 1.18 : Mécanisme d’action de la D-amino acide oxydase.
Désamination oxydative du D-a-acide aminé par la D-amino acide oxydase avec formation de
I’oxocarboxylate, du peroxyde d’hydrogéne et de I’ammoniac.

Des études antérieures ont montré que la D-AAO présente dans les reins de porc (1p)
serait convertie en une autre amine oxydase R-stéréosélective (D-AAOrp) et son role
consisterait a déracémiser les acides aminés racémiques indiqués a ’exemple de la

méthylbenzylamine.

Figure 1.19 : Stucture secondaire de la D-amino acide oxydase.
La D-amino acide oxydase est une enzyme homodimérique, chaque monomeére se distingue par
la couleur. La structure cristalline a été obtenue au rayon X (PDB : 3WGT)
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1.2.2.4 Polyamine oxydases (PAO)

L’intérét pour le métabolisme des polyamines s’est accru au milieu XX Siecle grace a
son effet antitumoral. En effet, I’accumulation d’analogues de polyamine induirait la
fragmentation de I’ADN et la mort cellulaire par apoptose en stimulant le catabolisme

des polyamines par la PAO avec la production concomitante du H>O» toxique.

Les PAO sont généralement des homodiméres non symétrique (PBD: 1HSI),
contenant une molécule de FAD par monomere. Elles oxydent I’amine secondaire des
polyamines telles que la spermine, la spermidine (Figure 1.20), la N'-acetylspermine,

la N'-acetylspermidine (Tableau 1.1) et dans certaines situations la nor-spermine.

Polyamine
Spemmidine + O, + H,O = Amincbutanal + Hy0, + Propane-13-dianine
oxydase

Figure 1.20 : Mécanisme d’action des polyamines oxydases.
Désamination oxydative de la spermidine et formation de I’aminobutanal avec une production
concormitante du péroxyde d’hydrogéne et du propane-1,3-diamine.

Tableau 1.1 : Les différents substrats de la polyamine oxydase et de la N'-acétylpolyamine
oxydase.

La constante de Michaelis (Km) obtenue suite a la désamination oxydative de différents
substrats par la polyamine oxydase (PAO) pH 6.5 et la N'-acétylpolyamine oxydase (N'-acétyl
PAO), a 30 °C dans 50 mM KH,PO,/KOH, pH 7.6 (d’aprés Li et al., 2006).

Kwm (uM)

Substrats PAO (pH 6.5) N'-acétylPAO (pH 7.6)
N'-Acetyl-SPM 62 1.78 £0.10
N'-Acetyl-SPD 274 36.8 £ 1.1
SPM 38 716 + 33
SPD 40 0
BESPM 150+ 10
BENSPM 1577

SPM, spermine; SPD, spermidine; BESPM, N'! N'2-bisethylspermine

Exprimée chez les Brassicaceae et les Poaceae, on retrouve la PAO dans la paroi

cellulaire, I’espace extracellulaire et 1’apoplasme. L’absence de groupement chargé
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dans son site catalytique serait responsable de la reconnaissance de substrats
polyamines de grande taille. C’est une enzyme (EC 1.5.3.17) N-glycosylée (un site de
glycosylation a la position 105 : N-acétyl-D-glucosamine - N4-(N-aceétylamino)
glucosyl-asparagine) avec une masse moléculaire autour de 56.3 KDa pour environ 472
acides aminés. La PAO a une conformation majoritairement d’hélice a (30% d’hélice
a et 28% de feuillet B ) Elle régulerait la concentration des polyamines intracellulaires.
La structure primaire et tertiaire de la PAO de mais furent les premicéres a étre

caractérisées par diffraction de rayon X (Figure 1.21).

Figure 1.21 : Structure secondaire de la polyamine oxydase.
La structure crystalline de la polyamine oxydase a 1’état réduite. Les deuxmonomeére qui
constituent I’enzyme se distinguent par la différence de couleur ( PBD : 1H81).

1.2.3  Amine oxydases a cuivre (Cu-AO)

Différemment des FAD-AO qui peuvent catalyser 1'oxydation des amines primaires,
secondaires ou tertiaires (Binda ef al,, 2002), les CuAO catalysent habituellement
I'oxydation de la fonction amine primaire des polyamines et de I’histamine d’ou
I’appellation d’histaminase. En plus du cuivre, les Cu-DAO présentent au niveau du
site catalytique un autre cofacteur : la 2,4,5-trihydroxyphenylalanine quinone (TPQ)
(Mondovi et al., 1994;) issue de la modification de la tyrosine et pouvant lier des
inhibiteurs tels que la sémicarbazide et I’amiloride, d’ou 1’appellation de AO sensible

a la sémicarbazide (SSAO) ou de AO liant I’amiloride. Contrairement aux FAD-AQO)
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les Cu-AO sont glycosylées (a 1’exception des Cu-AO d’origine bactérienne) et
posseédent un signal peptidique. De plus les FAD-AO sont majoritairement des alpha
protéines (prédominance de la conformation d’hélices a) or les Cu-AO sont des beta
protéines (prédominance pour les conformations des feuillets ). Les Cu-AO sont des
homodiméres composés d’environ 700 résidus et présents dans tous les régnes du
vivant (microbien, végétal et animal). La Cu-AO (EC 1.4.3.6) catalyse la déamination
oxydative des amines primaires en aldéhyde correspondant avec la production

concomitante du peroxyde d’hydrogeéne et de I’ ammoniac (Figure 1.22).

Amineoxydase a
RCH,NH, + O, + H,O - RCHO + H,0, + NH;,
cuivre

Figure 1.22 : Mécanisme d’action des amines oxydases a cuivre.
Désamination oxydative de I’amine primaire et formation de I’acétaldehyde correspondant
avec une production de péroxyde d’hydrogéne et d’ammoniac.

1.2.3.1 Pea seedling amine oxidase (PsAQO)

PsAQ est une amine oxydase homodimérique (PDB : 1KSI, Figure 1.23) extraite des
plantules de petits pois verts. Elle est localisée dans la paroi cellulaire. La maturation
de l’enzyme (EC 1.4.3.6) est caractérisée par la N-glycosylation des résidus
d’asparagine (N4-(N-acetylamino) glucosyl-L-asparagine). La PsAO comprend 642
acides aminés (147.7kDa) avec 5 résidus de lysine par monomere et quatre sites
potentiels de glycosylation (Asnl31-Leu—Ser, Asn334—Gly—Thr, Asn364—Glu—Ser et
Asn558—Arg-Thr) (Guss et al., 2009). La modification du résidu de tyrosine de la

séquence conservée en 2°,4’,5’-topaquinone (TPQ) (Wertz and Klinman, 2011).

La conformation bioactive de la PSAO est constituée majoritairement de feuillet B (12 %
hélice a et 42 % feuillet B). Elle joue de nombreux rdles biologiques incluant la
différentiation et la croissance cellulaire, et la synthése de certains facteurs de
croissance. Elle permet la régulation des amines primaires telles que la putrescine et

I’histamine. La réaction catalytique requiere la TPQ comme cofacteur et la présence
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d’un atome de cuivre a chaque monomere. L’atome de cuivre est aussi impliqué dans

la biogenése de la topaquinone fonctionnelle et dans la maturation de I’enzyme.

Figure 1.23 : Stucture secondaire de I’ amine oxydase de Pisum sativum.
La structure cristaline de I’amine oxydase de Pisum sativum provient des pea seedlings avec
une resolution de 2.2A (PDB : 1KSI).

1.2.3.2 Human diamine oxidase (hDAO)

Les mammiferes a I’exemple de I’humain ont quatre génes (AOC1-4) qui codent pour
la Cu-AO:
e La AOC 1 (ou ABPI1 : Amiloride Binding Protein 1) code pour la diamine
oxydase (DAO) qui décompose I’histamine (Figure 1.24).
e [’AOC 2 code pour la rétine amine oxydase (RAO), tandis que

e [’AOC 3 code pour I’amine oxydase membranaire connue sous 1’appellation

de VAP-1 (Vascular Adhesion Protein-1) et

e [’AOC4 code pour la forme soluble de VAP-1, non rattachée a la membrane

extracellulaire.
Histamine+ O, + H,0 » Imidazole acétaldéhyde + H,0, + NH;{A)
Putrezcine + O; + H;O = A Pyrroline + H:O; + NH; (B)

Figure 1.24 : Désamination oxydative de 1’histamine et de la putrescine par la DAO.
(A) L’histamine et (B) la putrescine sont oxydées en imidazole acétaldéhyde et pyrroline,
respectivement, avec production équimolaire du H>O, et du NHs.
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Les VAP-1 et RAO présentent 65% d’homologie séquentielle tandis que la DAO
présente seulement ~38% d’identité avec VAP-1 ou RAO (Schwelberger, 2006).

Chez I’humain, la VAP-1 soluble proviendrait de la VAP-1 attachée a la membrane et
clivée par des protéases. De plus VAP-1 serait sur-régulée dans les sites
d’inflammation. La DAO a été initialement identifi¢e comme une enzyme qui
décompose I’histamine exogeéne sur de differents tissus (foie et poumon) d’ou

I’appellation d’histaminase.

La hDAO est un homodimere (PDB : 3HI7, Figure 1.25) dont chaque sous unité
comprend un ion de cuivre, deux ions de calcium et une molécule de TPQ (issue de la
modification de la modification post-traductionnelle). De plus, la DAO est constituée
d’environ 731 acides aminés (170.6 kDa) et présente quatre sites de glycosylation (N-
acétyl-D-glucosamine - N4-(N-acétylamino)glucosyl-L-asparagine) localisés aux
positions 110, 168, 538 et 745. Cette AO a majorité feuillet B (16 % Hélice a 38 %
Feuillet ) assure le catabolisme des polyamine primaire et de 1’histamine. Elle est
également connue sous ’appellation de I’amiloride binding AO ou semicarbazide-
sensitive AO due au rdle inhibiteur de I’amiloride et de la sémicarbazide sur cette

derniére.

Figure 1.25 : Structure cristalline de la diamine oxydase humaine.
Les deux monomeéres se distinguent par la couleur. La diamine oxydase humaine a été exprimée
chez Drosophila melanogaster (PDB 3HI7).
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1.2.3.3 Protéine-lysine 6-oxydase

Extraite de levure (Pichia pastoris) la protéine-lysine 6-oxydase (PDB : 1N9E, Figure
1.26) est une enzyme ubiquitaire, appartenant a la famille des lysyl oxydases (EC

1.4.3.13). Elle est synthétisée sous forme d'une pré-protéine de 50 kDa contenant 3

domaines :
. le signal peptidique constitué des 21 prémiers résidus d’acides aminés
. le domaine pro-peptidique (du 22°™ aul162°™ acides aminés) et
. le domaine catalytique C-terminal (du 162%™ au 417°™ acide aminé), de

32 kDa, est activé apres clivage protéolytique.

La protéine-lysine 6-oxydase est un homodimére avec une conformation secondaire
constituée majoritairement de feuillet B (13% d’hélice a et 37% de feuillets p). Le
mécanisme d’action de la protéine-lysine 6-oxydase consiste en I’oxydation des résidus
de peptidyl lysine et d’hydroxylysine dans le collagéne et les résidus de lysine dans
I’¢lastine pour produire du peptidyl a-aminoadipique-d-semialdéhydes (Sethi et al.,

2012).

Figure 1.26 : Structure secondaire de la lysine oxydase.
La structure cristalline de la lysine oxydase de Pichia pastoris présente deux monomeres
représentée par différente couleur (PDB : IN9E).

Les amine oxydases sont impliquées dans des modifications post traductionnelles des
protéines. L’oxydation des acides aminés avec des groupes amines libres (la lysine,

I’arginine) des protéines constituant les villosités intestinales peut conduire a la
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rétention (liaison covalente) des amine oxydases a la lumicre intestinale (Wang et
al., 1996).
La protéine-lysine 6-oxydase est essentielle au cours de la morphogenése :
. Développement musculaire, des voies respiratoires distales et
proximales et a la formation d’alvéoles dans les poumons
. Affecte de la différenciation des ostéoblastes en formant des
réticulations dans la matrice de collagéne environnante
. Impliqué dans la réparation des tissus conjonctifs des systémes
cardiovasculaire, respiratoire, squelettique et d’autres organes.
. Induire une réticulation entre les lysines des histones du noyau (Kagan
and Li, 2003).
. Agent chimiotactique puissant pour les monocytes et les cellules

musculaires lisses vasculaires

1.2.3.4 Amine oxydase sérique (SAO)

La SAO extraite de sérum de boeuf est un homodimere (PDB : 1TUS, Figure 1.27)
dont chaque sous-unité contient deux ions de calcium, un ion de cuivre et une molécule

de TPQ (issue de la modification post-traductionnelle).

Les deux monomeres sont structuralement équivalents (excluant des différences
mineures observées au niveau de leur site actif respectif). Toute fois le site catalytique
de I’enzyme différe de celui des autres Cu-AO d’ou la spécificité du substrat.
Constituée de 762 résidus (dont les 16 premiers constituent le signal peptidique et le
reste la protéine proprement dite), de 168 kDa, de 13 % Hélice a et de 37 % Feuillet B,
la SAO oxyde I’amine primaire des amines biogenes aliphatiques. (Seiler, 1995;

Schwelberger, 2007).
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Figure 1.27 : Structure secondaire de I’amine oxydase a cuivre du plasma de bovin.
Les deux monoméres de I’amine oxydase sérique bovine se distingue par les couleurs (PDB :
1TUY).

1.2.3.5 Phényléthylamine oxydase

La phényléthylamine oxydase extraite de Arthrobacter globiformis (PDB : 1UI7) est
une enzyme a cuivre (EC 1.4.3.21) constituée de : (i) 638 acides aminés (140 kDa), (ii)
feuillets B principalement (41% feuillets B versus 11% hélice o), (7ii) deux sous unités
non glycosylées et (iv) de la TPQ provenant de la modification post-traductionnelle du
résidu de tyrosine (Ruggiero et al., 1997). Le mécanisme d’action consiste a la

désamination oxydative de la 2-phényléthylamine (Figure 1.28).

Phényléthyl
2-phénvlethvlamine + O, + H,O 2-phenviacetaldehvde + H,Oy + NH:
oxydase

Figure 1.28 : Mécanisme d’action de la phényléthylamine oxydase.
Désamination oxydative de la 2-phényléthylamine par la phényléthylamine oxydase.
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Figure 1.29 : Structure secondaire de la phényléthylamine oxydase
La structure cristalline de la phényléthylamine oxydase d’Arthrobacter globiformis exprimée
dans Escherichia coli (PBD : 1UI7).

1.2.3.6 Tyramine oxydase

La tyramine oxydase (EC 1.4.3.9) extraite de E. coli strain K12 (plus précisément du
périplasme) est une protéine homodimérique, non glycosylée (PDB: 2W0Q) qui
catabolise avec une haute affinité la phénylalanine et la phényléthylamine. Chaque sous

unité comprend un ion de cuivre, un ion de manganese, deux ions de calcium et une
molécule de TPQ. La séquence peptidique est constituée d’un signal peptidique (de 1

a 30 résidus d’acide aminés) et de la protéine proprement dite (de 31 a 757 acide aminés,
169 kDa). Constituée de 12 % d’hélice a et de 42 % de feuillet 3, la tyramine oxydase
est inhibée par la 2-hydrazinopyridine (Hare, 1928).

1.2.3.7 Meéthylamine oxydase

La méthylamine oxydase isolée du péroxysome de la levure (Hansenula polymorpha)
est constituée de 692 résidus (PDB : 1A2V). C’est un homodimeére (12 % Hélice a et
42 % Feuillet B) dont chaque sous unité a un PM de 77.5 KDa, une molécule de TPQ,
un ion de cuivre (ou de zinc) et un ion de manganése. On y retrouve également un site

de glycosylation a la position 243 (Dooley et al., 1990).
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1.2.4 Meécanisme d’action de la Cu-AO d’origine végétale

L’oxydation des amines biogenes par la DAO est médiée par la TPQ. L’ implication
directe du cuivre n’a pas ét¢ démontré; toutefois, il se pourrait que le cuivre joue un
role dans I’orientation de la TPQ vers le site catalytique et faciliterait la réduction de

I’oxygene en peroxyde d’hydrogene.

La TPQ dériverait de la post-traduction d’un résidu de tyrosine conservé. De plus, la
TPQ stimulerait la conversion des polyamines (avec une fonction amine primaire) en
aldéhyde correspondant via un mécanisme de type ‘ping-pong’ caractérisé
principalement par un processus de transamination qui se déroule en deux demi

réactions consécutives (Figure 1.30).

(1) La premicere est une réaction de désamination oxydative conduisant a :
e L’oxydation du substrat aminé en aldéhyde correspondant

e Laréduction du Cu®" et du TPQ en Cu" et en aminoquinol (TPQ réduit)

(2) La seconde est une réoxydation de I’enzyme réduite en présence d’O; avec a :
e La conversion de I’oxygene en peroxyde d’hydrogene (H20,)
e Lalibération de NHj3

e L’oxydation du TPQ et du cuivre (retour a leur forme oxydée respective)

Dans le régne végétal, la DAO est exprimée dans les céréales (mais), les Iégumineuses
(Lentica arietinum, Cicer arietinum, Pisum sativum, et Lathyrus sativus) et dans
certaines herbacées (Arabidopsis thaliana). L’affinité de La DAO pour le substrat
differe en fonction de la source d’extraction de I’enzyme (mono- et dicotylédones) et

de la nature du substrat (Tableau 1.2).
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Tableau 1.2 : Les différents substrats de la diamine oxydase.
Activité de la DAO de différentes sources végétales en présence de substrat aminé (d’apres

Pietrangeli ef al., 2007).

Vitesse de la réaction (% de putrescine consommeée)

Euphorbia Glycine  Lathyrus Lens Pisum Vicia

Substrat characias max sativus esculenta sativum faba
1. 3-Diaminopropane Q 0 0 (1] (1] 2
Putrescine 100 100 100 100 100 100
Cadavérine 100 183 81 91 111 20
1.6-Diaminohexane 56 — 21 31 44 -
Agmatine 43 52 19 15 56 64
Histamine 0 4 - 0 30 9
Spermidine 0 81 31 40 56 52
Spermine o0 15 18 20 8 8
-~ OM P OH
p. ]
Base de Schiff | 1)
substrat Base de Schiff
L] r  produit
i M50 ” N M
a \ e
‘I Mécanisme de y
transamination N
y - -
Liaison de I'amine 2 a Aldéhyde formé
biogéne ]
- g OH ™ P - : : o 0]
n X oo (Y
. GFeN 0 -
TPQ oxydée TPQ réduit

X=0

R = groupement aryle ou alkyle

Cu = cuivre
Figure 1.30 : Mécanisme de transamination des amines biogénes.
La molécule de TPQ de la diamine oxydase se lie a I’amine biogéne pour former une base de
Schiff. La réduction de la base de Schiff en présence d’eau conduit a la formation de 1’aldéhyde
correspondant et le TPQ réduit est oxydé en présence de 1’oxygéne, prét a lier de nouveau a un
substrat aminé (d’apres Largeron, 2017).
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1.3 Modele in vitro pour investiguer les applications de la diamine oxydase
végétale (VDAO) : les cellules Caco-2

L’administration orale constitue la voie de prédilection pour la livraison de la diamine
oxydase végétale au niveau intestinal. L’environnement intestinal présente une
structure et une organisation cellulaire lui permettant d’assurer des fonctions de
barriere et d’absorption. De ce fait, la perte d’intégrité de I’intestin suite a un processus
d’inflammation aigiie pourrait entrainer le développement de nombreuses pathologies.
Dans cette section, il est question de présenter un modele cellulaire adéquat pour les

études in vitro de la diamine oxydase administrable par voie orale.

1.3.1 Présentation générale de I’intestin gréle

La muqueuse intestinale est constituée de quatre couches tissulaires jouant chacune un
role spécifique dans I’intégrité de I’intestin. De la lumiére intestinale a la circulation
générale, on distingue la muqueuse, la sous muqueuse, musculeuse et la séreuse. La
muqueuse est constituée de villosités formant des replis d’un millimetre de hauteur
environ. Les villosités, quant a elles, sont tapissées par 1’épithélium intestinal (Figure
1.31 B) essentiellement constitué de cellules cylindriques : les entérocytes (Figure 1.31
B). Ces cellules polarisées présentent un pdle apical orienté vers la lumiére intestinale
et d’un pole basal orienté vers la circulation générale. Le pdle apical est constitué de
nombreuses microvillosités qui sont de minuscules replis de la membrane plasmique,
dont la morphologie dépend d’un réseau de microfilaments d’actine formant ainsi la

bordure en brosse (Figure 1.31 B).
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Figure 1.31 : Schéma général de 1’épithélium intestinal (A) et d’un entérocyte (B)
(d’apres Lorrot et al., 2006).

1.3.2  Epithélium intestinal

L’épithélium intestinal (Figure 1.31 A) est généralement sous forme d’un prisme
régulier et est constitué d’une monocouche cellulaire d’une épaisseur de 40 a 70 pm,
renouvelable tous les 3 a 6 jours (Zouiten-Mekki et al., 2013). 1l joue le réle d’une
barriere protectrice et sélective face aux nutriments. On y retrouve en grande partie des
entérocytes (liés entre eux par des jonctions serrées) les cellules caliciformes
(sécrétrices de mucus et localisées a la lumiére intestinale) et les cellules entéro-
endocrines. Les cellules entéro-endocrines dérivent de cellules souches situées a la base
des cryptes de Lieberkiihn. Les cellules entéro-endocrines prolifeérent et se différencient

tout en migrant dans le sens ascendant le long de I’axe crypte-villosité.

la différentiation cellulaire, 1’entérocyte acquiert des (i) caractéristiques
morphologiques et structurales d’une cellule absorbante avec 1’apparition d’une

bordure en brosse orientée vers le lumen intestinal et d’une structure polarisée (pole
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apical et pole basal); (ii) caractéristiques fonctionnelles dont les enzymes digestives

(sucrases) utilisées comme des marqueurs de différentiation cellulaire.

Une croissance similaire a cette bordure en brosse a également été observée dans
I’étude in vitro des cellules Caco-2 avec des marqueurs de différentiation tels que les
dissacharidases (Van Beers ef al., 1995), les dipeptidases et la phosphatase alcaline
(Howell et al., 1992). La différenciation des cellules Caco-2 sur des filtres d’insert de
polycarbonate conduit a la formation d’un tapis cellulaire en monocouche, avec des
cellules liées entre elles par des jonctions serrées. De ce fait, la perte d’intégrité des
cellules Caco-2 en cas de toxicité marquée par une hyperperméabilité paracellulaire et
une absence de la fonction de certains marqueurs enzymatiques pourrait étre

transposées chez I’humain lors du dépistage de I’intégrité de I’intestin.

1.3.3 Modele d’étude in vitro

Depuis plus de 30 ans la lignée Caco-2 provenant d’un homme caucasien de 72 ans
atteint de 1’adénocarcinome colorectal (Fogh ef al., 1977) a été sélectionnée comme
modele cellulaire pour les études in vitro au niveau intestinal. Les cellules en culture
se différencient pour former une monocouche d’entérocytes polarisés. Ces entérocytes
ressemblent a ceux de I’intestin gréle puisqu’elles présentent des microvillosités ainsi
que plusieurs protéines de transport, a savoir les systemes de transport de sucres
(Bissonnette et al., 1996) , d’acides aminés, des acides gras et cholestérols (Hiebl et al.,

2020).

De plus, le Centre Européen pour la validation des méthodes alternatives (ECVAM) a
trouvé fort intéressant de standardiser les cellules Caco-2 pour des études d’absorption,
de métabolisme et de cytotoxicité des xénobiotiques (Delie and Rubas, 1997; Carriere
et al.,2001; Sambuy et al., 2005). Ainsi, ce mod¢le a été amélioré, optimisé et proposé
comme une lignée cellulaire de choix, présentant un phénotype entérocytaire utile pour

I’étude des fonctions intestinales (Prieto, 2002).
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L’article Good Caco-2 cell culture practices (Natoli et al., 2012), présente les Caco-2
comme une lignée de cellules épithéliales promptes a se différencier et a présenter un

phénotype entérocytaire.

En général, la polarisation et la différenciation des cellules Caco-2 en entérocytes
(Figure 1.32 A) se traduirait par une stabilisation de la résistance électrique Trans-
épithéliale (TEER) autour de 15 a 21 jours post-ensemencement (Johannessen et al.,
2013) (Figure 1.32 B) un milieu de culture modifié¢ de Dulbecco supplementé avec 15%
de sérum de veau feetal, 1% d’acides aminés non essentiels et 2 mM de L-glutamine.
Les cellules sont cultivées dans un incubateur a 37°C en présence de 5% de dioxyde de
carbone et d’une humidité relative de 95%. Le milieu de culture est changé tous les

deux jours.

—e— CaCo-2

10 20 30
Jours

Figure 1.32 : Différentiation des cellules Caco-2.
(A) Cellules observées via un microscope a contraste de phase (grossissement 40X). (B)

corrélation de la différentiation cellulaire avec les valeurs de TEER (d’aprés Johannessen et
al., 2013).

Tout comme les entérocytes, on retrouve également des marqueurs enzymatiques a
différents stades de développement et de différentiation des cellules Caco-2. La

détection des activités de ces marqueurs tels que la sucrase, I’ornithine décarboxylase
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et la diamine oxydase (Figure 1.33) a été répertoriée par 1’équipe de D’Agostino
(D'Agostino et al., 1989).C’est ainsi que durant la croissance exponentielle a trois jours,
on observe une activité faible de la DAO dans les cellules et dans le milieu cellulaire

expos¢ aux cellules pendant 2 jours consécutifs (Figure 1.33).
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Figure 1.33 : Marqueurs de croissance et de différentiation des cellules Caco-2

(d’aprés D’ Agostino et al., 1989).

Les Caco-2 représenteraient le modele in vitro par excellence des cellules intestinales
pour des études physiologiques de 1’intestin et pour des études in vitro de toxicologie
(Sambuy et al., 2005). Toutefois, des problémes de reproductibilité et de variabilité
intrinseque rendent difficile la comparaison de résultants entre différents laboratoires,

a cause des différentes conditions liées a la culture, telles que le type du sérum, les
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différents sérums ajoutés au milieu de culture, le nombre de passages, et la source des

clones (Zucco et al., 2005) .

Dans 1’¢étude pour la caractérisation de 1’action de la DAO au niveau intestinal, il est
capital de choisir un mode¢le cellulaire représentatif d’un épithélium intestinal humain :
d’ou le choix du modé¢le cellulaire Caco-2 qui a été utilisé tout récemment comme
modele cellulaire dans 1’évaluation de la DAO associée ou non ‘la catalase contre
I’effet toxique de I’histamine (Figure 1.34) (Jumarie ef al., 2017).
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Figure 1.34 : Effet de la DAO et de I’histamine sur la prolifération des Caco-2 de 21 jours.
Les cellules ont été exposées a I’histamine en présence ou non de la DAO 0.77 mg/mL ou de
la DAO 0.77 mg/mL + catalase 0.77 mg/mL, le tout pré-incubé pendant 10 min ou 2 heures a
37 °C (d’apres Jumarie ef al., 2017).



1.4  Projet de recherche

1.4.1 Problématique

L’exces d’histamine alimentaire générant un déséquilibre peut étre reconduit dans la
circulation générale par des transporteurs de cations organiques (OCT). Ainsi,
I’augmentation du taux d’histamine aux différents niveaux serait impliquée de facon
directe ou indirecte dans ’apparition des phénomenes de type pseudo-allergies, ou
encore le développement et le maintien des maladies inflammatoires chroniques de
I’intestin (MICI). De plus une perte d’activité de la DAO intestinale serait associée au
développement des MICI.

De plus, cet exces d’histamine pourrait produire le méme effet qu'un allergéne
(provoquant la libération de I’histamine par la dégranulation au niveau des mastocytes),

pourrait étre nocif et dans certaines situations pourrait conduire a la mort.

1.4.2 Hypotheses de travail

Des travaux antérieurs (Wang et al., 1996) ont montré la capacité de ’amine oxydase
sérique de reconnaitre la polylysine et des lysines des protéines. Ainsi, en tenant
compte du fait que le tractus gastro-intestinal (TGI) est garni de composés protéiques
possédant des fonctions €-aminoalkyl de la lysine (semblables a la cadaverine), nous
avons émis 1’hypothése que la DAO oxyderait des fonctions aminohexyl et conduirait
a la formation de groupements aldéhydes. A leur tour, ces fonctions aldéhydes
pourraient lier de fagon covalente la fonction amine libre des lysines de la DAO. De
cette liaison hypothétique de la DAO aux fonctions amines libres de la lysine des
protéines au niveau de la muqueuse intestinale résulterait une immobilisation de la
DAO pendant approximativement 72h (temps nécessaire pour que la muqueuse

intestinale se renouvelle) dans la lumiére intestinale.

La DAO endogene ou administrée par voie orale libére en présence des amines

biogenes (histamine, tyramine) du peroxyde d’hydrogene (pro-oxydant et pro-
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inflammatoire). C’est la raison pour laquelle, notre concept consiste a ajouter de la

catalase a de la DAO administré par voie orale (Calinescu et al., 2012).

Face a cette problématique, nous proposons la diamine oxydase (DAQO)/histaminase
végétale associée a la catalase comme un agent thérapeutique bi-enzymatique efficace
pour le traitement des allergies alimentaires. L’enzyme thérapeutique DAO extraite des
légumineuses et administrable par voie orale pourrait, grice a son activité de
désamination oxydative (jusqu’a 30 fois supérieure a celle commerciale d’origine
animale) renforcer ’activité de la DAO intestinale chez des sujets en condition

d’entérite inflammatoire.

Comparativement aux agents antihistaminiques commercialisés qui bloquent les
récepteurs histaminiques, I’emploi de la DAO administrable par voie orale, pourrait
réduire les complications liées aux histaminoses en décomposant I’histamine exogene,

le principal acteur impliqué dans les allergies et les entérites inflammatoires.

Le projet dans son ensemble vise 1’administration orale de la DAO. Des travaux
antérieurs (Calinescu et al., 2012) ont montré que la formulation de la DAO avec le
carboxyméthyl amidon protégeait I’enzyme de I’acidité gastrique et favorisait sa
livraison dans I’intestin. Une fois dans I’intestin, la Dao serait sujette a des contraintes
physicochimiques (pH, osmolarités, protéines, acides abiliaires, sucs pancréatiques) et
a des forces mécaniques (motilité¢) d’ou I’hypothese que la DAO aurait une interaction
avec les composantes du milieu intestinal. De plus, considerant que 70% des
mastocytes intestinaux interagissent avec les nerfs afférents du systeéme nerveux
entérique et que ’histamine induit la contraction des muscles lisses, nous avions émis
I’hypothése que la DAO végétale régulerait la motilité intestinale en situation

d’histaminose.

1.4.3 Objectifs de recherche

En se basant sur nos hypothéses, 1'objectif global de ce travail consistait & investiguer

les applications in vitro, ex vivo et in vivo de la DAO d’origine végétale dans des
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situations d’histaminoses induites au laboratoire. Pour cela, il était primordial de
travailler avec un matériau végétal relativement pur et stable dans des fluides simulant
le milieu intestinal (Figure 1.35), ce qui constituait notre premier objectif spécifique

(Chapitre II).

Chez des patients atteints de maladies inflammatoires chroniques de I’intestin, la
dysmotilité intestinale conduit & de nombreux inconforts tels que la constipation ou des
diarrhées sanguinolentes. Ces dérégulations sont souvent a l’origine d’abandon
d’emploi et d’isolement social du malade. Dans ce contexte, des études ultérieures ont
mis en évidence le rdle inducteur et aggravant de 1’histamine dans la dysmotilité

intestinale.

Le chapitre III de ce projet a pour objectifs: (i) de confirmer in vitro la contractibilité
du colon de souris aprés un traitement a [’histamine; (ii) d’évaluer le role
antispasmodique de la DAO sur la contraction d’un colon de souris, exacerbée par
I’histamine; (iii) d’investiguer I’effet amplificateur de la vitamine B6 sur I’activité de
la DAO végétale en présence d’histamine et (iv) d’évaluer par la microscopie a
fluorescence la capacité de rétention in vivo de la DAO sur les parois du colon de

souris.

Le chapitre IV porte sur des études in vitro et a pour objectifs: (i) de confirmer le rdle
de I’histamine comme agoniste des récepteurs histaminiques (exprimés sur des cellules
Caco-2) et son implication dans la voie de signalisation du calcium; (i) d’évaluer
I’effet antihistaminique de la DAO végétale en comparaison avec celle de la
desloratadine (antagoniste de H1) et (iii) de trouver un rapport d’efficacité¢ de la DAO
végétale par rapport a I’action de la desloratadine. En d’autres termes ce chapitre nous
permettra de déterminer la concentration de la DAO correspondant a une dose

thérapeutique de la desloratadine.
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Pour atteindre ces différents objectifs, des approches électrophorétiques,
spectroscopiques et physiologiques ont été réalisées et 1’avancement du projet en

fonctions des objectifs spécifiques est présenté a la Figure 1.36.
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Figure 1.35 : Hypothése de recherche.

Schéma hypothétique du réle de la diamine oxydase végétale administrable par voie orale dans
le milieu intestinal simulé enrichi avec de 1’alcool, des sécrétions pancréatiques (des protéases,
du bicarbonate de sodium), des lipides et de I’acide cholique (d’aprés Neree et al., 2018).

Les différents objectifs sont présentés sous formes d’articles publiés ou publiables. De
plus, pour atteindre les objectifs ennumérés, I’avancement expérimental a été réalisé

selon le schéma du projet présenté a la Figure 1.36.
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Matériel Biologique d'origine végétale
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Figure 1.36 : Présentation schématiques des différentes étapes du projet.

DAO :diamine oxydase; ConA : concanavalin A; PBS : phosphate buffer saline ou tampon
phosphate saline; Hist : histamine; Deslo : desloratadine; CA : acide cholique; PB : tampon
phosphate; RPM :rotation par minute.
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1.5 Résumé

Les amines amines biogeénes alimentaires, en particulier 1'histamine, sont impliquées
dans divers dysfonctionnements entériques et vasculaires. Il y a plusieurs années,
I'administration orale de diamine oxydase contenant du cuivre (DAO), également
appelée histaminase, capable d’¢liminer par désamination oxydative les amines
biogenes, a ¢té suggérée comme complément alimentaire pour contrdler les allergies
alimentaires et les dysfonctionnements entériques. Ce rapport vise a générer une image
globale du comportement des formes posologiques de DAO administrées par voie orale
dans le tractus intestinal. La stabilité catalytique du DAO de semis de Lathyrus sativus
dans divers milieux intestinaux simulés avec un pH différent et contenant différentes
associations d'acides choliques, de protéases pancréatiques, de bicarbonate, de lipides
ou d'alcool a été étudiée. Les acides choliques et les lipides protégeaient I'enzyme dans
les fluides intestinaux simulés. Cependant, ils n'étaient pas en mesure de protéger
contre l'effet inhibiteur de 1'éthanol a 24-36% (v/v). Ces observations peuvent étre
pertinentes pour I'administration orale d'enzymes comme compléments alimentaires ou

comme agents bioactifs thérapeutiques.

Mots-clés : Diamine oxydase, DAO végétal, histamine, histaminase, acides choliques,
stabilit¢ des protéines, fluides intestinaux simulés, compléments alimentaires,
formulation de médicament par voie orale, éthanol, bicarbonate de sodium, MICI,

dysfonctionnements entériques, allergie alimentaire

1.6 Abstract

Food biogenic amines, in particular histamine, are often responsible of various enteric
and vascular dysfunctions. Several years ago, the oral administration of copper-
containing diamine oxidase (DAO), also called histaminase, able to oxidatively

deaminate biogenic amines, has been suggested as food supplement to control food
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allergy and enteric dysfunctions. This report is aimed to generate a global image on the
behavior of orally administrated DAO dosage forms in the intestinal tract. The catalytic
stability of DAO from Lathyrus sativus seedlings in various simulated intestinal media
with different pH and containing different association of cholic acids, pancreatic
proteases, bicarbonate, lipids or alcohol was investigated. Cholic acids and lipids
protected the enzyme in the simulated intestinal fluids. However, they were not able to
protect against the inhibitory effect of ethanol 24-36 % (v/v). These observations may
be relevant for oral administration of enzymes as food supplements or as therapeutic

bioactive agents.

Keywords : Diamine oxidase, vegetal DAO, histamine, histaminase, cholic acids,
protein stability, simulated intestinal fluids, food supplements, oral drug formulation,

ethanol, sodium bicarbonate, IBD, enteric dysfunctions, food allergy

Abbreviations : AAP, aminoantipyrine; BSA, bovine serum albumin; CA, cholic acid;
DAO, diamine oxidase; DCA, deoxycholic acid; DCHBS, 3,5-dichloro-2-
hydroxybenzensulfonic acid; DPPC, dipalmitoyl phosphatidylcholine; EIC, extract of
intestinal content; FaSSIF, fasted state simulated intestinal fluid; FeSSIF, fed state
simulated intestinal fluid; HRP, horseradish peroxidase; IBD, inflammatory bowel

disease; PB, phosphate buffer; SIF, simulated intestinal fluid.

1.7 Introduction

Histamine, beta-phenylethylamine, tyramine, tryptamine, putrescine, cadaverine,
spermine, spermidine are biogenic amines considered responsible of various enteric
and vascular dysfunctions. They are of endogenous origin or taken exogenously from
wines, beer, milk, aged cheeses, cured sausage, ham, scombroid fishes, sardines,
herrings, anchovies, pickles, sauerkraut and some fruits as a consequence of
fermentation process or improper storage (Bodmer et al., 1999; Landete ef al., 2005;

Lavizzari et al., 2007).
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Generated endogenously from histidine by histidine decarboxylase in mast cells,
basophils, lymphocytes T and dendritic cells or absorbed from food at the level of the
intestinal lumen to the systemic blood flow via the organic cationic transporter (OCT),
histamine has various functions. It acts as neurotransmitter, regulator of vascular tonus,
controller of gastric acidity, enhancer of intestinal motility and also as modulator of the
immune response under allergic or inflammatory conditions (Jones and Kearns, 2011).
In particular, it is the etiological agent of food allergies, food intolerance and food
histaminosis (condition characterized by symptoms similar to those induced by
allergenic factors, for which there is no current treatment) (Sattler et al., 1988; Maintz
and Novak, 2007). As pro-inflammatory agent, histamine has also an important
damaging role in inflammatory bowel diseases (IBD) such as Crohn’s disease and

ulcerative colitis (Smolinska ef al., 2014).

More than ten years ago, the oral administration of copper-containing diamine oxidase
(DAO), a catabolic enzyme for various biogenic amines, has been suggested as useful
to lower the level of food-contained biogenic amines (Mondovi et al., 2013; Manzotti
etal.,2016). In particular, DAO from pig kidney was indicated as an efficient enzyme
to catabolize histamine (this is why it is also called histaminase) and it is already used
as food supplement in food allergy and enteric dysfunctions (Manzotti et al., 2016).
However, it would be of interest to have an active orally administrated enzyme of
vegetal origin, considering its higher specific activity (Befani et al., 1995; Pietrangeli
et al., 2007), better regulatory acceptability and safety, in addition to some cultural
precepts which may limit consumption of pig ingredients in food supplements. DAO
from Leguminosae appeared as one of the most recommendable form exhibiting a high
chemical stability, an elevated catalytic turnover and good binding affinity for
histamine (Pietrangeli et al., 2007). It is the most abundant soluble protein detected in
the extracellular compartments(Laurenzi et al., 2001) and it can be obtained at a good

degree of purity with few simple and inexpensive chromatographic runs.
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To exert histamine degradation within the intestinal lumen, the orally administered
DAO should be also formulated in order to be protected during the passage through the
gastric environment and to remain active after its release into the intestinal fluids.
Formulation of DAO in monolithic tablets containing a pH-responsive excipient such
as the carboxymethyl starch (CMS) has been reported to protect DAO by inactivation
at pH values proper of the gastric environment and to be slowly liberated at pH values
of the intestine. In fact, CMS exhibits carboxylic groups which at very low pH values
are protonated and compacted, preventing the access of gastric fluid inside the tablets
and exerting thus a marked protection on the bioactive DAO enzyme. At neutral pH,
the carboxylic groups of CMS are, instead, deprotonated and ionized as sodium
carboxylate, allowing the release of the enzyme from the tablets (Calinescu et al., 2012).
Once released in the intestine, various agents, in addition to proteolytic enzymes, may
drastically damage DAO. For instance, considerable quantities of sodium bicarbonate
are liberated with the pancreatic secretions. Thus, DAO may be inactivated due to
higher intestinal pH value of this secretion. DAO activity may be affected also by the
intestinal pH values which differ along the segments of the intestinal tract but also by

the presence of food components, i.e. lipids or alcohol.

With the aim to have a global image on the behavior of orally administrated vegetal
DAO in the intestinal tract after its release from pharmaceutical formulation, a study
on the stability of DAO, purified from Lathyrus sativus seedlings, in various simulated
intestinal media is here reported. In particular, we tested the catalytic activity of
different DAO concentrations in simulated intestinal media with different pH and
containing cholic acids, pancreatic bicarbonate and proteases or exogenous food and

drinks derived items, such as lipids or alcohol, alone or in combination.
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1.8 Materials and Methods

1.8.1 Chemicals and reagents

1,4-Diaminobutane dihydrochloride (putrescine), benzylamine, hydrogen peroxide
(H202), 3,5-dichloro-2-hydroxybenzensulfonic acid (DCHBS), aminoantipyrine
(AAP), cholic acid (CA), deoxycholic acid (DCA), dipalmitoyl phosphatidylcholine
(DPPC), bovine serum albumin (BSA), horse radish peroxidase (HRP), bovine liver
catalase, trypsin, porcine pancreas extract (pancreatin), sodium phosphate monobasic
dihydrate (NaH>PO4) and sodium phosphate dibasic dihydrate (NaxHPOs), acetic acid
and sodium bicarbonate (NaHCO3) were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA).

1.8.2 DAO purification and characterization

DAO (EC 1.4.3.22) from Lathyrus sativus seedlings was prepared as previously
reported (Blemur et al., 2016), by homogenizing the seedlings in 50 mM phosphate
buffer (pH 5.5) containing 200 mM NaCl. DAO samples, lyophilized and stored at -
80 °C, contained 0.46 + 0.09 mg protein/mg solid, with 20.0 + 3.2 U/mg solid. Protein
concentrations were determined by Bio-Rad assay with BSA as standard. DAO
catalytic activity was assayed by the rate of generation of H>O> during the oxidation of
putrescine in 0.1 M phosphate buffer pH 7 (PBS, pH 7) by the DCHBS - AAP - HRP
method (Pietrangeli et al., 2012).

1.8.3 Incubation of DAO in the different simulated intestinal media

DAO solutions, prepared at the indicated concentrations in the different media
simulating intestinal fluids containing various components (proteolytic enzymes,
alcohol, lipids, CA, DCA, alone or in combination), were incubated at 37 °C in a
thermostated water bath. At pre-established intervals aliquots were withdrawn and

immediately used to evaluate DAO catalytic activity. Phosphate buffer (PB), simulated
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intestinal fluid (SIF), fasted state simulated intestinal fluid (FaSSIF) and fed state
simulated intestinal fluid (FeSSIF) were prepared as reported in Tableau 2.1 (Dressman
et al., 1998; Pietrangeli et al., 2012; Timothy and René, 2017). In the experiments
performed to assess the effect of NaHCO3 on DAO activity, the enzyme solutions were
incubated at 37 °C in a cell incubator under a 5% CO2 — 95% humidified air atmosphere

to maintain the pH at a constant value.

Tableau 2.1: Composition and characteristics of SIF (mM) used in this study

Composition PB SIF FaSSIF  |FaSSIF | FeSSIF
pH 7 pH 6.8 pH 6.8 pH 6.5 pH 5.5
NaH;PO4 39.0 - - 28.6 -
NaHPO4 61.0 - - - -
KH2PO4 - 50.0 28.7 - -
NaOH - 13.2 - 8.7 101.0
NaCl - - - 105.9 202.0
KClI - - 220.0 - -
Acetic Acid - - - - 144.0
pH 7.0 6.8 6.8 6.5 5.5
Conductivity (mS) |8.3 6.0 323 12.8 33.1

1.8.4 Assay of DAO activity: measurement of H>O» formation by DCHBS-AAP-
HRP method using putrescine as a substrate

DAO activity was measured by detecting the formation of H>O» during the oxidation
of putrescine, in a coupled reaction with horseradish peroxidase. Although histamine
is the more relevant substrate of vegetal DAO from a physiological point of view,
putrescine was used as it is the most efficient substrate for vegetal DAO (Pietrangeli et
al., 2007) (for Lathyrus : putrescine Kcat 262 s!, Km 2.7x10™* M; histamine Kcat 10.3
s Km 7.9x10* M). Consequently, the method is fast and sensitive.

Specifically, DAO samples were diluted in indicated media in a spectrophotometric
cell to a final concentration of 0.6x10° mg solid/mL, AAP (0.1 mM final
concentration), DCHBS (1 mM final concentration), HRP (3.6 U/mL) and putrescine

(3 mM final concentration), as substrate, were then added and the rate of formation of
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a pink adduct, generated from the reaction of DCHBS with AAP (oxidized by H20: in
the presence of HRP), was followed at 25 °C and at 515 nm. The rate of H,O» formation
was calculated assuming an extinction coefficient of 2.6x10* M'em™! (Pietrangeli et
al.,2012) and DAO activity expressed in enzymatic units (U). One unit corresponded

to 1 pmole of H>O> generated/min.

1.8.5 Assay of DAO activity : measurement of benzaldehyde formation using
benzylamine as a substrate

DAO activity was also measured by following at 250 nm directly the formation of
benzaldehyde when benzylamine was used as a substrate. As benzylamine is not an
efficient substrate of DAO (Pietrangeli ef al., 2007) (for Lathyrus : Kcat 3.7 s'; Km
2.9x10* M), this method is less sensitive then that using putrescine and horseradish
peroxidase; however, as a direct method to measure the catalytic activity of DAO, it is
less inclined to interferences. Specifically, DAO samples were diluted in indicated
media in a quartz spectrophotometric cell to the final reported concentrations.
Benzylamine was then added (up to 3 mM final concentration) and the rate of formation
of benzaldehyde was followed at 25 °C and at 250 nm. The concentration of
benzaldehyde was calculated by assuming a molar extinction coefficient of 12 500
M lem™ (Bellelli et al., 2000). A rate of 1 pmole of benzaldehyde formed/min
corresponded to 1 U of DAO activity.

1.8.6 Preparation of lyposomes

Liposomes were prepared as reported (Michelson ef al., 1980). Briefly, a volume from
a chloroform solution containing 3 mM DPPC alone or 0.75 mM DPPC and 3 mM CA
was evaporated under vacuum to form a thin film on the surface of a glass container
connected to a rotary evaporator. The same volume of FaSSIF pH 6.5 buffer was then
added and the film resuspended at 50 °C by a slow rotation. The obtained suspension
was sonicated three times at interval of 30 sec at 37 °C with a probe-type sonicator,

stored at 4 °C and used in the next three days.
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The day of the experiment, FaSSIF pH 6.5 suspensions containing liposomes, DAO,
trypsin or pancreatin in the indicated concentrations were prepared and incubated at
37 °C in a water bath under agitation. At various intervals, aliquots were withdrawn

and DAO activity measured by the DCHBS-AAP-HRP method as described above.

1.8.7 Preparation of extracts from rat intestinal content (EIC)

The intestinal content (feces) collected from the whole colon of sacrified Sprangue-
Dawley rats, fed with standard diet, was dispersed in SIF pH 6.8 to a final concentration
of 150 mg/mL and centrifuged at 15000g for 15 min; the supernatant was then collected
and stored at 20 °C until used. The suspensions containing the extracts of intestinal
content and DAO were then prepared and incubated at 37 °C. At various intervals
aliquots were withdrawn and the catalytic activity of DAO was measured by the

DCHBS - AAP - HRP method.

1.8.8 Particles size measurement

Size measurement by dynamic light scattering was used to measure the particle size
average of DAO in presence of 4 M and 6 M ethanol after 0 and 24 h of incubation at
37 °C under agitation. The samples were prepared in filtered PB pH 7 (0.20 [Im
diameter filter). For each sample, size was determined in duplicate from light diffusion
at 25 °C with a 90 degree scattering angle. One hundred scans of three measurements
with delay of 60 s between measurements were obtained, using a Zetasizer Nano S90
(Malvern Instruments, Ltd., Malvern, United Kingdom) instrument able to detect

particles of diameter from 0.3 nm to 5 pm.
1.8.9 Effect of simulated intestinal media on H>O> detection by DCHBS-AAP-HRP
method

Solutions of H20: at final concentrations up to 15 uM were prepared in different media

by diluting a commercial solution of H>O,. DCHBS (1 mM final concentration), AAP
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(0.1 mM final concentration), HRP (3.6 U/mL final concentration) were then added
and incubated for 15 min at 25 °C. For each sample, absorbances at 515 nm and at 750
nm were read. The differences were calculated and subtracted by the value calculated

in the sample not containing H>O».

1.8.10 Production of H20O2 by DAO incubated with pancreatin

DAO (0.15 mg/mL) was incubated for 24 h at 37 °C in SIF pH 6.8 containing
pancreatin 1%. Aliquots were withdrawn, supplemented or not with 2000 U/mL bovine
liver catalase and incubated for 15 min at 37 °C. Samples were then diluted to a final
concentration of 0.6 x10~ mg/mL into a solution containing AAP, DCHBS, HRP at the
concentrations indicated above and incubated for 15 min at 25 °C. Absorbance at 515
nm of the adduct generated from the reaction of DCHBS with AAP (oxidized by H>O»
in the presence of HRP) was read, and after subtraction of the background absorbance
(at 750 nm), it was corrected with the value obtained in the absence of DAO; the content

of H,O» was calculated using 2.6 x10* M 'em ™! as the extinction coefficient.

1.9 Results and Discussion

To evaluate the enzymatic efficiency of DAO delivered in the intestinal environment,
we analyzed its stability in terms of catalytic activity when incubated in the simulated
intestinal fluids. PB pH 7 was considered the reference buffer and it was used to
characterize the enzyme after the purification. As reported in Figure 2.1, the
composition, conductivity and pH of the different fluids simulating the conditions in
the intestinal sections affected the catalytic activity of DAO. For DAO concentrations
ranging from 0.6x107 to 0.6x10"' mg/mL, the optimal enzyme activity, evaluated as
the rate of formation of H2O> from the oxidation of 3 mM putrescine, was observed in
buffers at neutral pH and low conductivity such as PB pH 7 and SIF pH 6.8. It decreased
to about 50% in FaSSIF pH 6.8 or in FaSSIF pH 6.5 (both buffers having a high
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conductivity) and it dropped to about 15% in FeSSIF pH 5.5, indicating that conditions

of high conductivity and acidity are detrimental for the enzyme activity.
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Figure 2.1: Stability of DAO in different simulated intestinal media.

DAO at final concentration of : A) 0.6x10"! mg solid/mL; B) 0.6x10 mg solid/mL; C) 0.6x10-
3 mg solid/mL was incubated at 37 °C in PB pH 7, SIF pH 6.8, FaSSIF pH 6.8, FaSSIF pH 6.5,
FeSSIF pH 5.5 (from darkest to lightest shade). At the indicated times, aliquots were withdrawn,
diluted in the respective incubation buffer and DAO activity assayed by the DCHBS-AAP-
HRP method. Reported values of DAO activity refer to the enzymatic activity in the incubation
media. (Mean +/- SD, n=3 different experiments).
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Interference of the buffers on the assay system could be excluded because in all used
media similar absorbance values were recorded in the analyzed range of H-O»
concentrations (Figure 2.2). It is worth to mention that the loss of DAO activity in
FaSSIF pH 6.8, in FaSSIF pH 6.5 or in FeSSIF pH 5.5 was reversible. In fact, DAO
activity was fully recovered when the samples were diluted in PB pH 7 even after 48 h
of incubation in the inhibiting simulated intestinal fluids (Figure 2.3). These data
suggest that although the enzyme during its transit through the human intestine might
be less active at low pH (proximal small intestine, caecum/right colon) (Nugent ef al.,
2001), the enzyme activity can be rescued when DAO gradually reaches tracts at higher
pH (distal small intestine, left colon/rectum) (Nugent et al., 2001).

—+ PBpH7
— SIFpH 6.8

—o— FaSSIF pH 6.8
—a— FaSSIF pH 6.5
—=— FeSSIF pH 5.5

Absorbance at 515 nm

Hz O (uhd)

Figure 2.2: Effect of different simulated intestinal fluids on the detection of H,O, by
DCHBS-AAP-HPR method.

Solutions of H,O, were prepared at the indicated final concentrations in PB pH 7 (#-#), SIF pH
6.8 (x-x), FaSSIF pH 6.8 (e-e), FaSSIF 6.5 (A-A), FeSSIF pH 5.5 (m-m). DCHBS, AAP,
HRP were then added and absorbance recorded and corrected as reported in Material and
Methods. (Mean +/- SD, n=3 different experiments).
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Figure 2.3: Recovery of DAO activity after incubation in various simulated intestinal media.
DAO (final concentration of 0.6 mg solid/mL was incubated for 48h at 37 °C in FaSSIF pH
6.8, FaSSIF pH 6.5 and FeSSIF pH 5.5 (from darkest to lightest shade). Then samples aliquots
were withdrawn, diluted in the respective incubation media or in PB pH 7 and DAO activities
measured by the DCHBS-AAP-HRP method. Reported values refer to DAO activity in the
incubation media. (Mean +/- SD, n=3 different experiments).

The effect of various buffers on DAO activity, assayed in terms of the oxidative
reaction of putrescine, was also found by following the oxidative deamination of
benzylamine as shown by the Michaelis-Menten v=f[S] curves, obtained by measuring

the benzaldehyde formation rate at different benzylamine concentrations (Figure 2.4).

In each type of simulated intestinal fluids, the activity of DAO was almost constant
over time when incubated at concentrations of 0.6x10" mg/mL (Figure 2.1A).
However, when incubated at low concentrations as 0.6x10 or 0.6x10° mg/mL, the
enzyme was inactivated in a time-dependent manner (Figure 2.1B-C) with a higher
inactivation observed at lower enzyme concentration. Under these conditions, the loss
of activity with the time may be related to a conformational destabilization of the
enzyme due to a weakening of the protein-protein interactions. Many studies showed
that protein-protein interactions are related to their concentrations. It was hypothesized

that also in case of DAO, already dimerized, higher concentrations facilitate the
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maintaining of adequate conformational structure improving the activity in various

media (Marianayagam et al., 2004).

—— PFEpHT
—— SIFpH 6.8
—e— FaSSIF pH 6.8
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0.0 0.4 1] 1.2 16 2.0
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Figure 2.4: Michaelis-Menten kinetics for the oxidation of benzylamine by DAO in different
simulated intestinal media.

DAO (0.18 mg solid/mL final concentration) was added to PB pH 7 (#-¢), SIF pH 6.8 (x-x),
FAS SIF pH 6.8 (e-o), FAS SIF 6.5 (A-A), FES SIF pH 5.5 (m-m) at 25 °C in the presence of
benzylamine and the formation of benzaldehyde measured. (Mean +/- SD, n=3 different
experiments).

To better understand the effect of protein concentration on the time-dependent loss of
DAO activity, the stability of the enzyme (0.6x10~ mg/mL) was also analyzed when
incubated in PB pH 7 in presence of a reference protein such as BSA. While the
deactivation in time was relatively fast for DAO in the absence of an added protein, its
activity did not decrease in time in the presence of BSA at concentration of 0.5 nM and
higher (Figure 2.5). DAO activity almost doubled, with respect to the initial value, after
2 h of incubation with BSA concentrations higher than 0.5 pM. The protective effect
afforded by high concentrations of DAO itself or by another protein may be an
important factor for possible association of DAO with bioactive agents, including
catalase, superoxide dismutase or probiotics, in formulations for oral administration as
food supplements in monolithic tablets. In particular, catalase was proposed to be added

to DAO formulations (Mondovi ef al., 2013; Mateescu et al., 2017) also to remove
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H>0: (a pro-oxidant able to cause tissue and cell toxicity) generated by DAO as one of
the reaction products during the oxidase deaminations of its substrates, such as
putrescine, histamine, cadaverine. In fact, probiotics, frequently administered as food
integrators, are major sources of histamine; moreover, it seems that Lathyrus sativus
preparations may contain superoxide dismutase which also liberates H>O>. For these
reasons the association of DAO and catalase to formulations of probiotics might be

beneficial.
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Figure 2.5: Effect of BSA on DAO stability.

DAO (final concentrations of 0.6x10~ mg solid/mL) was incubated at 37 °C in PB pH 7 in the
absence (Control) or in the presence of 0.5, 5, 50, 500, 5000 nM BSA (from darkest to lightest
shade). At the indicated times, aliquots were withdrawn and DAO activity assayed by the
DCHBS-AAP-HRP method. (Mean +/- SD, n=3 different experiments).

For a better knowledge of the fate of orally administered DAO, we have also
investigated the effect of endogenous components of the intestinal fluids (i.e. CA,
pancreatic bicarbonate or enzymes) as well as of some food ingredients (i.e. lipids,

alcohol).

Bile acids are important components of the gallbladder secretion with a key role during
the intestinal digestion of lipids, as emulsifiers. The effects on DAO activity of CA or

DCA, two major bile acids differing each other by minor differences in polarity, were
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investigated. It was found that both acids at 3 mM did not impact the activity of 0.6x10"
"mg/mL DAO incubated in FaSSIF pH 6.5 for 48 h but they protected DAO incubated
at lower concentrations (0.6x10° mg/mL and 0.6x102 mg/mL) from the time-

dependent loss of the enzymatic activity (Figure. 2.6).
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Figure 2.6: Effect of CA and DCA on DAO activity.

DAO (final concentration of : A) 0.6x10"" mg solid/mL; B) 0.6x10 mg solid/mL; C) 0.6x10
mg solid/mL) was incubated at 37 °C in FaSSIF pH 6.5 without (Control) or with 3 mM cholic
acid or 3 mM deoxycholic acid (from darkest to lightest shade). At the indicated times, aliquots
were withdrawn, diluted in the respective incubation media and DAO activity determined by
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the DCHBS-AAP-HRP method. Reported values of DAO activity refer to the enzymatic
activity in the incubation media. (Mean +/- SD, n=3 different experiments).

DCA afforded moderately higher protection than CA. Similar protection was found by
the combined treatment with CA and DCA, each at a concentration of 3 mM (data not
shown). The bile acids also protected DAO when the enzyme was incubated in SIF pH
6.8 and in FaSSIF pH 6.8 (data not shown). The protective effect of CA on DAO
activity was concentration-dependent (Figure. 2.7), similarly to the effect of DCA (data

not shown).
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Figure 2.7: Concentration-dependent effect of CA on DAO activity.

DAO (final concentration of 0.6x10-3 mg solid/mL) was incubated at 37 °C in SIF pH 6.8
without (Control) or with 0.03, 0.30, 0.50, 1.00 mM CA (from darkest to lightest shade). At
the indicated times, aliquots were withdrawn and DAO activity assayed by the AAP-DCHBS-
HRP method. (Mean +/- SD, n=3 different experiments).

Orally administered bioactive enzymes may be destabilized by the interaction with the
pancreatic fluid containing, among others, sodium bicarbonate (NaHCO3) (released in
a large quantity of about 2-3 L/day at concentration between 140-150 mM) (Ishiguro
et al., 2012), hydrolytic enzymes and proteases (trypsin, chymotrypsin). It was then of
interest to follow the effect of NaHCOs3, trypsin and pancreatin on DAO activity and to

investigate the role of bile acids.
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Practically, the activity of DAO (0.6x10 mg/mL) in PB pH 7 containing 100 mM
NaHCO; (final pH 7.90 +/- 0.05) was markedly lower than in PB pH 7 and it was
almost completely lost after 2 h of incubation at 37 °C. CA at concentrations higher.

than 0.5 mM afforded an immediate protection (up to 70% at 50 mM) and it allowed,
in a concentration-dependent manner, the recovery of the time dependent-loss of DAO

activity from 15 to 100% (Figure 2.8).
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Figure 2.8: Effect of NaHCO3 on DAO activity.

DAO (0.6x10° mg solid/mL) was incubated at 37 °C in PB pH 7 or in PB pH 7 containing
NaHCO3 100 mM pH 7.95 under a CO2 atmosphere without (Control) or with 0.1, 0.5, 5.0, 50
mM CA (from darkest to lightest shade). At the indicated times, aliquots were withdrawn and
DAO activity assayed by DCHBS-AAP-HRP method. (Mean +/- SD, n=3 different
experiments).

Although CA increased the stability of DAO in presence of NaHCO3, it was not able
to protect DAO from the time-dependent inactivation by trypsin 1% or pancreatin 1%
when DAO was incubated at a final concentration of 0.15 mg/mL in SIF pH 6.8 or in
FaSSIF pH 6.8 buffer (Figure 2.9). It is worth to note that DAO maintained 50% of its
initial activity after incubation with both trypsin or pancreatin for 5 h, the estimated

interval for food to transit in the small intestine and reach the colon (Read et al., 1982).
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During the evaluation of the effect of pancreatic proteases on DAO activity, a pink
color was noticed in samples incubated with pancreatin 1% for 24 h in SIF pH 6.8 after
they were added with AAP, DCHBS, HRP, but not DAO substrate. This phenomenon
was not observed when catalase (2000 U/mL) was added to the samples before the
addition of AAP, DCHBS and HRP, suggesting that HoO» was generated during the
incubation of DAO with pancreatin (Figure 2.10). It cannot be excluded that the
pancreatin solution contained some proteins whose accessible lysine residues may act
as substrates of DAO. This hypothesis would be in line with previous observations that
bovine serum amine oxidase is able to oxidize polylysine, lysozyme and ribonuclease

A (Wang et al., 1996).
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Figure 2.9: Effect of CA on DAO activity in the presence of proteases.

DAO (final concentration 0.15 mg solid/mL) was incubated at 37 °C in SIF pH 6.8 alone
(Control); in the presence of 3 mM CA; in the presence of 1% pancreatin; in the presence of 3
mM CA and 1% pancreatin; in the presence of 1% trypsin; in the presence of 3 mM CA and
1% trypsin (from darkest to lightest shade). At the indicated times, aliquots were withdrawn,
diluted in the incubation buffer and the activity measured by the DCHBS-AAP-HRP method.
Reported values of DAO activity refer to the enzymatic activity in the incubation media. (Mean
+/- SD, n=3 different experiments).
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Figure 2.10: Production of H,O; during the incubation of pancreatin with DAO.

DAO (0.15 mg of solid/mL final concentration) was incubated at 37 °C in SIF pH 6.8
containing 1% pancreatin. After 24 h of the incubation samples were diluted in SIF at pH 6.8
to a final concentration of 0.6x10 mg of solid/mL, then added with AAP, DCHBS, HRP and
H,0» concentration measured. Samples not incubated with bovine liver catalase (dark shade);
samples incubated for 15 min with bovine liver catalase (2000 units/mL) (light shade) before
dilution and addition of AAP, DCHBS and HRP. Reported values refer to DAO activity in the
incubation media (means +/- SD, n=3 different experiments).

Also investigated was the influence of some food ingredients, such as certain lipids and
alcohol, on DAO activity. It was found that DPPC (in form of liposomes) at
concentrations of 0.75 and 3 mM protected DAO (0.6x102 mg/mL) from the time-
dependent inactivation in FaSSIF pH 6.5. Similar effect was found when liposomes
containing CA (DPPC :CA, 0.75:3 mol/mol) were used (Figure 2.11), suggesting that
DAO was stabilized by a physical interaction with liposomes. However, liposomes did
not protect DAO from the proteolytic effect of trypsin 1% or pancreatin 1% (data not

shown).
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Figure 2.11: Effect of DPPC liposomes with and without CA on DAO activity.

DAO (0.6 x 1072 mg of solid/mL) was incubated at 37 °C in FaSSIF at pH 6.5 alone (control)
or with 0.75 mM DPPC liposomes, 3 mM DPPC liposomes, and DPPC/CA liposomes (0.75:3,
mol/mol) (from the darkest to lightest shade). At the indicated times, aliquots were withdrawn
and diluted in the respective incubation media and the DAO activity was assayed by the
DCHBS—AAP—HRP method. Reported values of DAO activity refer to the enzymatic activity
in the incubation media (means £SD; n = 3 different experiments).

Alcohol is absorbed mainly in small intestine and once absorbed, it may damage
various enzyme systems, including the enzymes metabolizing histamine, such as
endogenous DAO; thus, histamine blood level may be increased under alcohol
consumption (Zimatkin and Anichtchik, 1999) with harmful consequences for the
human health. It was then of interest to evaluate the impact of ethanol on the activity
of vegetal DAO. Alcohol at concentration 6 M (corresponding to 36% v/v, as found in
various distilled spirits such as brandies, whiskies, gins), totally inhibited DAO activity
in less than 2 h. It appeared that the effect of alcohol was concentration dependent.
About 50% of activity was lost after Sh of incubation with 4 M ethanol (corresponding
to 24% v/v, as found in various liquors). No DAO inhibition occurred in the presence
of 3 M ethanol (18% v/v) (Figure 2.12). The Zetasizer data showed an ethanol-

concentration, but not time-dependent-induced aggregation (which was fast) of DAO
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by the alcohol (Figure 2.12, insert). 3 mM CA failed to protect 0.6x10"" mg/mL DAO,

irrespective of the alcohol concentration.

In order to evaluate the stability of DAO in a more comprehensive intestinal fluid, we
also studied the catalytic activity of DAO exposed to rat EIC. As shown in Figure 2.13,
DAO (0.15 mg/mL final concentration) retained its activity in the presence of EIC (25
mg/mL final concentration) in SIF pH 6.8 for at least 4 h; about 50% of its initial
activity was found after 0.5 h of incubation in the presence of higher EIC concentration.
(100 mg/mL final concentration) but then it was stable, maintaining the remaining 50%

activity for the following 4 h.
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Figure 2.12: Effect of CA on DAO activity in the presence of ethanol.

DAO (0.6 x 10—1 mg of solid/mL) was incubated at 37 °C in PB at pH 7 alone (control) (©) or
the presence of 3 M ethanol (e), 4 M ethanol (A), 6 M ethanol (m), 4M ethanol and 3 mM CA
(®), and 6 M ethanol and 3mM CA (). At various intervals, aliquots were withdrawn and
DAO activity was measured at 25 °C by adding 3 mM benzylamine. Reported values of DAO
activity refers to the enzymatic activity in the incubation media (means + SD; n = 3 different
experiments). (Inset) Aggregate size of DAO (0.6 x 10—1 mg of solid/mL) incubated in PB at
pH 7 at 37 °C for 0 (dark shade) and 24 h (light shade) with ethanol (mean = SD; n = 2 different
experiments).
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Figure 2.13: Stability of DAO in rat EIC.

DAO (0.15 mg of solid/mL) was incubated at 37 °C in SIF at pH 6.8 alone (control) (e) or with
25 mg/mL (A) or 100 mg/mL (m) rat EIC. At the indicated intervals, samples were diluted in
SIF at pH 6.8 and DAO activity was assayed by the DCHBS-AAP-HRP method. Reported
values of DAO activity refer to the enzymatic activity in the incubation media (mean + SD; n
= 3 different experiments).

Overall, the novel data here reported indicated that DAO at concentrations as low as
0.6 x10° mg/mL (corresponding to a nM range) has a good chance to be still
catalytically active in the intestinal environment. In terms of vegetal DAO enzyme, the
amounts suggested by this report (0.6x10% to 0.6x10"" mg/mL) correspond
(considering the approximate volume of intestinal lumen of 150 mL(Schiller et al.,
2005) to an initial total quantity of possible supplemented vegetal DAO from 0.09 to 9
mg. Even in the presence of pancreatic proteases or NaHCO3, vegetal DAO at these
concentrations may retain a good catalytic activity for the time necessary to transit
through the upper intestine. The results also showed a protective role on DAO catalytic
stability of CA, of lipids and of proteins at certain concentrations allowing protein-
protein interactions. These data may be useful for further formulation of vegetal DAO

as food supplement for prevention of food allergy and treatment of enteric dysfunction.
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1.10 Résumé

L’exces d’histamine dans la lumicre intestinale génére de nombreuses dysfonctions
entériques a I’exemple de la dysmotilité intestinale (diarrhée et constipation). Les effets
déléteres de I’histamine peuvent étre atténués avec des agents antihistaminiques ciblant
les récepteurs histaminiques. Cependant, ces agents antihistaminiques entrainent de
divers effets secondaires indésirables. De cette problématique nous suggérons une
enzyme a cuivre administrable par voie orale, la diamine oxydase végétale (DAO,
également appelée histaminase), capable de décomposer 1’histamine par désamination
oxydative, pour traiter 1’histaminose alimentaire et les pseudo-allergies liées a
I’histamine. La muqueuse intestinale de mammiferes contient une DAO endogéne qui
présente une activité inférieure a celle d’origine végétale (VDAO). De plus, dans
plusieurs conditions pathologiques incluant les maladies inflammatoires chroniques de
I’intestin et le syndrome de I’intestin irritable, cette enzyme endogene (DAO intestinale)
peut étre perdue ou désactivée. L’administration orale de la vDAO pourrait étre
bénéfique pour les personnes souffrant d’histaminose. Dans le cadre de ce projet, il
s’agissait d’évaluer I’action antispasmodique de la vDAO suite a la contractibilité¢ de
I’intestin induite par I’histamine. En utilisant des tests in vifro et ex vivo, nous avons
constat¢ que la vDAO serait plus efficace que les agents antihistaminiques
commerciaux utilisés pour inhiber la contraction du colon distal induite par I’histamine.
Nous avons également identifié le pyridoxal 5'-phosphate (PLP, vitamine B6) comme
un amplificateur de 1’action antispasmodique de la vDAO. Nous avons aussi découvert
que la VDAO administrée par lavement rectal pouvait étre retenue in vivo sur les
muqueuses intestinales et rester active. Ces observations constituent une avancée dans

le traitement des histaminoses et des maladies inflammatoires chroniques de 1’intestin.

Mots clés : Diamine oxydase, dysmotilité, contraction du muscle lisse intestinal, agents

antihistaminiques
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1.11 Abstract

Excess of histamine in gut lumen generates a pronounced gastrointestinal discomfort,
which may include diarrhea and peristalsis dysfunctions. Deleterious effects of
histamine can be alleviated with antihistamine drugs targeting histamine receptors.
However, many antihistamine agents come with various undesirable side effects.
Vegetal diamine oxidase (VDAO) might be a relevant alternative owing to its
histaminase activity. Mammalian intestinal mucosa contains an endogenous DAO, yet
possessing lower activity compared to that of vDAO preparation. Moreover, in several
pathological conditions such as inflammatory bowel disease and irritable bowel
syndrome, this endogenous DAO enzyme can be lost or inactivated. Here, we tested
the therapeutic potential of vDAO by focusing on the well-known effect of histamine
on gut motility. Using in vitro and ex vivo assays, we found that vDAO is more potent
than commercial anti-histamine drugs at inhibiting histamine-induced contraction of
murine distal colon muscles. We also identified pyridoxal 5'-phosphate (the
biologically active form of vitamin B6) as an effective enhancer of vDAO
antispasmodic activity. Furthermore, we discovered that rectally administered vDAO
can be retained on gut mucosa and remain active. These observations make
administration of vDAO in the gut lumen a valid alternative treatment for histamine-

induced intestinal dysfunctions.

Key words : Antihistamine drugs, diamine oxidase, dysmotility, smooth muscle

contraction

Abbreviations : 4-aminoantipyrine, AAP; desloratadine, deslo; diamine oxidase, DAO;
3,5-dichloro-2-hydroxybenzoic acid, DCHBS; histamine, Hist; histamine receptor, HR;
histidine decarboxylase, HDC; homovanillic acid, HVA; horse radish peroxidase, HRP;
inflammatory bowel diseases, IBD; intestinal diamine oxidase, iDAO; pig kidney
diamine oxidase, pkDAO; pyridoxal 5'-phosphate, PLP; sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE; vegetal diamine oxidase, vDAO.
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1.12 Introduction

Histamine is a friend and foe biogenic amine widely distributed and involved in major
biological processes (e.g., neurotransmission, activity of smooth muscles and immune
responses) through the activation of one or more of the four specific histamine
receptors (Jutel ef al., 2001; Breunig ef al., 2007; Neumann et al., 2014). Histamine of
endogenous or exogenous (food) origin may trigger drastic allergic phenomena. It can
act as vasodilator/hypotensive agent (Lockwood et al., 2005), may dangerously
increase vascular permeability (Egawa et al, 2013; Ashina et al., 2015), induce
cardiorenal damages and arrhythmia (He ef al., 2012; Noguchi et al., 2020) and trigger
death by anaphylaxis (Makabe-Kobayashi ef al., 2002).

Histamine, like other biogenic amines, is present at high level in fermented foods
(cheese, sauerkraut, sausages), scromboid fish products (sardines, anchovies) and
vegetables such as spinach and tomato (Bodmer ef al., 1999; Colombo et al., 2018;
Madejska et al., 2018; Yu et al., 2018). Food histamine is not an allergen per se but,
when present at high concentrations, it is the causative agent of food histaminosis
(Sattler et al., 1988; Amon et al., 1999; Reese, 2018), related pseudo-allergies (Gotz,
1996; Maintz and Novak, 2007) and inflammatory conditions (Kawakami et al., 2019).
The second main exogenous source of histamine is represented by histamine-producing
enterobacteria contained in the commensal microbiota (Barcik ef al., 2016; Pugin et al.,

2017).

The four histamine receptors (HIR-H4R) are present on the surface of various immune
cells (e.g., thrombocytes, neutrophils, eosinophils, mast cells, macrophages,
lymphocytes T and B) as well as on endothelial, epithelial and muscular cells. In the
bowel, histamine signaling is notably involved in the recruitment of immune cells
(O’Mahony et al., 2011; Cricco et al., 2012) and stimulation of smooth muscle
contractility (Fargeas et al., 1989; Murch et al., 2006; Tidmarsh et al., 1932), the latter
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being mediated at least in part by induction of calcium release from the endoplasmic

reticulum into the cytosol (Sun et al., 2016).

In situ concentration of histamine is controlled by the activity of catabolic enzymes
such as histamine-N-methyl transferase and some copper/topaquinone-containing
amine oxidases (Cu-AOs) (Kuefner et al., 2004). The Cu-AOs, which are present in
epithelial cells of various organs (e.g. intestine, kidney and placenta) are able to
catalyze the oxidative deamination of the amino group of endogenous biogenic amines
(e.g., putrescine, cadaverine, spermidine, spermine and histamine) to the corresponding
aldehyde, consuming oxygen with the concomitant release of stoichiometric amounts
of ammonia and hydrogen peroxide. In particular, histamine is metabolized (Figure
3.1).

Histaminase (DAO)  Tmidazole

acetaldehyde H202 = NH;

Histamine + Oz + 2H20

Figure 3.1: Oxidative deamination of histamine by copper-containing amine oxidases.

In gut lumen, histamine is mainly catabolized by intestinal diamine oxidase (iDAO).
However, iDAO levels are often decreased by certain drugs, alcohol intake and
intestinal dysfunctions (e.g., inflammatory bowel disease and irritable bowel
syndrome), with the result that amounts of histamine largely exceed the capacity of

1iDAO to decompose it (Neree et al., 2018; Maintz et al., 2007).

Excess of histamine in gut lumen may trigger diarrhea, abdominal pain or constipation
by increasing neurosecretory functions and muscle contractility (Barbara et al., 2004;
Schnedl et al., 2019). Antihistamine agents targeting histamine receptors may help to
alleviate histamine-induced enteric dysfunctions. Yet, such histamine receptor
antagonists may also cause side effects such as rash, dry mouth, urinary retention,
drowsiness and delirium (Mann et al., 2000; Springuel ef al., 2002). As alternative to
these synthetic antihistamine agents, we and others have previously proposed to treat

histamine-related dysfunctions with vegetal diamine oxidase (VDAO) extracted from
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white or green pea (Masini et al., 2007; Masini et al., 2004; Masini et al., 2002
Mondovi et al., 2013). DAO of vegetal origin is believed to have a better acceptability
and to be safer in terms of secondary effects, while exhibiting higher specific activity
than commercially available DAO of animal origin (i.e., pig kidney DAO; pkDAO)
(Comas-Bast¢ et al., 2019).

Using colon muscle contractility as proxy, the main objective of the current study was
to validate the idea of using vDAO purified from Lathyrus sativus as therapeutic agent
against gastrointestinal histamine excess. Based on prior reports showing an activating
physical association between pkDAO and the vitamin B6 derivative pyridoxal 5'-
phosphate (PLP) (Mondovi et al., 1967; Buffoni ef al., 2003), we also investigated the
potential role of PLP as an enhancer of vDAO effect. In addition, we explored the

possibility of rectal administration of vDAO by enema.

1.13 Material and Methods

1.13.1 Materials

Aminoantipyrine (AAP), ammonia assay kit, bovine serum albumin (BSA), broad
range SDS-PAGE molecular weight standards, concanavalin-A coupled with
fluorophore fluorescein isothiocyanate (Con-A-FITC), desloratadine, 3,5-dichloro-2-
hydroxybenzoic acid (DCHBS), histamine, hydrogen peroxide (H202), homovanillic
acid (HVA), paraformaldehyde, horseradish peroxidase (HRP) type II, HRP type X,
pig kidney diamine oxidase (pkDAO), protease inhibitor cocktail, putrescine, pyridoxal
5'-phosphate (PLP), semicarbazide and N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME)
were purchased from Sigma-Aldrich (Oakville, Ontario, Canada). Bradford reagent,
acrylamide/bis-acrylamide solution (29:1) and Precision plus Protein Kaleidoscope
Standards were from Bio-Rad Laboratory (Mississauga, Ontario, Canada). All current

chemicals were Reagent Grade and were used without further purification.
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1.13.2 Purification of vegetal diamine oxidase

The vDAO enzyme was prepared from Lathyrus sativus seedlings as per our prior work
(Blemur et al., 2016), by homogenizing Lathyrus sativus seedlings in 50 mM phosphate
buffer (pH 5.5) containing 200 mM NaCl. Purified vDAO solutions were lyophilized
and characterized as previously reported (Jumarie et al, 2017). vDAO samples
containing 0.64 + 0.095 mg protein/mg solid (19.0 +7.92 U DAO/mg solid) were used

for further experiments.

1.13.3 Chemical deactivation of vDAO

A 5 mg solid/mL vDAO solution was incubated with 10 mM semicarbazide in Krebs—
Henseleit buffer (KH), pH 7 at 37 °C for 6 h. Then, the solution was dialysed overnight
in 4L of 50 mM phosphate buffer, pH 7.4 and stored frozen until experiments.

1.13.4 Histamine oxidative decomposition by vDAO

Histamine (50 uM) was incubated at 37 °C in KH buffer in presence of various
concentrations of vDAO. Control samples contained vDAO alone. At various intervals,
40 pL aliquots were withdrawn, added to 2 mL HCl 0.1 M and treated with
ophthaldialdehyde under the conditions previously reported (Jumarie et al., 2017). For
each sample the fluorescence was read at Aem =450 nm upon Aex=360 nm on a
PerkinElmer LS50B spectrometer and the histamine concentration was evaluated by
referring to an established standard curve after subtraction of the fluorescence related

to the control containing vDAO alone at the corresponding concentration.

1.13.5 Animal housing and treatments

Experiments on mice were conducted following Canadian Council of Animal Care
(CCAC) guidelines for the care and manipulation of animals used in medical research,
with approval from the Institutional Animal Protection Committee [Comité

Institutionnel de Protection des Animaux (CIPA) reference number #650]. Animals
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used in this study were FVB/N female mice of 3—4 months of age provided by Charles
River (Quebec, Canada). These mice were housed at UQAM’s animal facility under a
12 h/12 h (light/dark) cycle and they were not starved before euthanasia (ad libitum
access to water and standard chow pellets). Euthanasia was performed via CO»
inhalation, following anesthesia with isoflurane. Bowel tissues were then dissected for

different experiments as described below.

1.13.6 Preparation of intestine homogenates

Intestine from FVB/N mice were split in segments corresponding to duodenum,
jejunum, ileum, caecum, proximal colon, mid colon and distal colon. Each fraction was
homogenized in 10 volumes of cold Krebs—Henseleit buffer (KH) containing (in mM):
117 NaCl, 4.7 KCI, 1.2 MgCl, 1.2 NaH2POs4, 25.0 NaHCOs3, 2.5 CaClz, and 11.0
glucose at pH 7, supplemented with 1% protease inhibitor cocktail with an ultrasonic
liquid processor (Sonics vibra-cell, Sonics & Materials inc., Newtown, CT, USA) for
5 min (pulses of 15 s every 5 s) at 30 amplitude. The samples were dialysed at 4 °C in
PBS 50 mM, pH 7.4, overnight and then centrifuged at 1000 g for 15 min. The
supernatants were collected and store on ice until analysis of iDAO activity by
fluorimetric assay. The protein concentrations were determined by Bradford method

(Bradford et al., 1976) with bovine serum albumin as standard.

1.13.7 Assay of DAO activity

a) Fluorimetric assay in terms of H>O> generation. DAO catalytic activity was assayed
spectrofluorimetrically by evaluating the generation of H>O2 upon the oxidative
deamination of putrescine as previously reported (Keston and Brandt, 1965) with slight
modifications. Briefly, samples at a final concentration of 0.015 mg protein/mL of
intestinal homogenates, pkDAO or vDAO were added to KH buffer (final volume 150
uL) containing 8.37 mM HVA, 1 U/mg protein of HRP type X, 1 mM putrescine with

or without I mM semicarbazide (for inhibition tests of copper—amine oxidases with



84

topaquinone in the active site) and incubated at 37 °C for 30 min. A volume of 2.5 mL
of NaOH 0.1 M was then added and the developed reaction was measured at 25 °C in
a PerkinElmer LS45 fluorimeter (PerkinElmer, Waltham, MA, USA), using 315 nm
(excitation) and 425 nm (emission) wavelengths. Samples incubated without the
putrescine substrate were considered as blank. For each sample, the fluorescence value
of the blank was subtracted from the measured value prior to report to a standard curve
prepared from commercial H>O>. One enzyme unit was the amount of enzyme

producing 1 pmole H>O2/min.

b) Spectrophotometric assay in term of H,O: generation. Activity of vDAO in presence
of PLP or not was also evaluated at 340 nm in terms of rate of NH3 formation during
the oxidation of 3 mM putrescine in KH buffer at 37 °C, using an NHj3 assay kit as per
our prior work (Calinescu ef al., 2012). One enzyme unit was the amount of enzyme

producing 1 umole NH3/min.

¢) Zymography assay. The zymographic assay of vDAO activity was performed as
previously reported (Le ef al., 2018) with slight modifications. vDAO samples (1 mg
protein/mL) with or without PLP (at various concentrations) were diluted 1:1 with non-
reducing SDS loading buffer containing 0.085 mM Tris—HCI at pH 6.8, 10% glycerol
and 2% SDS. An amount of 5 pg of vDAO protein was loaded on a 10% SDS-PAGE
resolving gel prepared from acrylamide/bisacrylamide solution containing entrapped
HRP type II at a final concentration of 10 U/mL. Samples were run at 120 V for 1.5 h.
The activity of vDAO was detected by treating the gel with a preheated (5 min at 37 °C)
solution containing 30 mM putrescine, 1.25 mM AAP and 1.25 mM DCHBS for 30
min at 25 °C. The intensities of the active vDAO bands were quantified using the
ImagelJ software and normalized by subtracting the background signal from the gel
(band-free area). To reveal the quantity of loaded protein, the zymography gel was
destained by incubation with a methanol solution 50% v/v for 5 min and stained again
with a Coomassie blue solution containing (40:10:50, v/v/v) methanol—-acetic acid—

water and 0.5% Coomassie Brilliant Blue G-250.
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1.13.8 Ex vivo effect of DAO and other agents on muscle contractility activated by
histamine

Segments of mouse distal colon (2 cm from the anus) were cleaned of their luminal
contents with oxygenated KH buffer (95% O2 and 5% CO>), and attached in the
longitudinal direction in an organ bath (Harvard apparatus) filled with KH buffer at
37 °C. The isolated colon fragment was initially stretched with a preload of 1-2 g of
tension. After 1 h of equilibration, the investigated agents (alone or in combination):
histamine (10, 50 and 100 uM), desloratadine (10, 20 and 40 uM), PLP (1, 10, 50 and
100 uM), vDAO or pkDAO (0.625, 1.25, 2.5, and 5 mg solid/mL), H>O> (0.1, 0.5, 1,
5, 10, and 1000 uM) and/or L-NAME (0.5 uM) were added to the organ bath and
contractibility was measured up to 5 times. The contractile response of longitudinal
muscle was continuously recorded with a myograph (model F-60, Narco-Biosystems,
Houston, TX, U.S.), coupled to a Windows 7 computer equipped with the BIOPAC
student Lab 4.0.2 (BIOPAC Systems Inc., Lorraine, QC, Canada). Contractile strength
in g/s was calculated as the difference from baseline of the area under the curve (AUC),
and data are expressed in AAUC (corresponding to the difference between the AUC
measured 2 min after addition of tested bioactive agents minus the AUC measured 2

min before the treatment).

1.13.9 Investigation of pyridoxal-5-phosphate (PLP) interaction with histamine

To better understand the decrease of contractility, the behaviour of PLP (10-200 uM)
in presence of histamine (50 pM or 25 mM final concentration) in KH buffer (pH 7 at
25 °C) was followed in vitro by UV-VIS spectrophotometry from 220 to 600 nm.
Solutions of 50 uM histamine (final concentration), with various concentrations of PLP
up to 100 uM with and without vDAO (1.25 mg/mL) were also prepared in the same

buffer and used in ex vivo colon contractility assays as described above.
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1.13.10/n vivo analysis of rectally administered vDAO

vDAO was administered to anesthetized mice, using colonic enemas. To this end, the
head of a 20-gauge cannula (Fine Science Tools, Vancouver, Canada) was introduced
in the mouse rectum with vaseline and a volume of 100 uL vDAO was administered.
This volume was determined in preliminary experiments in 1-month-old mice (n=3)
with methylene blue (10% diluted in PBS, pH 7) enemas. It was found that 100 pL was
sufficient to fill the distal colon. Consequently, 100 uL of vDAO (1.25 mg solid/mL)
or PBS (control) were injected by enema and, after 15 min, animals were euthanized
by CO; inhalation. For vDAO activity assays, the distal colon was then dissected,
repeatedly washed in PBS (cycles of 3, 6 and 9 washes), homogenized and assayed for
enzymatic activity as described above. For vDAO localization assays, the distal colon
was dissected, rinsed with PBS and fixed in paraformaldehyde (4% in PBS, pH 7) for
24 h. The tissue was then opened longitudinally and mucosa side was incubated for 30
min with 35 pg/mL Con-A-FITC (Concanavalin-A coupled with fluorescein
isothiocyanate). Stained tissues were finally washed in PBS and mounted on
microscope slides for imaging with a Nikon Eclipse Ti inverted fluorescence
microscope (Nikon Instruments Inc., Melville, NY, U.S.A.). Image acquisition was
performed with a Scion Model CFW 1612C camera (Scion corporation, Frederick, MD,

U.S.A)), using the Scion Image software.

1.13.11Statistics

All experiments used a minimum of three replicates. Where relevant, data are expressed
as the mean + SEM. Statistical tests were performed with the GraphPad software, using
either 1-way ANOVA (for comparison between 3 groups) or 2-tailed Student’s t-test
(for comparison between 2 groups). Differences were deemed statistically significant

when the associated P-value was lower than 0.05.
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1.14 Results

1.14.1 Activity of endogenous iDAO is lower in the colon

The mammalian intestine is known to contain endogenous iDAO (Bieganski et al.,
1983; Mizuguchi et al., 1994), but with unclear distribution along the gastrointestinal
tract. With the idea of selecting a region with low iDAO activity that we could use for
ex vivo contractility assays, we first evaluated iDAO activity in different bowel
segments of adult female mice. To this end, ability of iDAO to generate H>O> upon
oxidative deamination of putrescine was determined in extracts of duodenum, jejunum,
ileum, cecum, proximal colon, mid colon and distal colon. This analysis revealed
unequal distribution of iDAO activity along the gastrointestinal tract, with lowest
activity in cecum and colon. Particularly, the distal colon displayed approximatively
4-10 times less of iDAO activity compared to the duodenum, ileum and jejunum,

respectively (Figure 3.2A).

Importantly, incubation with semicarbazide (a Cu-AO-specific inhibitor that covalently
binds topaquinone in the active site) (Buffoni and Ignesti, 2003) markedly reduced the
enzymatic activity by about 60-95% (Figure 3.2A), thereby confirming that the
measured intestinal enzyme activity was due to a Cu-AO and not to another putrescine
degrading enzyme. Using the same approach, we also evaluated the specific activity of
partially purified vDAO and found it to be approximatively 30 times higher than that
of commercial pkDAO (Figure 3.2B). Based on these results we reasoned that the distal
colon would best fit our needs. Moreover, these analyses confirmed the potency of

vDAO over commercial pkDAO and iDAO.

1.14.2 vDAO is a potent inhibitor of histamine-induced colon muscle contractions ex
Vivo

To evaluate vDAO’s impact on histamine-induced smooth muscle contractions, strips

of distal colon muscles were prepared and attached to a force transducer in an organ
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bath. Using this ex vivo system, we first performed a dose-response assay with
histamine only (at concentrations between 10 and 100 uM) which revealed that a
concentration of 50 uM was sufficient to generate a robust spasmodic response
(Figure 3.3A-B). Using this concentration of histamine to induce muscle contractions,
we then evaluated the effect of increasing concentrations of vDAO. At a low
concentration of vDAO (0.625 mg solid/mL, about 2.5 pM), no significant response
was observed in comparison to histamine only. But, at higher concentrations of 1.25,
2.5 and 5 mg solid/mL (about 5, 10 and 20 uM) vDAO, we observed a significant
decrease of muscle contractions that appeared to reach a plateau at highest doses

(Figure 3.3C-D).
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Figure 3.2: Assay of DAO activity from various sources by spectrofluorimetry.
Specific activity expressed in units (U)/mg protein of DAO from (A) homogenates of various
intestinal segments of mice and from (B) vegetal (Lathyrus sativus) and animal (pig kidney)
sources in the absence (black) or presence (white) of semicarbazide (mean=+ SD; n=3; **
P<0.01, *** P <0.001; one-way ANOVA multiple comparisons).
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These results are in line with the kinetics of histamine elimination by vDAO seen in
vitro, where oxidative deamination of histamine was similarly quicker with 1.25 and
2.5 mg solid/mL of vDAO than with 0.625 mg solid/mL of vDAO (Figure 3.3E). The
apparent lack of ex vivo effect at lowest vDAO concentration is thus likely due to a
limited capacity of vDAO to eliminate histamine before this small molecule (111 Da)
can freely penetrate the muscles and presumably become somehow protected from the
action of the much larger vDAO enzyme homodimer (150 000 Da, Padiglia et al., 1991).
It is also noteworthy that semicarbazide-inactivated vDAO had no impact on
histamine-induced muscle contractions (Figure 3.3F), ruling out the possibility that our
vDAO preparation might have contained another substance with anti-histamine activity.
Moreover, the muscle relaxing activity of vDAO seems to be specific for histamine-
induced contractions as vVDAO had no impact on L-NAME-provoked (Soret et al., 2020)

muscle contractions (Figure 3.4).

Using the same experimental system, we then decided to compare vDAQO’s impact to
that of the well-known H1 receptor antagonist desloratadine. Starting with a
concentration of 10 uM, desloratadine inhibited histamine-induced contractility in a
concentration-dependent manner, with an almost complete inhibition at the highest
tested concentration of 40 uM desloratadine (Figure 3. SA-B). Yet, when compared to
the inhibitory effect of vDAO, desloratadine appeared about four times less efficient
based on the fact that results with 1.25 and 2.5 mg solid/mL of vDAO (about 5 and 10
uM, respectively) (Figure 3.3D) were similar to results with 20 and 40 uM of
desloratadine. Commercially available pkDAO had no effect under these experimental
conditions, even when used at concentrations as high as 5 mg solid/mL (Figure 3.5C-
D). Collectively, these data suggest that vDAO is especially efficient at inhibiting

histamine-induced colonic muscle contractions.
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Figure 3.3: Time course of histamine-triggered distal colon muscle contraction in absence or
in presence of vDAO ex vivo.

Upper panels are representative contractility curves induced by 50 uM histamine (A) alone or
(C) in presence of vDAO 1.25 mg/mL. Middle panels are quantitative analyses of contractility
(expressed in g/s) corresponding to the difference in the area under the curve (AAUC) after and
before addition of various concentrations of (B) histamine or (D) vDAO and 50 uM histamine.
Lower panels are control experiments showing that oxidative deamination of histamine is
slower at lowest concentration of vDAO (E), and that the vDAO preparation has no impact on
histamine-induced contractions when inactivated with the specific Cu-AO inhibitor
(topaquinone-binding) semicarbazide (F) (n=3—4; * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001; one-
way ANOVA multiple comparisons).
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Figure 3.4: vDAO has no impact on L-NAME-provoked colon muscle contractions ex vivo.
Quantitative analyses of contractility (expressed in g/s) corresponding to the difference in the
area under the curve (AAUC) after and before addition of L-NAME alone or in combination to
vDAO.

1.14.3 H20; released during vDAO-mediated histamine deamination has no effect on
muscle contractions

One concern for using vDAO as antispasmodic agent is that accumulation of the H>O»
by-product could eventually lead smooth muscles to contract again. To evaluate this
possibility, the amount of H20: released by vDAO during ex vivo inhibition of
histamine-induced contraction was measured fluorimetrically in vitro using a standard
curve of H,O» (Figure 3.4A, inset). We found that the oxidative deamination of 50 uM
histamine at the highest tested concentration of 5 mg solid/mL vDAO produced 3.3
uM H>O; (Figure 3.4A). At this concentration, and even higher (up to 10 uM), H>O»
had no effect on smooth muscle contractions. A major increase in muscle contractions
was detected only when we increased H2O> concentration to 1 mM (about 300 times

higher than the concentration produced by 5 mg solid/ml vDAO) (Figure 3.6B).
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Figure 3.5: Effect of commercial antihistamine agents on histamine-triggered distal colon
muscle contraction.

The effect of desloratadine (Deslo) antihistamine drug on the ex vivo histamine-induced
contractile response (Hist 50 uM, left side) and the related quantitative analysis (right side) in
the presence of (A, B) desloratadine or of (C, D) pig kidney (pk) DAO at various concentrations
(n=3; ** P<0.01, *** P<(0.001; one-way ANOVA multiple comparisons).



*kk
1
A s B 204
> 700 .
@ oo y=1408x
44 8 1.54 _—
E 500 {R®=0.9982 .~ ' .
2,8 ' @ ¢
= g 300 o101
0, g 200{ 9 0
T 295 100{ o 205
Y < *
1 0 1 2 3 4 5 o0 e
H,0, (M) 0.0+ ° oyt 2 8 _.:._
*
0
05 T T T T T T
vDAO 5 mg/mL 01 05 1 5 10 1000
H,0, (uM)

Figure 3.6: Effect of the H,O» by-product of vDAO reaction on distal colon muscle
contraction ex vivo.

(A) Determination of H,O» released in vitro by 5 mg solid/mL vDAO in presence of 50 uM
histamine, using a H,O, standard curve (inset in A). (B) Ex vivo effects of varying
concentrations of H,O», on muscle contraction (n=3; *** P<0.001; one-way ANOVA
multiple comparisons).

1.14.4 vDAO effect can be further increased by PLP

Still using the same ex vivo system, we next tested the potential of PLP as vDAO
modulator. PLP alone did not have an overt effect on basal (Figure 3.7A, B) or on
histamine-induced (Figure 3. 7C, D) contraction, regardless of PLP concentration used
(up to 100 uM). We observed a small relatively uniform decrease in histamine-induced
contraction with 1 to 50 uM of PLP (Figure 3. 7D) yet without reaching statistical
significance, most likely because of small sample size. However, adding 10 pM of PLP
to 1.25 mg/mL of vDAO was sufficient to elicit robust, statistically significant
inhibition of histamine-induced contractile response in comparison to vDAO alone

(Figure 3. 7E, F).

To more formally exclude the possibility that PLP might exert its effect by complexing
histamine (Kierska et al., 1975), we compared the UV/VIS spectra of PLP + histamine
under the same experimental conditions used for ex vivo contractility assays (2 min of
incubation at 37 °C in KH buffer in the organ bath). At the same concentrations used

in these assays (and slightly higher; up to 200 uM), we found no differences between
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the PLP spectral pattern in the presence (Figure 3.8A) or in absence (Figure 3.8B) of
50 uM histamine. Robust PLP-histamine complexation appears to only occur in the
millimolar range (Kierska et al., 1975), as we observed when we increased histamine
concentration at 25 mM (about 500 times the concentration used in ex vivo assays). In
these circumstances, we found that the peak of maximal absorbency for PLP (200 uM)
is shifted from 390 to 410 nm (Figure 3.8C).

To further validate the enhancer role of PLP on vDAO, we measured vDAO activity in
presence and absence of PLP using different in vitro approaches. Zymographic assays
of 5 ng vDAO protein/well with increasing concentration of PLP ranging from 0.1 to
5 mM/well and staining with putrescine, DCHBS and AAP revealed an increase of
vDAO activity as a function of PLP concentration. This increase appeared close to
linear in presence of PLP concentrations ranging from 0.5 mM to 4 mM (Figure 3.9A,
B and Figure 3.10). Coomassie blue staining confirmed that equal amounts of vDAO
were loaded on gel (Figure 3.9C and Figure 3.10). Similar results were obtained when
DAO activity was measured by evaluating the rate of ammonia production from
putrescine oxidation (Figure 3.9D). All these data suggest that the PLP-mediated
increase of vDAO antispasmodic activity detected in our ex vivo contractility assays
might be due to an interaction between PLP and vDAO rather than between PLP and

histamine.

1.14.5 Rectally-administered vDAO binds and remains active on colon mucosa

With the idea of eventually using vDAO in the gut lumen to alleviate histamine-
induced intestinal damage in humans, we evaluated whether vDAO can bind and
remain active for a certain period of time on the intestinal mucosa in vivo. To this end,
100 pL of 1.25 mg solid/mL vDAO (in PBS, pH 7.0) was administered to adult female
mice via rectal enemas. This enema volume was first established as being sufficient to

fill the distal colon with methylene blue enema (Figure 3.11).
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Figure 3.7: PLP enhances the antispasmodic effect of vVDAO ex vivo.

Representative contractility curves (left panels) and corresponding quantitative analyses (right
panels) for (A, B) PLP alone, or in presence of (C, D) Histamine and of (E, F) Histamine and
vDAO (n=3; ** P<0.01, *** P <0.001; one-way ANOVA multiple comparisons).
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Figure 3.8: UV-Vis absorption spectra of PLP with and without histamine.

Absorption spectra of (A) 50 uM histamine (Hist) and PLP at concentrations used in ex vivo
assays, (B) histamine-free PLP (as negative control) and (C) higher histamine (25 mM) and
PLP (200 uM) concentrations (as positive control).

Mice that received vDAO or PBS only (control) enemas were sacrificed 15 min after
enema administration and their distal colon (2 cm from the rectum) was analyzed for
vDAO activity and mucosal retention, after extensive washing. Based on amounts of
H>0; released upon exposure to 50 uM histamine, the rectally-administered vDAO
remained active for at least 45 min after injection (Figure 3.12A). Binding of vDAO to
the colon mucosa was confirmed by fluorescent staining of distal colon samples with
FITC-conjugated concanavalin A, which is known to bind the carbohydrate moiety of
Cu-AOs (Ishizaki and Yasunobu, 1980) (Figure 3.12B). Of note, retention of active
vDAO on the colon mucosa also appeared stable, remaining the same regardless of the

number of washing steps.
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Figure 3.9: In vitro analysis of vDAO activity as a function of PLP concentration.

(A) Representative zymography gel and (B) corresponding densitometry analysis of vDAO
activity at different concentrations of PLP. (C) Coomassie staining of zymography gel
indicating equal loading and appropriate molecular weight of vDAO monomer (75 kDa)
according to Broad range SDS-PAGE molecular weight standards (std). (D) Ammonia

concentration released during the vDAO activity in presence of various concentrations of PLP
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Methylene blue §

Figure 3.11: Evaluation of enema volume required to fill the distal colon.
A volume of 100 pL of methylene blue was rectally-administered in vivo to FVB female mice ,
which were then sacrificed to evaluate methylene blue distribution in the distal colon
(representative of n=3 evaluations).

Compared to unwashed freshly-dissected tissues for which measured vDAO activity
was set at 100%, vDAO activity remained constant at 80% after 3, 6 and 9 successive
washes (Figure 3.12C). Altogether, these observations instill confidence for

considering vDAO as therapeutic agent in the gut lumen.

1.15 Discussion

Excess of histamine in the bowel can generate various gastrointestinal dysfunctions
including motility problems. The current study strengthens the idea of using vDAO
purified from Lathyrus sativus as therapeutic agent against such histamine-induced
problems, and most especially in combination with the PLP enhancer. In addition, our
data further suggest that the rectum could be a relevant and efficient route of

administration.

Our in vivo and ex vivo data fit well with several previous studies. Our finding of
unequal distribution of iDAO along the murine intestinal tract with lowest activity in

the colon (Figure 3.2A) is in agreement with studies reporting low amine oxidase
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activity in rat distal colon (Luk ef al., 1980) Sensitivity to semicarbazide (Figure 3. 2A)
also confirmed that murine iDAO is a Cu-AO with topaquinone in the active site like

pkDAO (Buffoni et al., 1994a; Buffoni et al., 1994b; McGrath et al., 2009).
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Figure 3.12: Retention of active vDAO on colon mucosa after rectal administration.

(A) Analysis of vDAO-mediated release of H>O, from colon mucosa of mice that previously
received VDAO by enema. (B) Analysis of vDAO retention by staining with FITC-labeled
Concanavalin A. (C) Retained vDAO remains active after repeated washes (mean+ SD; n=3—
5; * P<0.05, ** P<0.01; one-way ANOVA multiple comparisons).
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problems, and most especially in combination with the PLP enhancer. In addition, our
data further suggest that the rectum could be a relevant and efficient route of

administration.

Our in vivo and ex vivo data fit well with several previous studies. Our finding of
unequal distribution of iDAO along the murine intestinal tract with lowest activity in
the colon (Figure 3.2A) is in agreement with studies reporting low amine oxidase
activity in rat distal colon (Luk ef a/., 1980) Sensitivity to semicarbazide (Figure 3. 2A)
also confirmed that murine iDAO is a Cu-AO with topaquinone in the active site like

pkDAO (Buffoni et al., 1994a; Buffoni et al., 1994b; McGrath et al., 2009).

Based on our own in vivo observations and the existing literature, we thus selected the
distal colon for our ex vivo assays of modulation of histamine-induced contractions.
Histamine is well known to have a spasmodic effect on bowel smooth muscles, even at
low concentration (1 uM) (Huang et al., 2011). This contractility effect is mediated, at
least in part, through HI histamine receptors expressed in bowel smooth muscles
(Murthy, 2006). Therefore, although we used a relatively high concentration of
histamine (50 uM), the ability of desloratadine (an H1 antagonist) to robustly inhibit
histamine-induced contraction of colon smooth muscles was nonetheless expected.
What was more surprising is the discovery that vDAO has a markedly lower IC50 value
as antihistamine agent (i.e., concentration required to reduce histamine response by

50%) than desloratadine (5 uM for vDAO vs 20 uM for desloratadine).

We were further delighted to discover that addition of PLP could potentiate the vDAO
effect, both ex vivo and in vitro. We turned to PLP in part because of early studies
suggesting PLP could serve as prosthetic group for pkDAO (Mondovi et al., 1967;
Buffoni et al., 2003), although this concept was subsequently challenged following the
identification of topaquinone as prosthetic group for many Cu-AOs (Klinman et al.,
2003). Yet, the idea to use PLP (the biologically active form of vitamin B6) together
with vDAO was also motivated by several studies reporting a link between vitamin B6

levels and bowel inflammation, although the mechanism underlying this relationship
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is unclear as both high and low levels of vitamin B6 were reported to have beneficial
effects (Selhub et al., 2013; Iwakawa et al., 2019). In the end, our data strongly suggest
that exogenous PLP might have a dual therapeutic effect when used in conjunction with
exogenous VDAO, most likely influencing both vDAO activity and endogenous PLP-
dependent metabolic enzymes relevant for bowel inflammation and/or motility (Ueland
et al., 2017). Indeed, while in vitro data clearly show that PLP can directly enhance
vDAO activity in a dose-dependent manner (Figure 3.9), this gain in activity is very
modest at the lowest tested PLP concentration (100 pM) which is 10 times the
concentration (10 pM) that we used with vDAO to elicit strong inhibition of histamine-
induced contraction in ex vivo assays (Figure 3.7E-F). This difference in magnitude,
combined to the small decrease of histamine-induced contraction in presence of PLP
alone (Figure 3.7C-D), strongly suggests that PLP might activate some metabolic
pathways in colon smooth muscles, independently of vDAO. One relevant pathway
might be the transsulfuration pathway for which the by-product of cysteine degradation
H>S is a smooth muscle relaxant (Aitken ez al., 2011; Dominy et al., 2004),

while another one might be the degradation pathway of the pro-contractile sphingosine-
1-phosphate (Pulkoski-Gross ef al., 2015; Al-jarallah et al., 2017). We cannot also
exclude the possibility that PLP might have another beneficial effect through formation
of an inactive cyclic compound with histamine (Sasiak et al., 1975; Saslak et al., 1977).
However, we note that this appears to be a relatively rare event in the micromolar range
(involving only 7% of PLP at equimolar concentrations of 10 uM) (Kierska et al.,1975)
and most likely the reason why it was not detected in our experimental conditions using

histamine at 50 uM and PLP at 10-200 uM (Figure 3.8A).

The ability of the colon mucosa to retain rectally administered vDAO in an active
conformation is especially meaningful. The retention of vDAO might be explained by
oxidative deamination of lysine e-amino residues on proteins from the surface of the
mucosa. This hypothesis is supported by a previous study suggesting a role for serum

Cu-AO in post-translational modifications of proteins (Wang et al., 1996) through
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recognition and oxidation of g-amino side-chain of lysine (owing to structural
similarity with lysine’s degradation product and natural Cu-AO target cadaverine). Cu-
AOs including vDAO are thus supposedly able to oxidise the e-amino side-chains of
lysine which, once oxidised to an aldehyde, might then bind the own g-amino groups
of Cu-AQ’s lysyl groups (a mechanism alike that of Schiff binding) as described for
the aminohexyl (AH) chains on AH-Sepharose chromatographic material (Befani ez al.,
1998). Importantly, retention of active vDAO on gut mucosa (Figure 3.7A—C) suggests
that a single oral (Neree et al., 2018; Calinescu et al., 2012; Mondovi et al., 2013) or
rectal (this work) administration would not be eliminated through intestinal transit (24
h) and might thus be efficient for a long time until renewal of the gut mucosa every 2—
5 days (Barker et al, 2014; Darwich et al., 2016). The results of this study thus provide

a strong impetus for clinical studies in humans.
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1.16 Résumé

La diamine oxydase catalyse la déamination oxydative de I’histamine en imidazole
acétaldéhyde avec la production concomitante du peroxyde d’hydrogeéne et de
I’ammoniac en présence d’oxygene. Un taux anormalement élevé d’histamine dans la
lumiére intestinale est associé aux histaminoses et allergies alimentaires. De plus la
reconnaissance et la liaison de [I’histamine aux récepteurs histaminique H1
(majoritairement exprimés a la lumiére intestinale) induit la mobilit¢ du Ca®*
intracellulaire via la voie de signalisation de la 3,7-phosphate inositol diphosphate
(PIP2). De nombreux agents antihistaminiques commerciaux a l’exemple de la
desloratadine, compétissent avec I’histamine pour le récepteur HI et permettent de
réduire les effets pathologiques associés a I’histamine. Toutefois, ces agents
antihistaminiques présentent de nombreux effets secondaires et dans certaines
situations, peuvent conduire a 1I’anxiété. De ce fait, au lieu de bloquer les récepteurs
histaminiques (mode d’action de la desloratadine) nous proposons dans le cadre de ce
projet, ’'usage de la diamine oxydase végétale (DAOV) extraite de Lathyrus sativus.
Des études in vitro avec des cellules intestinales Caco-2, préalablement traitées avec
du Fluo-4 AM ont été réalisées. La mobilité du Ca*" intracellulaire dans des cellules
Caco-2 traitées avec I’histamine, I’antagoniste H1 sélectionné ou la DAOv a été suivie
par microscopie confocale. Les données obtenues confirment le role de 1’histamine
dans I’augmentation du Ca*" cytosolique de fagon concentration dépendante. De plus
a une concentration fixe de [’histamine, les traitements avec la DAOv et la
desloratadine inhiberaient la mobilité du Ca** intracellulaire induite par I’histamine.
Un ratio d’efficacité molaire approximatif de 1:4 de DAO:desloratadine, pourrait étre
attribu¢ afin de comparer la concentration de la DAO ayant un effet similaire a celle de

la desloratadine.

Mots-clés : Agents antihistaminiques, Ca?’, diamine oxydase, DAO, histamine,

récepteurs histaminiques
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1.17 Abstract

Several vegetal and animal diamine oxidases (DAQO) catalyze the oxidative
deamination of histamine to imidazole acetaldehyde with concomitant production of
hydrogen peroxide and ammonia with consumption of oxygen. High histamine levels
in the blood are currently associated with allergic phenomena and trigger Ca®" mobility
via H1 receptors. Some commercial antihistamine agents as desloratadine, bind to H1
receptors and relieve the damaging effects of histamine intoxication. However, these
antihistamine drugs may induce side effects as dry mouth, dizziness, nausea and some
neurological disorders. This report is aimed to investigate in which extend DAO may
control the Ca?* mobility in comparison with desloratadine, an antihistamine drug.
Instead of blocking H1 receptors, we proposed vegetal diamine oxidase (VDAO) as an
enzymatic approach to decompose histamine. Considering the damaging effect of high
concentration of histamine at intestinal level, this study was conducted on Caco-2
intestinal cells treated with Fluo-4 AM as Ca®" tracker. It was found by confocal
microscopy that the VDAO down regulated histamine-induced Ca?* mobility in
intestinal Caco-2 cells. This effect was stronger than that obtained with the synthetic
desloratadine drug. At a fixed concentration of histamine (able to trigger calcium
mobilization), DAO at a concentration three times lower than that of desloratadine was
similarly effective in inhibiting the same levels of calcium mobilization. It appeared
that the histamine degrading vegetal DAO, can efficiently counteract the histamine-
induced calcium release mobility at concentrations lower than those of desloratadine,
an antihistamine agent, which competes with histamine for H1 receptors. These

observations may be relevant for treatment of histamine-related intestinal dysfunctions.

Keywords : Antihistamine agents, Ca>", diamine oxidase, DAO, histamine, histamine

receptors.

Abbreviations: Ca>" - Calcium ion, Deslo — Desloratadine, DAO - Diamine oxidase,

Hist — Histamine and H1 — histamine receptor 1.
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1.18 Introduction

Histamine is a biogenic amine, endogenously generated by decarboxylation of histidine
by histidine decarboxylase (EC 4.1.1.22) (Maintz and Novak, 2007). Exogenous
histamine is supplied by food. This aromatic amine is a ubiquitous agent and it is
involved in many biological processes including gut contractibility (Neree et al., 2020;
Bertaccini et al., 1997), and proliferation, migration of intestinal cells (Pietrangeli et
al., 2019; Nan-Hyung et al., 2010). It is also a proinflammatory agent (MacGlashan,
2003) and a pro-angiogenic mediator (Pietrangeli e al., 2019). The effects of histamine
in gut behaviour are mostly mediated by H1 histamine receptors (Farzam et al., 2020),
G-protein coupled receptors expressed at intestinal level in mammals (Kim ef al., 2011;
Fabisiak ef al., 2017) and in colon cancer cell lines including Caco-2 cells (Lampiasi
et al., 2007). The Caco-2 cell line exhibits a well-differentiated brush border on apical
surface and tight junctions and expresses specific intestine transporters and enzymes.
Thus, this cell line is the most popular intestinal in vitro model that correlates well with
the human gut properties in vivo (Meunier et al., 1995; Miret et al., 2004).

The concentration (level) of histamine in the intestinal lumen, is regulated by diamine
oxidase (EC 1.4.3.6) released from enterocytes (Sattler et al., 1990). A dysfunction and
an inhibition of this enzyme are commonly related to an unbalanced histamine level
and histamine-related diseases such as histamine poisoning and food allergy (Sullivan
1999; Maintz et al., 2007b; Go6tz, 1996; Wantke et al., 1994).

Intestinal diamine oxidase (iIDAO) and vDAO (also called histaminase), catalyzes the
oxidative deamination of primary amino group of certain diamines (putrescine,
cadaverine, spermine and spermidine) and histamine to the corresponding aldehydes

with production of hydrogen peroxide and ammonia (Figure 4.1).

Histaminase (DAO) Imidazole -
] ] 4+ D: £ 2 ] £ - 5 L
Histamine H:0O - 4-acetaldehyde H207 + NHs

Figure 4.1: Oxidative deamination of histamine by histaminase.
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The choice of vDAO in this project as antihistamine agent is related to previous works
proposing an oral administration of vDAO (Calinescu et al., 2012) to treat histamine-
related dysfunctions alleviate histaminosis, food-allergy and inflammatory symptoms.
Furthermore, it is known that vDAO exhibits a higher affinity for histamine (Pietrangeli
et al., 2007) and lower immunogenicity (Mondovi et al., 2013) than that of animal
DAO. It was of interest to evaluate the amount of vDAO to obtain a decrease of
histamine level in comparison with the current used antihistamine desloratadine drug

and the histamine-induced Ca*" mobility was the measured parameter.

The activation of H1 receptors stimulates the Gq protein and the phopholipase C (Jones
et al., 2011) inducing the hydrolysis of inositol phospholipids and leading to an
increase of intracellular Ca*" in mammalian cells (Berridge 1987). The possibility that
HI1 might be target for treatment of histamine-related diseases have been largely
explored (Church ef al., 2014). The H1 antagonist drugs including desloratadine,
compete with histamine, inhibit Ca** mobility and then relief the histamine-related
inflammatory effects. Desloratadine is a non-sedating H1 antagonist drug (member of
the second generation H1 antihistamines) and usually used for the relief of symptoms
associated to allergic rhinitis (Wilken et al., 2006; Anthes et al., 2002). Blocking the
binding of histamine by H1 antagonists, although they are effective in the remission of
histamine-induced symptoms, may produce side effects, such as, itching, dry mouth,
pharyngitis, myalgia, anxiety and even depression (Boer ef al., 2018; Murdoch et al.,
2003). To restrain the intestinal histamine level and avoid the deleterious side effects
of antihistamine drugs, an oral supply of vDAO would help patients to regulate the

histamine balance.

The Fluo-4 AM ester used as a dye for Ca* allows to measure the cellular activities in
various systems in order to understand physiological processes such as gastrointestinal
motility (Perrino 2016) and immune cells activation (Lewis 2001). As Ca** is a second
messenger resulting from the HI receptors activation, Ca**-imaging techniques was

selected to track on Caco-2 cells, the Ca’' traffic (from endoplasmic reticulum to
P
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cytosol) induced by histamine (agonist) and the impact of antihistamine agent

desloratadine (antagonist) and of vDAO (histaminase).

The adherent Caco-2 cells differentiated for 21 days, are currently used to mimic the
intestinal tissue processes. These cells have been found as good model for in vitro study
of the role of histamine in the gut (Jumarie et al., 2017; Lampiasi et al., 2007; Mu et
al., 1994). In t he present study, we demonstrate that in Caco-2 cells, histamine induced
an increase in cytosolic Ca?" (probably via H1 stimulation) and that Ca®" mobilization

is inhibited by DAO as well as by desloratadine.

1.19 Materials and Methods

1.19.1 Materials

Aminoantipyrine (AAP), 3,5-dichloro2-hydroxybenzensulfonate (DCHBS), bovine
serum albumin (BSA), calcium chloride (CaCl,), 1,4-diaminobutane dihydrochloride
(putrescine), dibasic sodium phosphate salt (NaHPO4) dihydrate, glutamine, 4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazine-ethanesulfonic acid (HEPES), horseradish peroxidase
(HRP) type I, monobasic sodium phosphate salt (NaH>PO4) dihydrate, dihydrochloride,
potassium chloride (KCl), probenecid, sodium bicarbonate (NaHCO3) and sodium
chloride (NaCl), were purchased from Sigma-Aldrich (Winston Park Dr., Oakville,
Ontario, Canada). Fluo-4 acetoxymethylester (Fluo-4 AM) and pluronic acid were
purchased from Thermo Fisher Scientific (Mainway, Burlington, Ontario, Canada).
Dulbecco’s modified Eagle essential minimum medium containing 25 mM glucose
(DMEM), 100X nonessential amino acids and 10 000 U/mL penicillin-streptomycin
were purchased from Hyclone (Logan, UT, USA), feetal bovin serum was from Wisent
Bioproducts (St-Bruno, Québec, Canada). Colorectal adenocarcinoma (Caco-2) cells
line cells were obtained from the American Type Culture Collection (ATCC; Manassas,
VA, USA). All current chemicals were reagent grade and were used without further

purification.
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1.19.2 Vegetal diamine oxidase purification

Diamine oxidase was extracted from etiolated Lathyrus sativus seedlings and purified
by ion exchange chromatography on a YMC-BioPro S75 resin (Blemur et al., 2016).
After purification, the enzyme was lyophilized at -20 °C with a mass yield of 30 to 46%
and a specific activity of 10 £ 1.3 U/mg of protein. DAO activity was determined in
phosphate buffer 0.1 M pH 7.2 by following at 515 nm the formation of a pink product
(€515 nm= 26 000 M'cm™) due to the reaction of H,O, (generated from the oxidation by
DAO of 3 mM putrescine) with 0.1 mM DCHBS and 0.01 mM AAP in the presence of
10 pg/mL HRP (Pietrangeli ef al., 2012). The protein concentration was determined
using colorimetric Bradford method at 595 nm with bovine serum albumin (BSA) as

standard (Bradford, 1976).

1.19.3 Determination of vDAO activity

The activity of vegetal DAO was determinated by DCHBS-AAP-HRP method (using
putrescine 3 mM as a substrate) in 0.1 M phosphate buffer pH 7.2 and also in
Dulbecco’s Modified Eagle Essential Medium (DMEM), pH 7.2, supplemented or not
with 15% foetal bovin serum (FBS).

1.19.4 Differentiation of Caco-2 cultured cells and treatment for measurement of
Ca*" flow

An amount of 1x10° Caco-2 cells were grown on six-well plate in 2 mL of DMEM
containing 25 mM glucose and supplemented with 15% inactivated (56°C for 30 min)
FBS, 0.1 mM nonessential amino acids (arginine, cystine, histidine, isoleucine, leucine,
lysine, methionine, phenylalanine, thréonine, tryptophan, tyrosine and valine), 50
units/pL penicillin and 50 mg/pL streptomycin. Cells were maintained in a 5% COo.
The complete medium was changed every two days until 21 days cells to allow

differentiation (Jumarie and Malo, 1991, Natoli et al., 2012).
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In order to monitor the intracellular Ca?"mobilization from endoplasmic reticulum , the
21-days old Caco-2 cells were incubated in absence of calcium for 1h at 37 °C with
1uM of the Fluo-4 AM indicator (previously dissolved at indicated concentration in
the HBSS-HEPES saline buffer, pH 7.2, containing 10 mM HEPES, 1uM pluronic acid
F127 (anonionic detergent for solubilization of the hydrophobic Fluo-4 AM ester) and
2.5 mM probenecid (solubilized in 0.5 M NaOH, able to block organic anionic
transporters and thus to prevent the exit of the internalized probe from the cell) in
Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) no containing calcium. The cells were then

washed three times with the same buffer in order to remove the non-uptaken dye.

Once the non-active form of calcium probe (containing AM ester) was internalized in
Caco-2 cells, it will be sensibilized to lyse the hydrophobic AM ester by esterases to
its activated form (Fluo-4) and the cells were maintained in ImL HBSS-Hepes buffer
containing 1 mM calcium pH 7.2, 37 °C, 5% CO, for 30 min.

Fluorescent Caco-2 cells were treated with 100 uL of different solutions, as follows:
Histamine at concentrations in the range 50 pM - 2.5 mM), vDAO (0.77 and 1.25
mg/mL), desloratadine (5 and 20 uM), preincubated (15 min) 1.25 mM histamine-
vDAO (0.77 - 2.5 mg/mL). The agents have been added under microscope and data
acquisition was followed at 37 °C, 5% CO.. To evaluate the effect of desloratadine on
histamine-released Ca®" the cells was treated with indicated concentrations of

desloratadine (5-50 mM) during the de-esterification of the probe by cells.

1.19.5 Image acquisition and analysis

Confocal microscopy was used as an imaging technique to measure fluorescent Fluo-
4-Ca*" signal (Agm: 525 nm, Apxc: 488 nm) induced by histamine. Caco-2 cells were
visualized on a Nikon A1l confocal microscope equipped with 10X objective. The
acquisition was operated in kinetic scan mode, at 2.5 min with a rate of 2 seconds per
scan, pinhole diameter of 11.9 um, a detector sensibility or high voltage (HV) of 45

and an offset of -5.
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Fiji is Imagel] software (http://fiji.sc/wiki/index.php/Fiji) was used to quantify
fluorescence. Data are expressed as variation of area under the curve (AUC) and were

normalized the AUC of control mean obtained from all the data set of experiments.

Statistics: All experiments were performed in minimum of three replicates (not

replicate from same subculture). Where relevant, data are expressed as mean + SD.

1.20 Results

1.20.1 Internalization of fluorescent Fluo-4 probe by Caco-2 cells

The behaviour of eukaryotic cells could be followed by several indicators. Usually,
Fluo-4 AM, a sensitive probe, is used as indicator in calcium mobilization experiments
(Persechini et al., 1997; Palmer ef al., 2006). In confocal microscopy, the Caco-2 cells
incubated with the Fluo-4 showed a non fluorescent area and some green spots
characteristic of the probe (Figure 4. 2A). The non-fluorescence zone may suggest the
lack of cells. However, transmitted light (Figure 4.2B) showed a not alter the cell
integrity with 100% cells at confluence and also some clustered cells. A merge of the
two panels (Figure 4.2C) confirmed that the majority of green spots (Figure 4.1A) is
correlated with the cell clusters (Figure 4.2B) probably due to the adhesive property of
differentiated Caco-2 cells. The success of Ca*" dye loading was confirmed in the

absence of histamine by a basal fluorescence and by the fluorescent spots (Figure 4.2C).

Caco-2 cells express histamine receptors H1 (Lampiasi et al., 2007) and the Ca**
pathway occurs via H1 of most of the intestinal cells. The activation of H1 regulates
intracellular Ca®" concentration (Thangam et al., 2018). Considering the affinity of
activated Fluo-4 for Ca?" and the fluorescent properties of the formed complex probe,
the time course of histamine-induced increase of fluorescence and the number of
fluorescent spots was monitored in HBSS-HEPES medium without calcium as a
measure of Ca®" flow in the cytosol. During the first 40 s after histamine treatment, no

response was observed, suggesting a lag phase of the process. Then, a linear increase
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of number of fluorescent spots was observed (Figure 4. 3, Figure 4. 4) with a plateau
reached after 60 s. Variations in the time-course of the increase Fluo-4 AM
fluorescence in the Caco-2 cells including lag and linear increase (Figure 4. 3 and

Figure 4. 4) can be explained by the time required for histamine to bind H1 receptors,

before cytosolic Ca** release.

Figure 4.2: Caco-2 cells staining with Fluo-4 AM.

Caco-2 cells were seeded into 96-well plate at densities of 10 000 cells/well in DMEM
supplemented with 15% FBS, 0.1 mM nonessentials amino acids and penicillin/streptomycin
per well and were allowed to grow and to differentiate for 21 days at 37 °C. 21-days- cells
stained with Fluo-4 AM were imaged in (A) green fluorescence or (B) transmitted light panels.
(C) A superposition of the two panels showed a good correlation of fluorescent spots with
clustered cells.

TO sec T40 sec T50 sec T60 sec

Figure 4.3: Time-course of intracellular Ca?* release after 1.25 mM histamine stimulation of
Caco-2 cells.

In vitro time lapse sequence showed an increase of fluorescent spots from 40 s until 60 s with
a lag phase up to 40s (Figure 4.4). Red arrows indicated isolated of clustered fluorescence cells
even they were visible on the screen but not on the picture.
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Figure 4.4: Number of random fluorescent cells during fluorescence data acquisition on
confocal microscopy.

The representative curve of Caco-2 cells fluorescence after histamine stimulation showed a lag
phase followed by a linear increase of number of fluorescent spots (expressed as arbitrary unit
(a.u.)) during the first 60 s. Data acquired with Image]J software are representative of n=5
independent experiments.

1.20.2 vDAO prevents histamine-induced stimulation of intracellular Ca** mobility

The stability of DAO is related to its concentration and the nature of buffer (Neree et
al., 2018). In this way it was crucial to eliminate possible interference and to choose
the best experimental conditions. The DMEM is a rich cell culture broth supplemented
with antibiotics, nonessential amino acids and foetal bovine serum (FBS) as a main

component of eukaryote cell culture media.

The FBS is harvested from bovine fetus blood and it contains hormones (growth factors)
and also serum amino oxidase at an elevated level. This was expected, also considering

that DAO is highly expressed in placenta.

In fact, we have observed that vDAO in FBS-enriched DMEM medium showed a
higher oxidative deamination of histamine (Figure 4.5) than that found in 0.1 M
phosphate buffer, pH 7.2. This is why an FBS-free medium was used for the further
experiments. It was also of interest to evaluate the vDAO activity at increasing

histamine concentrations. An increase of reaction rate was found with histamine in the



115

range 0.01 to 10 mM and an inhibition was found at high concentration of 100 mM

histamine, probably an inhibition by the substrate.

Repeated administrations of histamine at the same concentration presented a
cumulative agonist effect (Figure 4.6) and a similar increase of fluorescence intensity
was found at a subsequent treatment with 0.625 mM histamine. The repetitive and
cumulative effects of histamine (0.625 mM) could be due to the fact that H1 receptors
are not totally occupied after the first administration (Figure 4.6).

It was also found that the fluorescence intensity related to intracellular Ca®"

mobilization, proportionally increased with histamine concentrations (Figure 4.7).

A 1.25 mM histamine concentration was retained for the subsequent experiments to
evaluate the effect of vDAO on Ca** mobility. This concentration of histamine was
assumed as non toxic seems it fits well in the range of histamine concentrations up to

3mM exhibiting less toxicity (about 20%) on Caco-2 cells (Jumarie et al., 2016).

0.7 1 I:]Ui',-"'t_i'e"l 'u'\l'f:h FBS, pH 7.2
ODMEM without FBS, pH 7.2 i
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Figure 4.5: DAO activity in cell culture media.

The DAO enzyme activity was assayed in vitro with histamine as substrate at various
concentrations in DMEM (white) supplemented or (grey) not with 15% foetal bovine serum
(FBS) and in (black) 100 mM sodium phosphate buffer pH 7.2. Data are representative of n=3
independent experiments (mean +/- SD).
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Figure 4.6: Cumulative effect of histamine as Ca®" signaling molecule.
(A) The representative fluorescence and (B) the quantitative analysis based on the area under
the curve (AUC) of two successive histamine stimulations (mean +/- SD, n=5 independent

experiments).
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Figure 4.7: Histamine-induced Ca* mobilisation on Caco-2 cells.

The differentiated Caco-2 cells (21 days) were loaded with the Ca**-sensitive probe Fluo-4 AM.
The fluorescence generated by histamine stimulation was (A) measured by real-time confocal
microscopy (B) quantified as area under the curve (AUC) obtained by ImagelJ software. Data
are representative of n=5 independent experiments.

vDAO caused a concentration-dependant inhibition of Ca*" mobility induced by 1.25
mM histamine (Figure 4.8). Thus, vDAO 0.77, 1.25 and 2.50 mg /mL (corresponding
to 5.1, 8.3 and 16.6 uM) generated about 50, 72 and 96 % inhibition of Ca*'

mobilization when the 1.25 mM histamine pre-incubated (for 15 min, room
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temperature) with vDAO at various concentrations was added to the HBSS-HEPES
without calcium medium. This suggests that the elimination of histamine is the main
cause of Ca?" mobility decrease and could be related to the decomposition of histamine

in presence of vDAO (histaminase).

The treatment of Caco-2 cells with a solution of histamine preincubated with vDAO at
increased concentrations markedly modified the kinetic of cytosolic Ca®" liberation
(Figure 4.8). This could be explained by the role of vDAO catalysing the histamine
oxidative deamination. Diminishing histamine level in presence of vDAO could reduce
its disponibility to bind H1 receptors and thus limiting Ca®" transit from endoplasmic

reticulum to cytosol and thus decreasing the related fluorescence.
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Figure 4.8: Effect of vDAO at various concentrations on histamine-induced Ca?*
mobilization.

The differentiated Caco-2 cells (21 days) were loaded with the Ca**-sensitive dye Fluo-4 AM.
The cells were treated with solutions of 1.25 mM histamine previously pre-incubated for 15
min at room temperature with DAO at various concentrations. The fluorescence obtained was
(A) measured by real-time confocal microscopy and (B) quantified by ImageJ software. (mean
+/- SD, n=5 independent experiments).

1.20.3 Effect of desloratadine on histamine-induced Ca*" signal

The effect of desloratadine on histamine-induced-Ca®' release was also evaluated. An

Inhibition of intracellular Ca** flux was observed at increasing concentrations of
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desloratadine. At current desloratadine concentrations (5, 10 and 20 uM) used to
counteract histamine effect, the Ca?* flux was inhibited to 21, 25 and 49 %, respectively

(Figure 4. 9).

Our results indicate that the histamine-mediated Ca*" mobilization in Caco-2 cells is
derived mainly from HI1 receptor activation since the treatment of cells with
desloratadine, in concentration-dependent manner, was able to reduce the fluorescence
response induced by histamine (Figure 4.9) in agreement with Anthers et al. (2002).

However, the inhibition induced by vDAO was more efficient than that observed with
desloratadine at the same concentrations. For instance, DAO 0.77 mg/mL
(corresponding to 5.1 uM) presented a similar effect than that of desloratadine 20 uM,
with a DAO to desloratadine ratio 1 to 4. Similar tendency was found when the effect
of vDAO and desloratadine were evaluated on histamine-induced intestinal smooth

muscle contractibility (Neree et al., 2020).
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Figure 4.9: Effect of desloratadine at various concentrations on histamine-induced Ca?*
mobilization differentiated Caco-2 cells (21 days).

Cells loaded with the Ca*"-sensitive Probe Fluo-4 AM were treated first for 15 min with
desloratadine at indicated concentrations (5-50 mM) and then exposed to 1.25 mM histamine.
In HBSS-HEPES without calcium Media . (A) The fluorescence measured by real-time
confocal microscopy was (B) quantify as area under the curve (AUC) (mean +/- SD, n=5
independent experiments) using the ImageJ software (B, data and mean of 5 independent
experiments).
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The DAO and desloratadine treatments clearly eliminated histamine-induced
intracellular Ca®" mobility. Contrary to desloratadine, DAO used in this project comes
from vegetal origin. Another significant difference between DAO and desloratadine
was that DAO at concentration around four times lower than that of desloratadine

efficiently inhibited about 50 % of histamine-mediated intracellular Ca>" mobilization.

Exposure of Caco-2 cells to VDAO or desloratadine in the absence of histamine
presented no effect on Ca®" mobility (Figure 4.10) ruling out the hypothesis of a direct
interference of antihistamines in the Ca*" response. A slight effect of desloratadine

observed (Figure 4.9B) might be due to the binding of desloratadine to the receptor.
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Figure 4.10: DAO and desloratadine did not induce Ca** mobilization.

Differentiated Caco-2 cells (21 days) were loaded with the Ca**-sensitive probe Fluo-4 AM
and treated with (A) DAO or (B) desloratadine at various concentrations (representative data
of one experiment of 5).

1.21 Conclusion

A rise in cytosolic Ca*" in epithelial cells serves as a marker for the cell activity
behaviour. In addition, Ca** probe is a useful technique to evaluate various therapeutic
agents that could counteract histamine damaging effects. Our data demonstrate that: i)
the level of Ca** mobility appeared as mediated by histamine through H1 receptor; ii)

both DAO and desloratadine are able, by different mechanisms, to inhibit histamine-
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induced Ca** mobilization and iii) DAO that inhibit 50 % of Ca?" mobility at
concentration four times lower than that of desloratadine, could be recommended to

control histamine effects via H1 receptor activation.



CHAPITRE V

DISCUSSION GENERALE

Les maladies inflammatoires de I’intestin (MII) sont des maladies chroniques qui
durent sur des longues périodes de la vie. Les personnes atteintes de ces maladies
inflammatoires ont plus de risques de développer un cancer colorectal a long terme et
ces risques augmentent avec 1’age. Le cancer colorectal occupe la troisiéme place parmi

les cancers les plus répandus chez les Canadiens.

L’histamine (2-[4-imidazolyl]-éthylamine est un agent proinflammatoire impliqué
dans D’apparition et le développement des MII. C’est une amine biogéne d’origine
endogene (issu de la dégranulation des mastocytes activés) et exogeéne (contenue dans
les aliments fermentés). L histamine est distribuée dans tout I’organisme humain et
majoritairement dans le tractus gastro-intestinal. Cette derniere assure de nombreuses
fonctions biologiques (contraction des muscles lisses de I’intestin, induction des
réactions pseudo-allergiques, du choc anaphylactique) via quatre récepteurs appelés
récepteurs histaminiques (H). Toutefois, un apport excessif d’histamine au niveau
intestinal serait a 1’origine ou maintiendrait plusieurs dysfonctions telles que des
allergies alimentaires, des réactions anaphylactiques, des troubles de la motilité
intestinale (apparition des diarrhées et des constipations), les MII et le syndrome du

cOlon irritable.
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Chez les mammiferes, la principale enzyme qui dégrade 1’histamine exogene est la
diamine oxydase (DAO/histaminase). Elle est produite majoritairement dans les reins,
le placenta lors de la gestation et dans 1’intestin. Plusieurs études ont montré une
diminution de I’activité enzymatique de la DAO intestinale (DAOi) dans les MII, une
accumulation de I’histamine au niveau intestinal et une intensification de la réponse
immunitaire chronique. De plus, une relation directe entre la diminution de I’activité

de la DAO et le développement de certains cancers a été aussi démontrée.

Le niveau d’histamine intestinale est contr6lé par 1’action de la DAOi présente sur les
villosités intestinales et par les transporteurs de cations organiques (OCT) qui
contribuent au passage de I’histamine de la lumiére intestinale vers la circulation
sanguine (Figure 5.1). Ainsi pour prévenir le retour systémique de 1’histamine vers le
sang, une dégradation de I’histamine au niveau intestinal est essentielle. Si la capacité
intestinale d’élimination de I’histamine n’est pas équilibrée alors le niveau de
I’histamine circulatoire pourrait augmenter et occasionner (ou aggraver) les

pathologies citées ci-dessus.

Les stratégies thérapeutiques disponibles pour les affections dues a I’histamine sont
basées sur les agents antihistaminiques. Ils assurent principalement deux fonctions :
celle d’antagoniste et d’agoniste inverse dont le mode d’action consiste a bloquer le
récepteur histaminique ou a renverser les effets de 1’agoniste, respectivement.
Cependant, les agents antihistaminiques, issus de la chimie de synthése présentent des

effets secondaires et ils ne favorisent en aucun cas 1’élimination de [’histamine.

Dans le méme ordre d’idée on retrouve également sous forme de supplément
alimentaire la diamine oxydase de rein de porc (DAOrp). La DAOrp présente une
activité enzymatique tres faible avec une affinité pour 1’histamine inferieur a celle de
la DAO végétale (DAOV). En plus de cela le fait que la DAOrp soit d’origine animale
pourrait étre plus immunogénique et pourrait présenter une limite pour une catégorie

de consommateurs.
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Figure 5.1 : Impact du milieu intestinal sur I’activité de la DAO végétale.

Dans les fluides intestinaux simulés (A) I’acide cholique libre ou sous forme de micelles
lipidiques stabiliserait 1’activit¢ de la DAO contrairement aux protéases (trypsine et
pancréatine) et aux spiritueux (plus de 36 % d’alcool) qui inhibent I’activité de la DAO (Neree
etal.,2018). Le flux de I’histamine de la lumiére intestinale vers la circulation générale et vice-
versa est assuré par des transporteurs de cations organiques (OCT). L histamine cytosolique et
extracellulaire (B) est décomposée par I’histamine N-méthyltransférase et par la diamine
oxydase, respectivement. Les produits de décomposition de I’histamine sont : IA (Imidazole
Acétaldéhyde), MIAA (Acide 1-Méthyl-4-Imidazole Acétique), IAA (Acide Imidazole Acétate)
et MH (M¢éthyl-Histamine). L’administration orale de la DAO végétale décomposerait
I’histamine au niveau intestinal (d’aprés Mateescu et al., 2017; Neree et al., 2018).

intestinal lumen

Dans ce contexte, nous avons proposé¢ la DAOv, qui aurait une activité¢ 30 fois plus
¢levée que celle de la DAOrp commerciale et qui présenterait une grande affinité pour

I’histamine.

Tout comme la majorité des enzymes, la DAOVv est fonctionnellement active sous la
forme d’homodimere. Ainsi le non-assemblage ou un déséquilibre du ratio monomere :
dimére, en solution di a de faibles concentrations induisant une instabilité de la
structure tridimensionnelle (Marianayagam et al., 2004) de I’enzyme, pourrait
expliquer I’instabilité temporelle de la DAOv a 37 °C et a des concentrations inférieures
a 0.6x10" mg/mL. De plus la stabilit¢ de la DAOv a des hautes concentrations

(supérieure 0.6 x 10" mg de poudre/mL), pendant 48h a 37 °C dans les différents
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milieux intestinaux simulés corroborerait avec I’hypothése d’une interaction protéine-

protéine et de la stabilisation conformationnelle a de grandes concentrations.

Dans des conditions de jeline avec une variation dans la conductivité et le pH (FaSSIF
pH 6.8, FaSSIF pH 6.5), la conductivité et I’acidité du milieu réactionnel inhiberaient

de facon réversible I’activité de la DAOv.

En plus de la variation du pH, I’alimentation ingérée et les fluides digestifs (surfactants,
¢lectrolytes, bicarbonate, protéines et protéases) déversés dans le tractus intestinal
constituent des paramétres importants dans la simulation du milieu intestinal (Figure
5.2). De facon inattendue, 1’effet inhibiteur de la conductivité et du pH, du temps
d’incubation (a 37 °C) et du bicarbonate (NaHCO3) sur I’activité de la DAO est
renversé par I’acide cholique sous forme libre ou sous forme de micelles. Toutefois,
I’action inhibitrice des protéases (telles que la trypsine et la pancréatine) des spiritueux

(plus de 36 % d’alcool) serait irréversible.

Dans le méme ordre d’idées, 50% de 1’activité initiale de la DAO incubée (37 °C) en
présence du contenu intestinal de rat nourri serait stable pendant une période qui

correspond a celle du transit intestinal.

1.22 Eftets bénéfiques de la DAO

L’histamine relarguée pendant la réponse allergique est décomposée en aldéhyde
correspondant, ammoniac et peroxyde d’hydrogéne par certaines amine oxydases (AO)
a cuivre. En fonction de leur groupement prosthétique, les AOs sont divisés en deux
grandes classes : AO a flavine adénine dinucléotide (AO-FAD) et AO a cuivre (AO-
Cu). Ce second groupe d’enzymes (AO-Cu, EC 1.4.3.6) regroupent les diamines

oxydases d’origine végétale.

Plusieurs études ont montré un réle des amines oxydases dans la modulation de la mort

cellulaire programmée (apoptose) et les propriétés thérapeutiques de la diamine
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oxydase végétale contre les histaminoses et comme médecine douce pouvant étre
associée aux traitements actuels des maladies cancéreuses et des maladies
inflammatoires (Pietrangeli et al., 2019). Les amines biogénes sont des agents causatifs
de la prolifération des cellules. Elles sont retrouvées a des fortes concentrations au
voisinage des tumeurs (cas du cancer du célon). Ainsi, I’action de la DAO végétale en
absence de catalase a ét¢ mise en évidence dans le traitement de certains cancers par
Kusche et al. (Kusche et al., 1980; Averill-Bates et al., 2005). Le H,O; et I’aldéhyde
produits inhibent la synthese des protéines, la prolifération cellulaire et la viabilité des

cellules Caco-2 (Jumarie et al., 2017).

L’action de désamination oxydative de la DAO (histaminase) aurait un role bénéfique
pour les dysfonctions-reliées a 1’histamine. C’est le cas dans la réponse cardiaque
anaphylactique, I’ischémie cardiaque, réactions asthmatiques, maladies inflammatoires
de I’intestin et hyperperméabilités paracellulaires (Masini et al., 2002; Masini et al.,
2004; Masini et al., 2007; Mondovi et al., 2013), (Figure 5.2). Masini et collaborateurs
ont montré que la DAO végétale peut avoir un effet bénéfique dans I’ischémie
intestinale en diminuant I’inflammation intestinale par la dégradation de I’histamine et
aussi par ses effets antioxydants tels qu’observés chez d’autres enzymes a cuivre

(Mateescu and Nadeau, 2009).

Il faut souligner que la DAO végétale administrée par voie orale agit exclusivement au
niveau intestinal. Elle peut métaboliser des amines biogénes (histamine et autres) mais
seulement au niveau intestinal. Ainsi, il n’est pas attendu que 1’administration orale de

la DAO puisse présenter des effets indésirables au niveau périphérique.

De plus, il est connu que 1’histamine présente une capacité d’altérer I’intégrité de la
barriere hématoencéphalique dans le cas des histaminoses alimentaires répétées,
associées a une activité¢ de la DAO réduite au niveau intestinal pourrait présenter des
effets secondaires majeures (maladies neurologiques, sclérose en plaque, etc). Dans ces
situations, ’administration de la DAOv par voie orale peut réduire les effets

secondaires de I’histamine en limitant la quantité absorbée au niveau intestinal.
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1.23 Effets bénéfiques de la DAO sur la dysmotilité intestinale de souris

Via des récepteurs histaminiques H1 majoritairement exprimés dans le tractus gastro-
intestinal, I’histamine, assure la motilité intestinale. Chez les sujets atteints de maladies
inflammatoires de I’intestin, la constipation et I’apparition de diarrhées parfois
sanguinolentes sont associées a un exces d’histamine. L’inflammation des ganglions
nerveux entériques ou une inhibition des motoneurones sécrétrices entériques dues a
un exces d’histamine conduit & une hyper-contraction du muscle lisse intestinal

(Tidmarsh 1932, Fargeas et al., 1989, Murch 2006).

La contraction du muscle entérique (enregistré ex vivo a 37 °C pendant deux min) croit
avec la concentration d’histamine dans le milieu expérimental ex vivo. Pour une
concentration fixe en histamine de 50 uM, la contraction du colon distal de souris
diminue avec des concentrations croissantes de la DAO végétale ou de la desloratadine.
De plus, un traitement avec la DAO végétale associée a la vitamine B6 (encore appelée
pyridoxal phosphate ou PLP) amplifie la réponse observée avec la DAO en absence de

PLP (Figure 5.3).

Des études antérieures ont montré que le PLP forme un complexe avec 1’histamine
(Kierska et al., 1978). Dans le but de montrer que 1’inhibition de la contraction du colon
distal est liée a une augmentation de I’activité de la DAO et non a la diminution de la
concentration d’histamine libre dans le milieu, des tests spectrophotométriques et
¢lectrophorétiques (zymographie) du dosage de la DAO avec ou sans PLP ont été
réalisés. L’activité de la DAO augmente de 15 % avec la concentration de PLP en
présence de 3 mM de putrescine. Comparativement a I’histamine, la putrescine a une
affinité pour la DAO plus grande et de ce fait constitue un substrat de choix pour doser
I’activité de la DAO. Donc, le PLP augmente I’activité¢ de la DAO en comparaison au
témoin (DAO). Dans le méme ordre d’idée, le peroxyde d’hydrogéne, produit au cours
de la réaction enzymatique de la DAO en présence de I’histamine 50 uM n’aurait aucun

effet sur la contraction musculaire induite par I’histamine 50 uM.
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Figure 5.2 : Role de la DAO.

Propriété inhibitrice de I’histaminase (DAO) dans les différents stades de développement des
maladies cardiaques, de 1’infarctus du myocarde et des maladies inflammatoires de 1’intestin
(d’aprés Mondovi ef al., 2013).
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Dans le but d’évaluer la propriété antihistaminique de la DAO en cas de dysfonctions
liées a I’histamine, la rétention de la DAO sur des villosités intestinales apres qu’elle
soit administrée in vivo par la voie rectale (lavements) majoritairement chez des souris
femelles (pour plus de reproductibilité) a été¢ investiguée. Cependant, une étude

comparative male et femelles a montré des résultats similaires.

Des captures d’images (a 1’aide d’un microscope a fluorescence) du segment distal de
colon de souris traité avec la DAO et la Concanavaline A fluorescente (Con A-FITC),
qui se lie a la partie carbohydrate des glycoprotéines (DAO), ont révélé une
fluorescence accrue de la membrane des cellules épithéliales pour le colon traité en
comparaison avec le colon control (non traité avec la DAO végétale). Afin de confirmer
cette observation, le dosage de la DAO sur les segments de colons de souris traitées
avec la DAO végétale et lavés plusieurs fois au PBS 1X apres excision, a montré une

stabilité de ’activité de la DAO pendant une heure d’incubation a 37 °C.

La rétention de la DAO sur les villosités intestinales pourrait s’expliquer par le fait que
la DAO oxyde les groupes e-amine des résidus de lysine des protéines de la lumiere
intestinale. Les lysines oxydées établissent a leur tour des liaisons covalentes avec la
fonction e-amine de la DAO par un mécanisme similaire de formation des bases de
Schiff présenté par Wang (Wang et al. 1996) et Befani (Befani et al., 1998) pour

I’amine oxydase sérique de beeuf.

1.24 DAO inhibe la motilité du Ca®" intracellulaire induite par I’histamine

Le réseau de signalisation induit par 1’histamine constitue une cible thérapeutique pour
les histaminoses. L’intervention de nombreux médicaments en cas d’allergies
alimentaires, a pour but de bloquer les récepteurs histaminiques et d’éliminer les effets

induits par I’histamine : il s’agit des antagonistes ou des agonistes inverses.
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Figure 5.3 : La DAO inhibe la contraction musculaire induite par 1’histamine.

L’histamine induit la contraction du colon de souris. Le traitement avec la DAO supplémentée
ou non avec la vitamine B6 (PLP, un modulateur de I’activit¢ de la DAO) réduit
considérablement la contraction déclenchée. Les colons traités ex vivo avec la DAO rendue
fluorescent par la Concanavaline A-FITC, lient de fagcon possiblement covalente 1’enzyme.

En cas de dysfonctions liées a I’histamine, cette derniere se lie au récepteur H1, qui est
couplé a la protéine de type Gq. La sous-unité¢ Gqa active le phospholipase C (PLC)
qui hydrolyse le 4,5-bisphosphate de phosphatidylinositol (PIP2) en 1’inositol
triphosphate (IP3). Le diacylglycérol (DAG), localisé dans 1’espace inter-membranaire
active la protéine kinase C (PKC). L’IP3 se lie au récepteur sensible a 1'inositol
triphosphate (IP3R) et stimule la libération de Ca** du réticulum endoplasmique vers
le cytosol. Le Ca®" intracellulaire relaché forme un complexe avec la calmoduline

(CaM). Le complexe Ca*"CaM supprime l'activité des canaux potassiques voltage-
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dépendants de type 7 (canaux Kv7), qui dépolarisent les neurones, et conduisent a
I'augmentation de 1'excitabilité neuronale, qui se manifeste par une augmentation des
symptomes de la douleur (Figure 5.4) qui accompagnent réguliérement la constipation

ou les diarrhées.

Pain
Augmented
neuronal
excitability

J
Depolarization
i

4
aut PIP.__DAG “
in —_— .— PLC g .g—. i KvT

IP. " Channels
H,R/H,R/H,R / 3 J K
e
Py CaM |

Histamine

Endoplasmic reticulum

Figure 5.4 : Cascade de signalisation activée par la liaison de I’histamine a ses récepteurs.

La liaison de I’histamine aux récepteurs H stimule la production d’inositol triphosphate (IP3).
L’IP3 active le récepteur IP3R du réticulum endoplasmique et il s’en suit le relachement du
calcium dans le cytosol. Une fois dans le cytosol, le calcium se lie a la calmoduline (CaM). Le
complexe Ca**-CaM est impliqué dans le développement des douleurs abdominales (d’aprés
Obara et al., 2019).

De ce fait I’inhibition de la mobilité du calcium dans le cytosol des entérocytes par des
agents anti-histaminiques tels que la desloratadine, soulage les patients en condition
d’histaminose et d’entérite inflammatoire. Afin de contourner les effets sédatifs de ces
agents antihistaminiques, le traitement des cellules épithéliales de type Caco-2 par la
DAO végétale a montré une action antihistaminique similaire a celle de la desloratadine

(Figure 5.5).
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L’histamine active la voie de signalisation impliquant H1. Toutefois cette voie peut retourner
a son activité basale suite a la désamination oxydative de 1’histamine par DAO. Dans le méme
ordre d’idée, la voie activée par I’histamine est également inhibée par un antagoniste tel que la

desloratadine (d’apres Canonica et al., 2011).



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Ces travaux suggerent que la diamine oxydase d’origine végétale (DAOV) pourrait étre
considérée comme une thérapie alternative pour le traitement des histaminoses
d’origine alimentaire et pourrait étre associée aux thérapies déja existantes contre les
maladies inflammatoires de D’intestin et le syndrome de l’intestin irritable. Les
propriétés physicochimiques (I’osmolarité, le pH, les acides biliaires, les enzymes
pancréatiques, le bicarbonate de sodium, les lipides et les proteines) et les mouvements
mécaniques (péristaltisme) du tube digestif auraient un impact sur la stabilité de la

DAOvV administrable par voie orale.

Considérant que la DAOVv serait approximativement 30 et 4 fois plus active que la DAO
de rein de porc commercialisée et que la desloratadine, respectivement, la DAOv
pourrait €tre substituée (en cas d’histaminose alimentaire) a la DAO animal et a la

desloratadine issue de la chimie de synthese.

Les résultats obtenus au cours de ce projet de doctorat contribuent a I’avancement des
connaissances dans le domaine (i) des allergies et des maladies inflammatoires de
I’intestin, (ii)) de la médecine a base des plantes thérapeutiques et (iii) de la
phytothérapie dans les troubles intestinaux. Ces résultats ont permis de comprendre :

(1) Le comportement et la stabilité¢ de la DAO en milieux intestinaux simulés

(2) La stabilit¢ enzymatique de la DAO en présence d’un acide biliaire primaire

(acide cholique) et d’un acide biliaire secondaire (acide déoxycholique).
(3) Le devenir de la DAOv, formulée en association ou non avec d’autres composés

(catalase et vitamine B6) pour administration orale, au niveau intestinal.
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(4) Le comportement et la retention a la muqueuse intestinale de la DAOv
administrée par voie rectale (lavement).
(5) Les applications de la DAOv en situation d’hypercontraction des muscles lisses

du co6lon induite par I’histamine.

En contrélant I’équilibre entre 1’histamine ingérée et celle dégradée, la DAOvV
favoriserait :

a. L’¢limination de I’histamine de la lumicre intestinale.

b. L’inhibition de la mobilit¢ du calcium du réticulum endoplasmique vers le

cytosol.

La thérapie intestinale avec histaminase végétale administrable par voie orale est
nouvelle et ’information concernant les effets thérapeutiques de cette enzyme dans

différentes conditions pathologiques est pour le moment limitée.

La reduction des niveaux locaux d’histamine dans le tractus intestinal, conduit a une
diminution significative des symptomes associés aux allergies alimentaires, MII, SII et
aux cancers intestinaux. Pour des travaux ultérieurs, il serait interessant d’investiguer
plus en détail la stabilité enzymatique de la DAO en présence de plusieurs groupes de
protéines (globulaires et structurales), de lipides (micelles, cholesterol, omega),
colorant (bilirubine) et sucres (sucres reducteurs et sucre non réducteurs). Il serait
également pertinent d’évaluer les propriétés thérapeutiques de la DAOv chez des

grands mammiferes (le cochon et le chien).
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