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RÉSUMÉ 

 

 
Grâce aux avancées récentes mettant en évidence l’efficacité de la diamine oxydase végétale 

(DAOv) dans l’atténuation des effets néfastes causés par l’excès d’histamine, notamment les 

dysfonctions entériques, la DAOv est désormais considérée comme molécule biopharmaceutique 

prometteuse. Différente des thérapies existantes telles que les antihistaminiques et la DAO 

d’origine animale, une formulation à base de DAOv en comprimé monolithique pourrait 

représenter une alternative sûre et non toxique pouvant complètement remplacer ou agir en 

complément avec les autres traitements existants. Plus particulièrement, la DAOv possède une 

meilleure réactivité avec l’histamine et les diamines aliphatiques ainsi qu’une activité spécifique 

enzymatique plus élevée que celle d’origine animale. La DAOv est retrouvée en grande quantité 

dans certaines pousses de légumineuses en particulier : Lathyrus sativus (L. sativus) et Pisum 

sativum (P. sativum). Un aspect qui peut être problématique dans ce projet est que l’extrait de la DAO 

à partir de L. sativus contient une neurotoxine appelée β-N-oxalyl-L-α,β-diaminopropionique (β-

ODAP). Cette dernière pourrait être à l’origine de graves maladies neurologiques notamment le 

neurolathyrisme. Tenant compte de ce fait, ce projet visait à explorer l’activité de la DAO dans 

différents cultivars de P. sativum développés au Canada et dans L. sativus tout en prenant en 

considération l’éventuelle présence de β-ODAP dans l’extrait de DAOv. Pour ce faire, la technique 

HPLC-MS (chromatographie liquide- spectrométrie de masse) a été utilisée afin de détecter et de 

quantifier le contenu en neurotoxine dans les extraits de DAOv. Le premier objectif de cette étude 

était d’établir les conditions de germination favorisant le bon développement des pousses de L. 

sativus et des cultivars de P. sativum pour obtenir le maximum d’activité de DAO possible. Une 

hypothèse a été émise dans ce volet du projet, qui était la possibilité de stimuler davantage l’activité 

de la DAOv lors de la germination avec des solutions d’arrosage contenant des nutriments (CuCl2 

et Urée). Les résultats obtenus ont montré que l’activité enzymatique de la DAO est plus élevée 

dans L. sativus et dans CDC Amarillo le cultivar de P. sativum. De plus, la quantification de β-

ODAP dans l’extrait brut de ces deux variétés a montré que la teneur de cette neurotoxine est en 

dessous du seuil de toxicité. En revanche, les résultats d’arrosage avec les nutriments n’ont pas été 

concluants. Ce projet a permis de considérer L. sativus et P. sativum comme deux sources de DAOv 

et qui sont sans danger pour l'homme lorsqu'elles sont administrées comme des formulations orales 

pour traiter l'histaminose alimentaire et prévenir les dysfonctionnements entériques liés à 

l’histamine. 

 

 

 
Mots clés : Diamine oxydase végétale, Histaminose, Histamine, L. sativus, P. sativum, β-ODAP, 

LC-MS. 
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CHAPITRE 1 

INTRODUCTION 

1.1 Quelques généralités sur l’histamine 
 

1.1.1 Définition de l’histamine et son implication dans les processus physiologiques  
 

L'histamine est une amine biogène naturelle comme la putrescine, la cadavérine et la tyramine, 

entre autres, produites par fermentation bactérienne (Doeun et al., 2017).  

Elle a été découverte en 1910 par Dale et Laidlaw comme substance capable de produire une 

contraction des muscles lisses dans des préparations d’iléon isolé de cobaye (Dale et Laidlaw, 

1910).  

 

Plus tard, en 1924, Lewis et Grant ont démontré que cette substance, nommée la substance H, 

pouvait être libérée par la peau par des interactions antigène-anticorps et que cette substance était 

de l’aminoéthylimidazole (également connue sous le nom de 2-[4-imidazolyl] -éthylamine) 

(Demoly et al., 1997).  

 

En 1932,  l'histamine a été identifiée comme médiateur des réactions anaphylactiques (Steinhoff et 

al., 2004)    qui s'est depuis avérée être le médiateur de nombreux processus biologiques, à la fois 

physiologiques et pathologiques, dont certains sont liés à la rhinite allergique.  

L’histamine endogène est synthétisée par la décarboxylation de l'acide aminé histidine par L-

histidine décarboxylase (HDC) (EC 4.1.1.22) une enzyme dépendante du pyridoxal 5′-phosphate 

(Figure 1.1).  

 

Cette synthèse a lieu dans l’appareil de Golgi des cellules telles que les mastocytes (Leoutsakos et 

Pearce, 1986), les plaquettes (Masini et al., 1994), les cellules entérochromaffines (Andersson et 

al., 1998) et les neurones histaminergiques (Takahashi et al., 2006). 

https://en.wikipedia.org/wiki/Enzyme_Commission_number
https://www.enzyme-database.org/query.php?ec=4.1.1.22
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Figure 1.1 Biosynthèse de l’histamine. L’histidine est décarboxylée en histamine par 

l’intermédiaire d’histidine décarboxylase couplée au pyridoxal phosphate (PLP) comme cofacteur. 

D’après (Comas-Basté et al., 2020). 

 

Une fois synthétisée, l’histamine est stockée dans des vésicules intracellulaires et libérée lors de la 

stimulation (Maintz et Novak, 2007). Elle est largement detectée dans les tissus périphériques et 

centraux, notamment le derme, l'intestin grêle, l'estomac, les poumons et le cerveau (Jones et 

Kearns, 2011). Elle est également abondante dans tout le tractus gastro-intestinal (GI), où elle est 

principalement située dans les mastocytes de la muqueuse intestinale. De plus, une certaine quantité 

d'histamine se trouve dans les cellules entérochromaffine-like de l'estomac et dans les neurones 

Figure 1.2. 

 

L'histamine est impliquée dans plusieurs fonctions physiologiques, notamment la prolifération et la 

différenciation cellulaire, l'hématopoïèse, la régénération et la régulation des systèmes immunitaires 

innés et adaptatifs (Smolinska et al., 2014). Elle exerce ses actions biologiques en se liant à l’un des 

4 sous-types du Recepteur H de l’histamine  qui sont nommés chronologiquement dans l'ordre de leur 

découverte : H1-H4 (Fabisiak et al., 2017). Tous ces récepteurs appartiennent à la famille des 

récepteurs couplés aux protéines G. Ils sont des molécules transmembranaires hepta- hélicales qui 

transduisent le signal extracellulaire en utilisant la protéine G et les systèmes de seconds messagers 

intracellulaires (Oda et al., 2000) (Gantz et al., 1991) (Nakamura et al., 2000). Dans le cas normal, 

les états actifs et inactifs des récepteurs de l’histamine (H) sont en équilibre. Cependant, il a été 

démontré dans la recombinaison des systèmes que les H peuvent déclencher des événements en aval 

dans l’absence d'occupation du récepteur par un agoniste, ce qui explique l'activité constitutive des 

récepteurs spontanés (Milligan et al., 1995). Chaque récepteur a une affinité de liaison différente 

(Kd); les valeurs de Kd pour les récepteurs H1 et H2 vont de 2 à 10 µmol/L, tandis que celles des 

récepteurs H3 et H4 vont de 5 à 10 nmol/L (Akdis et Simons, 2006).
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Figure 1.2 Rôles physiologiques principaux de l’histamine. (a) Médiateur de l'inflammation ; (b) 

médiateur de la sécrétion d'acide gastrique; et (c) médiateur dans les neurones histaminergiques. 

D’après (Thurmond et al., 2008). 

 
Les récepteurs de l’histamine sont largement distribués sur divers types de cellules et l'expression 

de l'histamine varie selon sur le type de récepteur impliqué (MacGlashan, 2003) (Jutel et al., 2005) 

(Lippert et al., 2004). À travers les quatre types de récepteurs H, l'histamine arrive à exercer ses 

fonctions notamment en régulant la dilatation et de la perméabilité microvasculaires (H1, H2) 

(Moguilevsky et al., 1995). L’activation de H1 intervient dans de nombreux symptômes de 

réactions allergiques de type I, y compris le prurit, l’érythème et l’œdème. En effet, les antagonistes 

de H1 sont utilisés pour le traitement local et systémique de ces symptômes (bien que H2 soit 

également impliqué dans la physiopathologie de l'anaphylaxie systémique médiée par les IgE) 

(O’Mahony et al., 2011) (Wechsler et al., 2013). Le knock-out de H1 chez des souris a montré une 

déficience de la réponse immunitaire puisque plusieurs sous-ensembles de cellules immunitaires 

expriment le H1.  
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La suppression entraîne des pourcentages inférieurs de cellules T productrices d'IFN-γ et davantage 

d'IgG1 et d'IgE spécifiques à l'ovalbumine (OVA) par rapport au type sauvage (Jutel et al., 2001). 

L'histamine est impliquée dans la libération de plusieurs médiateurs pro- inflammatoires tels que : 

β-glucuronidase, IL-8 et IL-6 par les macrophages dérivés des monocytes et les macrophages 

pulmonaires humains via l'activation de H1 (Triggiani et al., 2001) (Marone et al., 2001). Parmi les 

antagonistes de H1 les plus connus : Desloratadine, Mepyramine, Loratadine, Chlorpheniramine, 

Prométhazine, Temelastine, Diphenhydramine, Tripélennamine, Chlorpromazine. Excluant 

l’histamine, les agonistes de H1 sont : Diméthylhistaprodifen, 2-(3- trifluoro-méthyl-

phényl)histamine et Histamine Trifluorométhyl Toluidine. Le H2 est couplé à la fois à l'adénylate 

cyclase et aux systèmes de seconds messagers de l’adénylate cyclase et des phosphoinositides via 

des mécanismes distincts dépendants du GTP incluant Gαs et d’autres (Del Valle et Gantz, 1997). 

Similairement au H1, le H2 est exprimé dans différents types cellulaires tels que les cellules 

immunitaires et les cellules pariétales de l'estomac où son activation induit la sécrétion d'acide 

chlorhydrique (Borriello et al., 2017).  

 

Le  H2 est principalement impliqué dans les activités suppressives de l'histamine, tandis que les 

effets stimulants sont médiés par H1. Via la régulation positive de H2, plusieurs fonctions au sein 

du système immunitaire sont inhibées. En effet, l'activation de H2 inhibe la libération de 

l’histamine par les mastocytes et les basophiles (Lichtenstein et Gillespie, 1975 ; Masini et al., 

1982), la chimiotaxie des éosinophiles (Clark et al., 1975), l’activation des neutrophiles (Burde et 

al., 1989).  ainsi que la dégranulation (Ezeamuzie et Philips, 2000). H2 est responsable également 

de l’inhibition de la synthèse des anticorps, la cytolyse à médiation cellulaire, la prolifération des 

lymphocytes T et la production des cytokines (Jutel et al., 2002). Les antagonistes les plus courants 

de H2 sont : Mifentidine, Cimetidine, Tiotidine, Ranitidine, Nizatidine. Les antagonistes de H2 

comme la Nizatidine sont efficaces dans le traitement des ulcères duodénaux; leur puissance 

clinique consiste dans l'effet suppresseur de ces médicaments sur la sécrétion d'acides gastriques 

(Dy et Schneider, 2004) (Shahid et al., 2009). La Cimétidine a également été utilisée avec succès 

pour restaurer les fonctions immunitaires chez les patients atteints des affections malignes, 

d'hypogammaglobulinémie et de complications liées au SIDA (syndrome d'immunodéficience 

acquise). Excluant l’histamine, les agonistes de H2 sont : Dimaprit, Arpromidine, Impromidine, 

Sopromidine, 4-méthylhistamine et amthamine (Emerson et al., 2002). 
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Le récepteur H3 est exprimé principalement au niveau du système nerveux central et périphérique 

en tant que récepteur pré-synaptique qui contrôle la libération d'histamine et d'autres 

neurotransmetteurs (dopamine, sérotonine, noradrénaline, GABA et acétylcholine). L’activation 

du récepteur H3 permet la régulation de nombreux processus physiologiques cérébraux notamment 

la régulation homéostatique énergétique, la cognition, l’état veille-sommeil et l’inflammation 

(Leurs et al., 2005). Des expériences in vivo sur des souris ont montré l’implication du récepteur 

H3 dans l’activité locomotrice et la température corporelle (Toyota et al., 2002). La transduction 

du signal de H3 implique la Gi/o des protéines G induisant l'inhibition de l'AMPc et l’accumulation 

de Ca2+ ainsi que l’activation de la voie de la protéine kinase activée par les mitogènes (MAPK) 

(Dimitriadou et al., 1994). Pour traiter l'obésité, les troubles cognitifs, l'ischémie cardiaque, et 

l’insomnie, les antagonistes de H3 sont privilégiés. Les antagonistes de H3 les plus connus sont : 

Thiopéramide, Clobenproprit et Ciproxyfan, tandis que les agonistes sont : La R-α- 

méthylhistamine et l'Imetit (Celanire et al., 2005). 

 

Le récepteur H4 est fonctionnellement couplé à la protéine G Gi/o, inhibant la formation d'AMPc 

induite par la forskoline comme le H3. Son activation conduit à une inhibition de l'adénylyl cyclase 

et en aval de l'AMPc ainsi que l'activation de MAPK et de la phospholipase C avec mobilisation 

de Ca2+
. Le H4 est fortement exprimé dans la moelle osseuse et les cellules hématopoïétiques 

périphériques, les neutrophiles, les éosinophiles et les cellules T, et expression modérée dans la 

rate, le thymus, les poumons, l’intestin grêle, le côlon et le cœur (Nakamura et al., 2000). Le 

récepteur H4 joue un rôle important dans les réponses inflammatoires et immunitaires ; il intervient 

dans le recrutement et l'activation des cellules impliquées dans les réponses inflammatoires telles 

que les mastocytes, les neutrophiles, les éosinophiles, les lymphocytes T et les cellules dendritiques 

(Dunford et al., 2006; Ling et al., 2004), ainsi que dans la régulation immunitaire y compris la 

chimiotaxie et la sécrétion de cytokines (Buckland et al., 2003) (Gantner et al., 2002). Les 

antagonistes de H4 sont JNJ7777120 et Thioperamide. Les agonistes de H4 sont : le Clobenpropit, 

qui est un antagoniste de récepteurs H3 exerçant une activité agoniste sur H4, Immepip et Imetit 

Tableau 1.1 
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Tableau 1.1 Caractérisations des récepteurs d’histamine (HR). Leur expression cellulaire et tissulaire, leur activation des signaux 

intracellulaires, leur protéine G couplée, leur fonction physiologique et physiopathologique associée et leurs antagonistes. Adapté 

de (Criado et al., 2010). 
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1.1.2 Implication de l’histamine dans la réponse immunitaire et inflammatoire 
 

Bien que l’histamine joue un rôle clé dans plusieurs fonctions physiologiques, elle est néanmoins 

principalement reconnue pour son effet dans les réactions inflammatoires allergiques. Au cours de 

la saison pollinique, il peut même y avoir une augmentation de 10 fois du nombre de mastocytes 

sous-muqueux épithéliaux nasaux (Akdis et Blaser, 2003). L'histamine libérée de ces cellules 

pourrait non seulement induire des symptômes allergiques aigus comme l’éternuement, 

l’écoulement nasal, les démangeaisons ou encore l’anaphylaxie ; mais également être cruciale pour 

maintenir cette réponse dans une situation de phase chronique (Banu et Watanabe, 1999; Jutel et al., 

2002). Au cours d'une inflammation, lorsque le processus est initié par un allergène, une molécule 

spécifique : d'immunoglobuline E (IgE) est produite par les plasmocytes contre l'antigène 

particulier. Ce dernier va se fixer sur les mastocytes via les récepteurs Fcε. Par conséquent, lorsque 

l’histamine est libérée par les mastocytes activés en tant que molécule effectrice, elle induit des 

réactions allergiques ou inflammatoires ou module la réponse immunitaire innée et adaptative. Ces 

réactions impliquent différents intermédiaires inflammatoires et pro-inflammatoires comme les 

cytokines, les interleukines IL-1-α, IL-1-β, IL-4, IL-13 ainsi que des chimiokines comme RANTES 

ou IL-8, à la fois dans plusieurs types de cellules et dans les tissus locaux (Nagai et al., 2006) 

Figure 1.3. 

1.1.3 Rôle de l’histamine dans le tractus gastro-intestinal (GI) 
 

L’histamine est abondante dans tout le tractus gastro-intestinal (GI), où elle est principalement 

située dans les mastocytes de la muqueuse intestinale; elle est également produite par les cellules 

neuroendocrines telles que les cellules entérochromaffine-like (ECL) avec les somatostatines 

(cellules D) sont nécessaires à la régulation de la sécrétion d’acide gastrique (Bessaguet et al., 2021; 

Van Nassauw et al., 2007). L’implication de l’histamine dans la régulation de la sécrétion acide 

par les cellules oxyntiques (pariétales) de l'estomac se fait via un processus complexe. Les facteurs 

neurocrines, endocrines et paracrines agissent ensemble de manière interdépendante; en particulier, 

l'acétylcholine, la gastrine et l'histamine qui modulent le processus de libération. Les cellules 

pariétales expriment les récepteurs de l'acétylcholine, de la gastrine et de l'histamine (H2) à leur 

surface; néanmoins, les effets de l'acétylcholine et de la gastrine n'étant pleinement exprimés que 

si les récepteurs de l'histamine sont occupés. C'est-à-dire que l'histamine joue clairement un rôle 

clé dans le processus. Par ailleurs, les antihistaminiques H2 sont de inhibiteurs puissants de la 
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sécrétion acide induite par tous ces mécanismes physiologiques (Delves et Roitt, 1998) Figure 1.4. 

Au niveau intestinal, l’histamine joue un rôle dans l’absorption des graisses. Néanmoins, son rôle 

physiologique n'est pas très clair. Dans le cas d’une inflammation, l’histamine libérée par les 

mastocytes de la muqueuse intestinale est associée à une série de réactions physiologiques, 

notamment une dilatation microvasculaire, une augmentation de la perméabilité vasculaire et 

muqueuse, une altération de la motilité intestinale et une augmentation marquée de la production 

de protéines dans la lymphe. Cette augmentation peut être prévenue par les antagonistes H1 et H2 

(Ji et al., 2013). 

 

 

 

 

Figure 1.3 Mécanismes moléculaires impliqués dans les réponses allergiques et inflammatoires. À 

l’entrée d’un antigène dans l’organisme, il est capté puis phagocyté et présenté sur la surface des 

cellules présentatrices d’antigène. Rapprochement des cellules T ou Th2 (cellules helper 2) qui 

produisent les interleukines entraînant la différenciation des cellules B qui vont se transformer en 

plasmocytes producteurs des anticorps de type IgE. Ces derniers, se fixent sur les récepteurs Fcε des 

mastocytes qui produisent les médiateurs inflammatoires comme l’histamine, les cytokines, TNFα 

(facteur de nécrose tumoral), les prostaglandines., etc. pour neutraliser l’antigène. D’après (Nagai et 

al., 2006). 
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Figure 1.4 Divers mécanismes paracrines, hormonaux, neuroendocrines impliqués dans la 

régulation et la sécrétion de l’acide gastrique. Les stimulants de la sécrétion de l’acide gastrique 

sont : l’histamine, la gastrine et l’acétylcholine. Le principal inhibiteur est la somatostatine. Ces 

effets sont produits via leurs récepteurs appropriés respectivement : H2R2, CCK2R, M3R, M2 et 

M4R. D’après (Bazin et Lamarque, 2018). 

 

1.1.4 Métabolisme de l’histamine 
 

Selon sa localisation, l’histamine peut être métabolisée par deux principales enzymes qui sont la 

DAO (diamine oxydase EC 1.4.3.22) également appelée histaminase et la HNMT (Histamine-N- 

mthyl-Transférase), (EC 2.1.1.8) (Maśliński, 1975). Les deux enzymes transforment l’histamine 

en produits inactifs aux récepteurs de l’histamine par deux mécanismes différents. La DAO 

transforme l’histamine en imidazolacétaldéhyde par la désamination oxydative de son groupement 

amine, tandis que la HNMT la transforme en N4-méthylhistamine par la méthylation de son noyau 

imidazole (Lefèvre et al., 2017). Dans le cerveau, dépourvu de la DAO, c’est la N-méthylation qui 

est le principal mécanisme régulant la fonction et le métabolisme de l’histamine, de même dans les 

voies respiratoires et l’estomac (Schwartz et al., 1991; Yamauchi et al., 1994). La HNMT est 

exprimée également au niveau des : reins, foie, rate, prostate, bronches et trachée (Maintz et Novak, 

2007) .  
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De son côté, la DAO est exprimée principalement dans le tractus intestinal, où elle a pour fonction 

d’éliminer l’excès d'histamine ingérée et l’histamine qui est formée de manière physiologique par 

la flore intestinale protégeant ainsi contre l’intolérance à l’histamine ou l’histaminose (Kovacova-

Hanuskova et al., 2015). La DAO est considérée comme une protéine sécrétoire qui agit au niveau 

de l'endothélium microvasculaire et qui est responsable du catabolisme de l'histamine au niveau 

extracellulaire (Aschenbach et al., 2006; Baylin et al., 1978; Masini et al., 2004) alors que la HNMT 

se présente comme une enzyme cytosolique, métabolisant l'histamine dans l'espace intracellulaire 

(Heap et Kiernan, 1973) Figure 1.5. 

 

 

 

 

Figure 1.5 Synthèse et voies de métabolisme de l’histamine. DAO : Diamine oxydase, MAO : 

monoamine oxydase, HNMT: Histamine N-méthyltransférase. D’après (Leurs et al., 2012). 
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1.1.5   Sources d’histamine et les dysfonctions liées à l’intolérance à l’histamine 

(histaminose) 
 

L’histamine est considérée comme une molécule ubiquitaire, étant donné qu’elle participe dans la 

plupart des processus physiologiques du corps humain notamment la réponse immunitaire. En effet, 

en réponse à divers stimuli immunologiques et non immunologiques l’histamine d’origine 

endogène est libérée suite à la dégranulation des cellules telles que les mastocytes, les basophiles, 

les cellules gastriques entérochromaffine-like, les cellule hématopoïétiques, les neurones 

histaminergiques, les plaquettes, les monocytes/macrophages, les cellules dendritiques, les 

lymphocytes et les neutrophiles (Dy et al., 1981),(Dy et Lebel, 1983) (Wu et al., 2004), (László et 

al., 2001; Saxena et al., 1989) . En revanche, les mastocytes et les basophiles sont considérés 

comme les principales sources d'histamine et peuvent eux-mêmes être modulés par l'histamine de 

manière autocrine car ils expriment les 3 récepteurs H1, H2 et H4 (Kuramasu et al., 1998). 

 

En dépit de ses fonctions régulatrices dans les processus physiologiques humains, l'histamine est 

considérée comme une amine biogène "Amie et Ennemie" en même temps. Certaines 

concentrations d'histamine pourraient se trouver naturellement dans les aliments et les boissons, en 

particulier les fruits de mer, certains fruits et légumes, le fromage affiné, les aliments fermentés tels 

que la choucroute, certains vins et bières (Papageorgiou et al., 2018). Ces aliments ne représentent 

aucun danger pour la santé. Néanmoins, lorsqu’ils sont avariés, la quantité d’histamine augmente 

jusqu’à un niveau de toxicité (50 mg/100 g d'aliments) ainsi que d’autres amines biogènes comme 

la putrescine et la cadavérine (des concentrations 5 fois supérieures à l'histamine) ce qui entraîne une 

intoxication alimentaire (Emborg et Dalgaard, 2006; Halász et al., 1994; Stratton et al., 1991). 

L’histamine peut rapidement s’accumuler dans les tissus des poissons pourris notamment les 

scombéroïdes qui présentent les espèces bactériennes productrices de l’histidine décarboxylase : 

Morganella psychrotolerans, Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii et Proteus vulgaris où 

une production élevée d'histamine a été mise en évidence sous l’action de ses bactéries (Visciano et 

al., 2012).  

 

Ces bactéries prolifèrent à des températures de 7 °C à 10 °C, mais cette prolifération est réduite ou 

inhibée à des températures inférieures à 5 °C par la réfrigération et la congélation (Serrano et al., 

2020).  
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D’autres approches pourraient être utilisées afin de prévenir la formation des amines biogènes ou leur 

réduction telles que les pressions hydrostatiques, l’irradiation, l'emballage sous atmosphère 

contrôlée, les épices et les additifs alimentaires. L'histamine peut également être dégradée par des 

amines oxydases bactériennes ou des bactéries amine-négatives qui sont ajoutées aux cultures 

bactériennes avant la fermentation (Naila et al., 2010).  

 

La consommation des poissons scombéroïdes contaminés ou contenant des quantités importantes 

d’histamine (supérieur à 500 ppm) induit ce qu’on appelle "Scombroid fish poisoning", 

l’empoisonnement scombéroïde, ou l'empoisonnement à l'histamine (Gonzaga et al., 2009). 

L'empoisonnement à l'histamine se manifeste par des réactions allergiques caractérisées par des 

difficultés respiratoires, des éruptions cutanées, des vomissements, de la fièvre et de l'hypertension. 

Les personnes ayant une déficience dans les mécanismes naturels pour se détoxifier des amines 

biogènes pour des raisons génétiques ou par une inhibition due à la prise des médicaments 

inhibiteurs compétitifs de la monoamine oxydase (IMAO) sont plus sensibles à l'empoisonnement 

à l'histamine (Hernández-Jover et al., 1997; Yongmei et al., 2009). 

 

Par ailleurs, l’excès de l’histamine dans le sang en raison de la diminution de l’activité de la DAO 

et/ou une augmentation de la perméabilité intestinale a été suggéré comme étant la principale cause 

de l’intolérance à l’histamine appelée également histaminose (Maintz et al., 2006; Smith et Garrett, 

2005; Wöhrl et al., 2004). Bien que l'intolérance à l'histamine n'implique pas le système 

immunitaire (fausse allergie), les symptômes qu'elle provoque sont similaires à ceux des allergies 

classiques IgE-médiées (Sampson, 2003). L’histaminose peut être provoquée par une réaction 

indésirable à des irritants, des causes enzymatiques ou pharmacologiques : la présence simultanée 

de plusieurs facteurs peut augmenter la gravité de l'intoxication à l'histamine (Sattler et al., 1988; 

Schmidt et al., 1990; Wantke et al., 1994). Les symptômes typiques de l’histaminose sont les 

troubles gastro-intestinaux, les arythmies, la rhinorrhée et la congestion nasale, les éternuements, 

les maux de tête , la dysménorrhée, les flushs cutanés, l’urticaire, l’asthme et l’hypotonie (Jarisch et 

Wantke, 1996; Maintz et Novak, 2007). De plus, la déficience de la DAO a été liée à de graves 

maladies de l’intestin notamment la colite ulcéreuse et la maladie de Crohn (Mennigen et al., 1990; 

Schmidt et al., 1990).  
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Une capacité réduite de dégradation de l'histamine, et des niveaux élevés d’histamine a également 

été révélée dans un sous-groupe de patients atteints d'eczéma atopique et présentant des syndromes  

caractérisés par une éosinophilie avec myalgie (Maintz et al., 2006) Figure 1.6. 

 

 

 
 

Figure 1.6 Les symptômes reliés à l’histamine. D’après (Maintz et Novak, 2007). 

 
 

1.1.6 Approches thérapeutiques des dysfonctions générées par l'histamine 
 

Dans le but de soulager les symptômes néfastes liés à l’excès d’histamine, plusieurs approches 

thérapeutiques sont proposées : 

 

I) Les antihistaminiques : les antihistaminiques ont été longtemps préconisés comme 

première approche pour soulager les premiers symptômes indésirables suite à l’excès 

d’histamine notamment la congestion nasale, les éternuements, les maux de tête et les  

démangeaisons cutanés.  
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Ils agissent comme des antagonistes des récepteurs de l’histamine ciblant les quatre 

sous-types de récepteurs H1-H4. Ces récepteurs existent dans un équilibre entre un état 

inactif et actif où l'histamine se lie préférentiellement à la forme active du récepteur et 

stabilise cet état actif, déplaçant ainsi l'équilibre vers un état actif. Quant aux 

antihistaminiques, ils exercent leurs effets comme des agonistes inverses où ils se lient 

préférentiellement à la forme inactive du récepteur, stabilisant le récepteur à l'état inactif et 

inclinant l'équilibre vers l'état inactif (Jones et Kearns, 2011). Cependant, certains 

antihistaminiques peuvent provoquer des effets secondaires tels que : la bouche sèche, l’éruption 

cutanée, la somnolence et la rétention urinaire (Mann et al., 2000; Springuel et Vu, 2002). À 

titre d’exemple, la prise accrue de tryptophane provoque entre autres une formation accrue 

des métabolites de formate et d’indolyle, dont plusieurs inhibent la dégradation de 

l’histamine (Smith et Garrett, 2005). Par ailleurs, une autre approche thérapeutique visant à 

traiter les maladies inflammatoires et les développements des carcinomes liés à l’histamine par 

l’inhibition de l’HDC (histidine décarboxylase) ; néanmoins, les recherches sur cette alternative 

sont juste à leurs débuts. Des expériences in vivo ont montré que le knock-out de HDC chez les 

animaux a entraîné un développement altéré des mastocytes et une augmentation du rapport 

osseux formation /perte ainsi que d’autres symptômes indésirables (Moya‐ Garcia et al., 

2005). 

 
II) Régime pauvre en histamine : il existe plusieurs études démontrant l’effet d’un régime 

pauvre en histamine dans le soulagement des symptômes liés l’intolérance alimentaire 

/histamine. Un régime pauvre en poisson, fromage, boissons alcooliques, tomates, 

épinard durant 4 semaines a permis de soulager les symptômes de l’intolérance à 

l’histamine, notamment les maux de tête sévères et l’urticaire. Néanmoins tous ces 

symptômes sont réapparus 10 à 30 minutes après la réingestion de ces aliments (Wagner 

et al., 2017; Wantke et al., 1993). Ces types de régimes nécessitent la rigueur et 

l’endurance et ils ne sont recommandés que pour une courte période, car de telles 

thérapies peuvent réduire la qualité de vie des patients en les privant des vitamines et 

d’autres nutriments essentiels à l’organisme. 

 
III) Diamine oxydase d’origine végétale : considérant que la DAO intestinale est la 

principale enzyme catalysant la dégradation de l'histamine ingérée (Missbichler et al., 

2012).  
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La diamine oxydase végétale (DAOv) extraite à partir des légumineuses est suggérée 

comme étant une nouvelle approche thérapeutique pertinente due à son activité 

histaminase afin de traiter certains dysfonctionnements gastro-intestinaux induits par 

l'histamine et ses effets toxiques. Plusieurs études cliniques (Schnedl et al., 2019; Yacoub et al., 

2018) ont démontré des réductions significatives des symptômes médiés par l’histamine après 

la prise de suppléments oraux de DAO. Par ailleurs, il existe actuellement des compléments 

alimentaires à base de DAO d’origine animale tels que : Daosin® provenant des reins de porc, 

indiqués comme enzyme pour traiter les allergies et les dysfonctions entériques. Cependant, la 

DAOv a une meilleure acceptabilité et elle est plus sûre en termes d'effets secondaires, tout en 

ayant une activité spécifique plus élevée que le DAO d'origine animale disponible sur le marché 

(Comas-Basté et al., 2019) . 

 
1.2 Amines oxydases et leurs rôles physiologiques 

 

1.2.1 Classification des amines oxydases 
 

Les amines oxydases (AOs) sont des enzymes régulatrices clés qui catalysent l'oxydation de 

diverses amines biogènes exogènes et endogènes y compris l'histamine, de nombreux 

neurotransmetteurs et les amines xénobiotiques. Elles sont exprimées chez les eucaryotes et les 

procaryotes où elles ont pour rôle de catalyser la désamination oxydative de divers mono, di- et 

polyamines. La sélectivité caractéristique de substrat est en fonction de la source d’enzyme. Les 

produits de cette réaction oxydo-réductase (Équation ci-dessous) sont : les aldéhydes 

correspondants, l’ammoniac NH3 et le peroxyde d’hydrogène (H2O2) produit avec une réduction 

concomitante des molécules d’oxygène (Agostinelli et al., 2010). 

 

Équation 1 Désamination oxydative des amines oxydases. (1) l’amine primaire est oxydée en 

aldéhyde correspondant. (2) l’amine secondaire est oxydée en cétone correspondant avec une 

production simultanée de l’ammoniac (NH3) et le peroxyde d’hydrogène (H2O2), d’après  

(Mander et Liu, 2010). 
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Selon le groupement prosthétique ou le cofacteur, les AOs sont divisées en deux classes : les amines 

oxydases contenant des flavine adénine dinucléotide (FAD-AO) et les amines oxydases contenant 

du cuivre (Cu-AO). 

 
1.2.2 Amine oxydase à cuivre (Cu-AO) 

 

Les amines oxydases à cuivre (Cu-AO) sont exprimées dans de nombreux organismes différents 

allant des bactéries aux mammifères. Chez les procaryotes et les eucaryotes inférieurs, les Cu-AOs 

sont des facteurs clés dans le métabolisme des substrats car ils permettent de produire des éléments 

essentiels à la survie de ces organismes tels que l’azote et le carbone (Parsons et al., 1995).  

Chez les animaux, les Cu-AOs sont impliquées dans le développement, la signalisation et la 

détoxification. Chez les plantes, elles jouent un rôle dans le développement, les réponses 

immunitaires et dans le métabolisme secondaire.  

 

L’amine oxydase est composée de 642 acides aminés et elle possède une masse moléculaire de 140 

à 200 kDa, contenant deux sous- unités identiques de 70 à 95 kDa; chaque sous-unité contient deux 

liaisons disulfure, une cystéine libre et un seul ion cuivre. Les Cu-AOs sont dépendantes de cuivre 

(II) pour leurs activités enzymatiques. Il s’est avéré qu’il joue un rôle redox dans le renouvellement 

du substrat (Dooley et al., 1991; Turowski et al., 1993). 

 

L’ion cuivrique Cu (II) est considéré comme un élément inorganique ; aligné en pyramide carrée 

déformée par trois ligands d’histidine N en positions équatoriales et un ligand d’eau axial (Wa) 

ainsi qu’un ligand labile d’eau équatoriale (We).  

 

Il contient également un cofacteur organique redox lié par covalence formé par la modification post- 

traductionnelle d'une chaîne latérale de tyrosine en 2,4,5-trihydroxyphénylalanine quinone (TPQ) 

qui est aussi importante pour l’activité des AOs à cuivre (Matsuzaki et al., 1994; Mu et al., 1992) 

Figure 1.7 A et B. 

 

 

 



17  

 

 

Figure 1.7 Structure cristalline de CuAO homodimérique à partir d’Escherichia coli obtenue par 

les techniques cristallographiques aux rayons-X. A : le monomère sur la droite est représenté en 

rouge et le monomère sur la gauche est représenté par domaine comme suit (D1 : bleu, D2 : vert 

lime, D3 : vert, D4 : cyan) et les ions de cuivres sont représentés sous forme de sphères en jaune. 

Le rôle biologique du domaine D1 reste inconnu, le domaine C-terminal (D4) se replie en un grand 

β-sandwich composé de 8 à 10 feuillets tordus collés. Ce domaine forme une grande partie de 

l’interface intime du dimer, avec deux longs β-hairpin arms qui se croisent d'un monomère à l'autre, 

le site actif de chaque monomère est localisé dans ce domaine. Les ligands d’ion cuivrique et la 

séquence conservée qui inclut la tyrosine modifiée sont tous fournis par les β-feuillets adjacents 

dans ce domaine. B : la structure native de CuAO montre que chaque site composé de Cu (II) est 

coordonné en disposition pyramidale carrée désordonnée par trois ligands N équatoriaux fournis 

par un ligand d’histidine et par un ligand l'eau axiale (Wa) et un ligand labile équatorial de l'eau 

(We). Le cofacteur redox TPQ se trouve à proximité de l’ion cuivrique, mais n'est pas directement 

coordonné à lui. La position d’O2 du cofacteur est liée à Wa par une liaison d'hydrogène, tandis 

que l'atome O4 est lié à l'hydroxyle du résidu tyrosine conservé. La position d’O5 de TPQ pointe 

vers la poche de liaison au substrat amine qui contient un acide aspartique conservé, qui fonctionne 

comme une base catalytique pendant le turnover. D’après (Mander et Liu, 2010). 

 

La classification des CuAos est établie selon la commission des enzymes EC, qui sont apparues sur 

la liste de la comité de nomenclature de "International Union of Biochemistry and Molecular 

Biology (IUBMB)". Cette classification est basée sur les réactions que les enzymes catalysent, 

leurs substrats physiologiques ou le groupe de substrats, et les types de réactions impliquées (Tipton 

et Boyce, 2000). Le numéro EC est composé de 4 composants. EC 1 inclut toutes les enzymes 

oxydoréductases.  

 

 B 
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Le groupe 1.4.x.y inclut les enzymes oxydant le groupe CH-NH2. EC 1.4.3.y inclut celles qui 

utilisent l’oxygène comme accepteur d’électrons. Le dernier numéro (y) spécifie l’enzyme 

individuelle au sein du groupe. Toutes les amines oxydases à cuivre et quinone sont sensibles au 

semicarbazide SSAO : (semicarbazide-sensitive amine oxydase) et actives envers les monoamines 

primaires ; nous distinguons : (SSAO/VAP-1 (vascular adhesion protein-1) EC 1.4.3.6), la lysyl 

oxydase (EC 1.4.3.13), la sérum amine oxydase (EC 1.4.3.21) et la diamine oxydase (EC 1.4.3.22). 

Cette classification les distingue des flavoprotéines monoamine oxydasses (MAOs) qui ne sont pas 

inhibées par les semicarbazides. Inversement, SSAO ou du moins dans chez certaines espèces, est 

insensible à l’inhibition par les inhibiteurs des monoamines oxydases telles que : la clorgyline. Pour 

cela, SSAO est référé parfois comme amine oxydase clorgyline-résistante (CRAO) (Floris et 

Mondovi, 2009). 

 
1.2.3 Diamine oxydase (DAO) 

 

La diamine oxydase (EC 1.4.3.22) est une enzyme ubiquitaire intracellulaire codée par le gène 

AOC1 ou ABP1 situé sur le chromosome 7q34-q36 dans le génome humain (Schwelberger, 2007). 

Elle est exprimée chez les eucaryotes et les procaryotes ; et a pour rôle de dégrader les amines 

biogènes notamment l'histamine. Elle a été découverte en 1929 par Charles H. Best dans l'autolyse 

des tissus pulmonaires et elle s’appelait à l'origine histaminase (Best, 1929). Après que des études 

ultérieures ont démontré sa capacité à désaminer d’autres diamines aliphatiques à chaînes courtes 

telles que 1,4-diaminobutane (la putrescine) et 1,5-diaminopentane (la cadavérine), l’enzyme a été 

renommée diamine oxydase (DAO) (Mondovi et al., 1964). Chez les mammifères, la DAO est 

principalement exprimée au niveau de l’intestin, du côlon ascendant, des reins et du placenta 

(Schwelberger et Bodner, 1997). Les niveaux de la DAO sont les plus élevés durant une grossesse 

en bonne santé (1000 fois plus élevés que les autres organes). Une faible activité da la DAO est 

associée à une grossesse à risque (Maintz et al., 2008). Au niveau intestinal, grâce à la forte affinité 

de la DAO pour l’histamine, la DAO agit comme une barrière protectrice contre l’excès 

d’histamine exogène (ex : aliments fermentés, vin, fromage) assurant ainsi l’homéostasie. Un 

déficit ou absence dans le dysfonctionnement de la DAO peut entraîner un excès des taux 

plasmatiques normaux d'histamine (0,3–1,0 ng/mL) et l'apparition ultérieure de symptômes 

d'intolérance à l'histamine (Comas-Basté et al., 2019) . Chez des individus sains, les niveaux élevés 

d'activité de DAO sont présents dans le tractus intestinal (Kusche et al., 1980).  
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Elle       est localisée précisément au niveau des villosités des entérocytes, principalement celles du 

milieu et de l’apex où elle est stockée dans ses vésicules. Cela signifie que tout événement 

entraînant un dommage ou une perte de la structure des villosités aura un grand impact sur les 

niveaux d'enzymes dans la muqueuse intestinale. Les entérocytes acquièrent des amines biogènes 

de la lumière intestinale par diffusion passive et les métabolisent et/ou les stockent (Milovic, 2001). 

Après stimulation, la DAO est exportée à partir des cellules parenchymateuses vers les sites de 

liaison vasculaire de la microvasculature intestinale. Cette localisation de la DAO lui permet 

d’exercer sa fonction de barrière qui inactive l’histamine ingérée et empêche son transport et son 

accumulation dans la circulation sanguine, assurant ainsi un contrôle local de l’action de ce 

médiateur inflammatoire (Klocker et al., 2004) (Figure 1.8). Lorsque cette barrière est atténuée ou 

absente, les taux d’histamine très élevés peuvent engendrer de graves maladies de l’intestin 

notamment des troubles intestinaux inflammatoires chroniques non spécifiques, la maladie de 

Crohn et la rectocolite hémorragique (Kjeldsen et De Muckadell, 1993; Mennigen et al., 1990; 

Schmidt et al., 1990). 

 

De plus, des études ont montré une relation entre un déficit de la DAO et le développement des 

polypes rectaux, des carcinomes rectaux ainsi que l’adénocarcinome du gros intestin ou de 

l’estomac (Hesterberg et al., 1981; Kusche et al., 1980). Ces données sont cohérentes avec les 

résultats des études récentes démontrant une régulation à la hausse de l'activité de l'histidine 

décarboxylase et des niveaux d'histamine, qui sont fortement corrélés avec la tumeur et le cancer 

colorectal (Masini et al., 2005). Par ailleurs, d’autres études ont démontré que des médicaments 

ayant un effet inhibiteur sur la DAO tel que l’aminoguanidine peuvent entraîner un développement 

considérable des tumeurs du gros intestin. Cette découverte a des implications cliniques 

importantes pour de nombreux médicaments inhibiteurs de DAO car leur utilisation à long terme 

peut augmenter le risque des cancers (Gahl et Pitot, 1978) (Kusche et al., 1988; Sattler et Lorenz, 

1990). Afin de régler le problème de déficience et dysfonctionnement enzymatique de la DAO 

intestinale, un potentiel agent thérapeutique à base d’une formulation de DAO peut être administré 

comme supplément alimentaire (Calinescu et al., 2012). La DAO peut être extraite à partir de deux 

principales sources qui sont les reins de porc et certaines légumineuses telles que : le pois jaune 

"Pisum sativum" et la gesse " Lathyrus sativus". 
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Figure 1.8 Fonction de la DAO dans les entérocytes. Les H en rouge représentent l’histamine 

libérée par les aliments. L'histamine passe à travers l'entérocyte dans la circulation et la DAO sur 

la membrane basolatérale crée une barrière en métabolisant l’histamine issue de l'alimentation (la 

goutte rouge avec H au contour vert). L’activité de la DAO est directement/indirectement 

dépendante de facteurs internes et externes tels que les polymorphismes du gène AOC1, l’état 

physiologique de l'organisme, alcool, autres amines biogènes et prise de médicaments. D’après 

(Hrubisko et al., 2021). 

 
1.2.4 Diamine oxydase végétale (DAOv) 

 

Les enzymes notamment d'origine végétale ont longtemps fait l'objet des études intensives de 

l’interface de la biochimie et de la physiologie végétale. Généralement, la DAO joue un rôle 

nutritionnel important chez les microorganismes, puisque ces derniers utilisent les amines primaires 

comme l’azote ou des sources de carbone (Parsons et al., 1995). Chez les mammifères, la DAO est 

impliquée dans le métabolisme, la détoxification, et les maladies vasculaires (Máslínski et al., 2018). 

Bien que son rôle physiologique dans les plantes ne soit pas très connu, la DAO végétale (DAOv) 

(Cu-AO; histaminase; EC 1.4.3.22) est localisée dans la paroi cellulaire des végétaux, et agit sur les 

polyamines au niveau de l’apoplaste. Elle est impliquée dans la détoxification, la croissance 

cellulaire, la réponse immunitaire, la cicatrisation des plaies en régulant les niveaux intracellulaires 

des polyamines telles que la putrescine, la cadavérine, la spermine et la spermidine.  
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Les produits aldéhydiques résultant de la désamination oxydative des polyamines par la DAO ainsi 

que le peroxyde d’hydrogène (H2O2) libéré, ont un rôle dans la biosynthèse de certains alcaloïdes 

et la formation de la lignine et de la subérine (Bachrach, 2018; Scalet et al., 1991; Tabor et Tabor, 

1964). Des travaux sur le pois chiche (Cicer arietinum L.) a permis d’élucider l’implication et le 

rôle de la DAO dans les plantes. Des observations histochimique et histologiques de la pousse de 

pois chiche blessée mécaniquement ont montré que les niveaux de la cadavérine, les activités de la 

DAO (système délivrant du H2O2) et de la péroxydase (système consommateur de H2O2) ont été 

fortement augmentées indiquant leur rôle dans la réponse immunitaire, dans le processus de 

cicatrisation et dans la lignosubérisation (Scalet et al., 1991). L’activité de la DAO dans l’extrait 

végétal a été démontrée pour la première fois en 1948 avant qu’elle soit retrouvée plus tard dans 

différents tissus (graines, semis, racines, pousses, xylème, axes, cotylédons, latex, feuilles) des 

variétés des espèces végétales telles que : Cicer arietinum (pousses), Glycine max (pousses), 

Lathyrus cicera et Lathyrus sativus (pousses), Pisum sativum (pousses, cotylédons, et embryons), 

Vicia faba (pousses et feuilles), et Zea mays (pousses), etc. (Medda et al., 1995). Parmi ces variétés 

végétales, des grandes concentrations de la DAOv se trouvent principalement dans les pousses 

étiolées des légumineuses de : Pisum sativum, Cicer arietinum, et Lathyrus sativus où la teneur 

totale en protéine est jusqu'à 4% (Masini et al., 2007). L’histamine est impliquée dans non 

seulement les réactions anaphylactiques et allergiques, mais aussi dans la dysfonction endothéliale, 

la perturbation de l'échange sanguin entre les tissus et l’altération des tissus fonctionnels survenant 

chez des organes subissant une ischémie et une reperfusion. Des expériences sur des cobayes ont 

montré l’efficacité de l’histaminase extraite des pousses de pois en étant un cardioprotecteur contre 

les lésions de reperfusion post-ischémique, dans le modèle in vivo d'ischémie-reperfusion chez le 

rat (Floris et Mondovi, 2009). De plus, des expériences sur le cochon d’inde ont montré l’effet 

protecteur de l’histaminase des pousses de pois purifiée d’une anaphylaxie cardiaque active (Masini 

et al., 2002). Dans le même contexte montrant l’efficacité des extraits végétaux, un extrait végétal 

brut à base de kiwi rustique (Actinidia sp.) a été rapporté pour prévenir et traiter maladies 

inflammatoires allergiques et non allergiques (différentes formes de dermatites, entérites, gastrites, 

etc.), principalement, en inhibant la libération d'histamine par les mastocytes et en réduisant les 

niveaux d’IgE et de cytokines Th2 dans le sérum (Mondovi et al., 2013). Par ailleurs, plusieurs 

études ont démontré également l’efficacité de la DAO (pig kidney DAO) comme complément 

alimentaire dans l’élimination de l’excès d’histamine causant les allergies alimentaires et les 

dysfonctions entériques ainsi que le développement des tumeurs.  



22  

Une expérience sur des cobayes a suggéré que la pkDAO possède une activité antihistaminique et un 

rôle protecteur du choc anaphylactique (Mondovì et al., 1975). Une autre expérience in vivo a 

montré que lorsque la pkDAO a été injectée dans les cavités péritonéales des souris a permis 

d’inhiber significativement la croissance tumorale ascitique d’Ehrlich (Mondovi et al., 1982). En 

revanche, des études récentes comparatives de l’activité de la DAOv et de la pkDAO et/ou les 

enzymes des procaryotes ont montré que l'histaminase végétale ou DAOv possède un meilleur 

nombre de transformations " turnover number" de la catalyse ainsi qu’une liaison et une affinité pour 

l’histamine plus élevée. De plus, la DAOv aurait une meilleure acceptabilité en étant plus sûre en 

termes d'effets secondaires, tout en présentant une activité spécifique plus élevée que DAO 

d'origine animale disponible dans le commerce (Comas-Basté et al., 2019). Par ailleurs, la DAOv 

est plus accessible en termes de préparation et de sources. L’extraction de l’enzyme à partir des 

sources végétales a un degré élevé de pureté est réalisé en deux étapes chromatographiques simples 

et peu coûteuses (Mondovi et al., 2013). 

 
1.2.5 Aspects préparatifs et paramètres de germination liés à l'activité enzymatique de la 

DAOv 
 

La germination est un processus naturel durant lequel un organisme se développe à partir d’une 

graine. Le processus de germination comprend un ensemble des évènements qui commence par 

l’absorption de l’eau par une graine sèche et se termine par une extension de l’axe embryonnaire 

et l’émergence des hypocotyles et des radicules (Bewley, 1997). Au niveau cellulaire, elle se 

caractérise en premier lieu par le relancement de l’activité respiratoire en réactivant la glycolyse, 

le cycle de Krebs et la chaîne respiratoire (Ehrenshaft et Brambl, 1990). Ensuite, par la mobilisation 

des réserves en sécrétant les enzymes hydrolytiques, la dépolymérisation et le transport des réserves 

vers les cellules embryonnaires en développement ; et enfin, par une augmentation de l’activité des 

hydrolases pariétales permettant de diminuer la résistance mécanique exercée par les tissus 

entourant l’embryon (Fincher, 1989; Welbaum et al., 1998). Les conditions environnementales 

adéquates sont nécessaires pour assurer le bon développement des plantules. Dans le but d’obtenir 

une DAO la plus active possible, les conditions de germination telles que : la température, 

l’humidité, la luminosité, la durée de germination et l’arrosage doivent être établies de manière 

favorable à la croissance des pousses tout au long de la germination. En effet, une étude a montré 

que l’activité de la DAO dans les pousses de pois chiche était plus élevée lorsqu’elles ont été germées 

à 25 °C.  
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Tandis que l’activité enzymatique dans les cotylédons et l’axe embryonnaire a fortement diminué à 

des températures entre 30 °C et 35 °C (Matilla et al., 2002). Généralement, la lumière est essentielle 

pour que les plantes effectuent la photosynthèse. En revanche, l'activité de la DAO est 

significativement plus élevée dans les semis étiolés que dans celles cultivées sous des conditions 

lumineuses (Choudhary et Singh, 2000 ; Maccarrone et al., 1991). Lorsque les plantes poussent 

dans des conditions de stress, le niveau de polyamine augmente et a induit l'élévation de l’activité 

de la DAO (Xing et al., 2007). Des études ont suggéré qu’une germination à l’obscurité est 

considérée comme un stress à la plantule, ce qui explique l’élévation de l’activité de la DAO sous 

ces conditions (Yang et al., 2011). La durée de germination est importante, car elle permet un 

développement maximal des pousses dans lesquelles se trouve la DAO en grande quantité; 

l’activité de la DAO est plus élevée dans des pousses de 7 à 9 jours ; une germination plus allongée 

entraîne une diminution dans l’activité de la DAO Tableau 1.2. 

 
Tableau 1.2 Activité spécifique de la DAO (U/mg protéine) dans les organes de Fava Bean. 

L’activité spécifique de la DAO a augmenté durant les 7 premiers jours de germination dans 

l’obscurité ; elle est respectivement 390.86, 7.51 et 5.89 fois plus élevée que dans les cotylédons, 

l’hypocotyle et les racines, d’après (Yang et al., 2011). 
 
 

 

 

 

1.3 Métabolites de type acide-oxalyl-diaminopropionique et leurs déterminations par 

chromatographie en phase liquide/spectrométrie de masse dans certaines sources végétales 
 

1.3.1 β-ODAP dans certaines légumineuses et ses potentiels effets neurotoxiques 
 

Dans le but d’extraire le maximum de DAO, des variétés des légumineuses telles que Pisum 

sativum (P. sativum) et Lathyrus sativus (L. sativus) ont été sélectionnées pour cette étude. L. 

sativus appelée également la gesse commune ou pois carrés est connue de contenir une neurotoxine 
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un acide aminé non protéinogène, appelé acide β-N-oxalyl-L-α,β- diaminopropionique (β-ODAP). 

L. sativus est une légumineuse annuelle polyvalente appartenant à la tribu des Vicieae de la famille 

des Fabaceae considérée peut être comme la légumineuse la plus résistante aux conditions 

environnementales extrêmes telles que la sécheresse, les inondations, la salinité du sol ainsi qu’aux 

attaques d’insectes (Kumar et al., 2011; Unander, 2002).  

 

D’un point de vue nutritionnel, les graines de L. sativus contiennent 31% de protéines, 41% de 

glucides, 17 % de fibres alimentaires totales (2 % solubles et 15 % insolubles), 2 % matières 

grasses et 2% de cendres, sur matière sèche (Akalu et al., 1998; Aletor et al., 1994) Figure 1.9.  

En raison de sa culture facile et sa capacité à fixer l’azote à travers ses racines, L. sativus est 

largement cultivée et consommée dans des pays ayant de grandes zones de terres semi-arides 

comme : Éthiopie, Népal, Inde, Bangladesh, Pakistan et Afghanistan (Hanbury et al., 1999). Or, sa 

culture a été limitée à l’échelle mondiale en raison de sa contenance en β-ODAP dans les graines 

et les pousses. Une consommation excessive (30 à 50 % du régime alimentaire) et prolongée de 

plus de 3 mois de L. sativus, peut causer un désordre neurologique, appelé le neurolathyrisme, qui 

se traduit par une paralysie irréversible des membres inférieurs chez l’humain et l’animal (Barrow 

et al., 1974). D’autres signes neurologiques sporadiques sont également signalés suite à cette 

consommation excessive comme l’atteinte des nerfs crâniens ainsi que l’atteinte de la vessie et la 

polyneuropathie (Paleacu et al., 1999).  

 

Les enfants nourris avec des graines de gesse présentaient un retard de croissance et un système 

nerveux sous-développé (Grela et al., 2001), il a été reporté que la gesse contient 0.5 à 2.5 % de β-

ODAP (Kumar et al., 2011). En plus de Lathyrus sativus, la neurotoxine β-ODAP est présente dans 

plus de 21 espèces principalement Lathyrus cicera et Lathyrus Clymenum, et quelques autres 

genres de légumineuses : 17 espèces d'Acacia et 13 espèces de Crotalaire (Rosenthal, 2012). 

Généralement, le β-ODAP dans les plantes est censé fonctionner comme une molécule porteuse 

pour les ions zinc (Lambein et al., 1994).  

 

D’autres études suggèrent que le β-ODAP joue également un rôle dans la tolérance à la sécheresse 

et dans la résistance au stress oxydatif (Jiang et al., 2013). 
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Figure 1.9 Valeur nutritive de Lathyrus sativus. (A, B) fleurs colorées de L. sativus (gesse). (C) 

graines de L. sativus. (D) Les graines contiennent environ 28% de protéines, 48% amidon et moins 

de 1% de matière grasse, d’après (Xu et al., 2017). 

 
 

Les actions neurotoxiques de β-ODAP ont également été largement caractérisées in vitro, en 

utilisant à la fois des sections de cerveau et des cultures des cellules primaires (La Bella et al., 

1996; Omelchenko et al., 1999). Ces études ont montré que β-ODAP agit comme un agoniste 

puissant des récepteurs de α-amino-3-hydroxy-5-méthylisoxazole-4-propionate (AMPA) (Nunn et 

al., 1987; Ross et al., 1989). De plus, lorsqu’il est administré à des rats à des doses appropriées, le 

β-ODAP augmente le guanosine monophosphate cyclique cérébelleux (GMP) et induit une 

régulation négative des récepteurs du glutamate dans le cortex moteur primaire (Labella et al., 

1993). Mécaniquement, une grande partie de la neuropathologie produite par β-ODAP semble être 

une conséquence directe de ses similitudes structurelles avec le neurotransmetteur excitateur L- 

glutamate et sa capacité à induire une excitotoxicité en tant qu'agoniste de non-NMDA (Figure 
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1.10) (Warren et al., 2004). Ces résultats suggèrent que le β-ODAP pourrait induire une 

dégénérescence neuronale par une stimulation excessive des cellules nerveuses via les récepteurs 

plasmalemmes du glutamate. Dans les graines de L. sativus, β-ODAP est accompagné avec des 

concentrations plus faibles de α-ODAP. Contrairement à β-ODAP, α-ODAP n’est pas toxique; 

l’isomérisation de β-ODAP en α- ODAP est possible dépendant des conditions comme : la chaleur, 

la fermentation, un pré-trempage dans des solutions alcalines. Toutes ces techniques peuvent 

diminuer la concentration de β-ODAP et augmenter la concentration de α- ODAP diminuant ainsi 

la toxicité de β-ODAP de Lathyrus (Kumar et al., 2011; Padmajaprasad et al., 1997; Vaz Patto et 

Rubiales, 2014) . 

 

 

 
 

 

 
Figure 1.10 Structure de β-ODAP, de L-glutamate et de α-ODAP (parties colorées en rouge 

représentent les parties similaires entre les deux molécules). Adapté de (Moges et al., 2004) et 

(Bridges et al., 1989). 

 

Par ailleurs, vu les différentes vertus de la culture de la gesse plusieurs études ont montré l’intérêt 

d’exploiter la variabilité génétique du β-ODAP afin de développer des variétés à faible teneur en 
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ODAP; qui, avec des pratiques agronomiques et de détoxification améliorées, peut aider à réduire 

le risque de lathyrisme. Plusieurs variétés de gesse à faible teneur en β-ODAP ont pu être 

développées, telles que Wasie en Éthiopie, Ratan, Prateek et Mahateora en Inde, et BARI Khesari- 

1 et BARI Khesari-2 au Bangladesh avec <0,10 % de β-ODAP. De plus, il existe des pratiques 

agronomiques qui ont pu modifier la teneur en β-ODAP comme: l’application au sol de 15–20 kg 

ha-1 de sulfate de zinc, une semis précoce et le trempage des graines dans l'eau (Kumar et al., 2011). 

 
1.3.2 Détection et quantification de β-ODAP par UHPLC-MS/MS dans des légumineuses 

 

La détection et la quantification de β-ODAP dans graines de L. sativus a fait appel à plusieurs 

techniques analytiques séparatives. Ces dernières doivent être précises et à haut débit pour des 

programmes de sélections où un grand nombre d’échantillons doit être quantifié de manière simple 

et rapide. En revanche, certaines méthodologies analytiques ne sont pas capables de distinguer la 

toxine β-ODAP de son isomère non toxique α-ODAP telles que les méthodes colorimétriques, 

CPG-MS (chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse) qui nécessitent la 

dérivatisation de l’échantillon et CCM (chromatographie sur une couche mince). D’autres 

méthodologies sont utilisées également pour analyser la présence de β-ODAP et α-ODAP telles 

que : électrophorèse capillaire de zone (CZE), analyse par injection de flux et résonnance 

magnétique nucléaire (RMN) (Tarade et al., 2007). Néanmoins, la méthode HPLC est la méthode 

qui est la plus utilisée et largement développée pour le criblage d’échantillons végétaux et des tissus 

d’animaux contenant du β-ODAP en étant plus simple, plus rapide, fiable et pas chère. Plus 

récemment, une méthode UHPLC-MS/MS utilisant une colonne C18 a été développée pour la 

quantification du β-ODAP, de la L-homoarginine et de l'asparagine dans 173 génotypes de 

Lathyrus sativus (Arslan et al., 2017). Selon l'échantillon d'intérêt et la composition de la phase 

stationnaire, la phase mobile peut se composer d'un mélange de solvant liquide pressurisé : souvent 

l'eau, acétonitrile, et/ou méthanol avec l’ajout ou non de l’acide formique où l’élution des analytes 

peut être en mode isocratique ou en mode gradient. La méthode de chromatographie est définie 

principalement par la phase stationnaire. La chromatographie en phase inverse est la méthode la 

plus utilisée en biochimie visant à séparer les constituants d’un mélange en fonction de leur polarité 

où la phase stationnaire consiste en une colonne C18 pour la séparation. Pour la détection des 

analytes par spectrométrie de masse, il existe plusieurs procédés comme : quadripôle, temps de vol, 

piège ionique quadripolaire, etc., qui sont utilisés pour analyser la substance active, la teneur et les 
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résidus présents dans les aliments. En comparaison à d'autres détecteurs chromatographiques, leur 

sensibilité, spécificité et applicabilité à grande échelle rendent les systèmes LC-MS/MS plus 

propices. Dans l’une des études, la détermination de α- et β-ODAP était possible en développant 

la méthode HPLC-MS/MS sans dérivatisation préalable d’échantillon en utilisant la 

chromatographie à interaction hydrophilique (HILIC) Figure 1.11. Comme le β-ODAP est une 

molécule acide (pKa= 2.1), la phase mobile utilisée était de pH : 3 à 1.7 avec l’ajout de l’acide 

formique en mode isocratique (Bento-Silva et al., 2019). 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 1.11 Chromatogramme des deux pics α-ODAP et β-ODAP à partir de MRM (Multiple 

Reaction Monitoring). TIC : Total ion chromatogramm, d’après (Bento-Silva et al., 2019



29  

CHAPITRE 2 

PRÉSENTATION DU PROJET 

Les avancées récentes dans notre compréhension des actions bénéfiques de la DAO végétale 

(DAOv) par l’atténuation des effets néfastes causés par l’excès d’histamine, notamment 

l’intolérance à l’histamine (histaminose) et les dysfonctions entériques, font de la DAOv une 

molécule biopharmaceutique intéressante. Différente des thérapies existantes telles que les 

antihistaminiques et la DAO d’origine animale, une formulation à base de DAOv pourrait 

représenter une alternative sûre et non toxique qui peut complètement remplacer ou agir en 

complément avec les autres traitements existants. Particulièrement la DAOv a montré son efficacité 

dans la modulation des réponses inflammatoires et allergiques, la prévention des lésions de 

reperfusion post-ischémiques cardiaques et splanchniques impliquant l’histamine (Masini et al., 

2007). Par ailleurs, la DAOv possède une meilleure réactivité avec l’histamine et les diamines 

aliphatiques ainsi qu’une activité spécifique enzymatique plus élevée que celle d’origine  animale 

(Comas-Basté et al., 2019; Pietrangeli et al., 2007). La problématique de ce projet est que l’extrait 

de la DAO à partir de L. sativus contient une neurotoxine appelée β-N-oxalyl-L- α,β-

diaminopropionique (β-ODAP). Tenant compte de cette contrainte, ce projet visait à explorer 

l’activité de la DAO dans différents cultivars de P. sativum développés au Canada et dans L. sativus 

tout en prenant en considération l’éventuelle présence de β-ODAP dans l’extrait de DAOv. Pour ce 

faire, la chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse (LC/MS) a été utilisée afin de 

détecter et de quantifier le contenu de la neurotoxine dans les extraits de DAOv (Figure 2.1). 

 
Le premier objectif de cette étude était d’établir des conditions de germination optimales favorisant 

le bon développement des pousses de L. sativus et des cultivars de P. sativum pour obtenir le 

maximum d’activité de DAO possible (Figure 2.2). Tenant compte de l’importance des conditions 

de germination dans l’obtention d’une DAO avec une activité enzymatique élevée, une hypothèse 

s’est émise dans ce travail que l’arrosage avec des solutions nutritives pourrait augmenter 

davantage l’activité enzymatique de la DAO. Étant donné que le Cu2+ est nécessaire à la formation 

de DAO (Zhang et al., 2003), une des variantes était l’arrosage avec des solutions contenant : 

CuCl2. Aussi l’urée comme source d’azote pour aider la plantule à mieux se développer et augmenter 

l’activité de la DAO a été utilisée.  
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L’eau a été utilisée comme témoin. La 2ème possibilité est que ces solutions pourraient créer un 

stress qui va permettre de stimuler l’activité de la DAO puisque ce dernier joue un rôle dans la 

réponse immunitaire de la plantule (Scalet et al., 1991) (Annexe A). 

 
Le deuxième objectif consistait à doser l’activité de la DAOv dans ces légumineuses et sélectionner 

les variétés présentant la DAO la plus active (Figure 2.3) avant de passer à la technique HPLC-MS 

pour la détection et la quantification de β-ODAP dans des extraits bruts dialysés et non dialysés 

(Figure 2.4). Les résultats de la quantification β-ODAP sont comparés avec le seuil de toxicité dans 

la littérature, et la sélection de la nouvelle source de DAOv est basée sur la variété contenant la 

DAOv la plus active mais également la plus sûre en termes de toxicité. 

 
 

Figure 2.1 Présentation schématique générale des différentes étapes du projet de maîtrise. 
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Figure 2.2 Conditions de germination et processus d’extraction de la DAOv à partir de L. sativus 

et des cultivars de P. sativum
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Figure 2.3 Dosage de l’activité enzymatique et la concentration protéique dans l’extrait de la DAOv. 
 

 

 
 

 

Figure 2.4 Préparation des extraits bruts de DAO avant de les injecter dans le spectromètre de 

masse (QTRAP). 
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3.1 Résumé 
 

La diamine oxydase végétale (DAOv), une enzyme proposée pour soulager les symptômes de 

l'histaminose, montre une meilleure réactivité avec l'histamine et les diamines aliphatiques, ainsi qu'une 

activité enzymatique plus élevée que la DAO d'origine animale. L'objectif de cette étude était d'évaluer 

l'activité enzymatique de DAOv à partir de grains germés de Lathyrus sativus (pois d'herbe) et de Pisum 

sativum (pois), et de vérifier la présence d'une neurotoxine, l'acide β-N-Oxalyl-L-α,β-

diaminopropionique (β-ODAP), dans extrait brut obtenu à partir de leurs semis. La chromatographie 

liquide ciblée à réactions multiples ; une méthode de spectrométrie de masse de surveillance a été 

développée et utilisée pour quantifier le β-ODAP dans les extraits analysés. Une procédure de 

préparation d'échantillons optimisée, impliquant la précipitation des protéines avec l’acétonitrile suivi 

d'une extraction en phase solide par échange d'anions mixtes, permettant une sensibilité élevée et une 

forme de pic plus symétrique pour la détection de β-ODAP. L'extrait de Lathyrus sativus a présenté la 

plus forte activité enzymatique de DAOv des extraits, suivi de l'extrait du cultivar de pois Amarillo du 

Centre de développement des cultures (CDC). Les résultats ont également montré que même si le β-

ODAP était présent dans l'extrait brut de L. sativus, sa teneur était bien inférieure au seuil de toxicité 

(300 mg de β-ODAP/kg corps/jour). CDC Amarillo a montré 5000 fois moins de β-ODAP que l'extrait 

de L. sativus non dialysé. Il a été conclu que les deux espèces peuvent être considérées comme des 

sources de vDAO pour une éventuelle utilisation thérapeutique. 
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3.2 Abstract 

 

Vegetal diamine oxidase (vDAO), an enzyme proposed to relieve symptoms of histaminosis, shows 

better reactivity with histamine and aliphatic diamines, as well as higher enzymatic activity than DAO 

of animal origin. The objective of this study was to evaluate the enzyme activity of 

vDAO from germinating grains from Lathyrus sativus (grass pea) and Pisum sativum (pea), and to 

verify the presence of a neurotoxin, β-N-Oxalyl-L-α,β-diaminopropionic acid (β-ODAP), in the 

crude extract obtained from their seedlings. A targeted liquid chromatography–multiple-reaction 

monitoring mass spectrometry method was developed and used to quantify β-ODAP in the analysed 

extracts. An optimized sample preparation procedure, involving protein precipitation with 

acetonitrile followed by mixed-anion exchange solid-phase extraction, allowed for high sensitivity 

and good peak shape for β-ODAP detection. The Lathyrus sativus extract exhibited the highest vDAO 

enzyme activity of the extracts, followed by the extract from pea cultivar Amarillo from the Crop 

Development Centre (CDC).  

The results have also shown that even though β-ODAP was present in the crude extract from L. sativus, 

its content was far below the toxicity threshold (300 mg of β-ODAP/kg body/day). CDC Amarillo 

showed 5000-fold less β-ODAP than the undialysed L. sativus extract. It was concluded that both 

species can be considered as convenient sources of vDAO for potential therapeutic use. 

 

 

Keywords: vegetal diamine oxidase, histaminosis, histamine, L. sativus, P. sativum, β-ODAP,  

LC-MS.
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3.3 Introduction 

 

Histamine intolerance (HIT), also referred to as enteral histaminosis, is a disorder caused by an 

excessive increase in histamine (Comas-Basté et al., 2020). Histamine is a biogenic amine that 

plays an important role in the body as a neuromediator and immune modulator (Nuutinen et Panula, 

2010). In contrast, HIT is defined by the impaired gastrointestinal breakdown of histamine from 

ingesting foods containing high levels (Schnedl et Enko, 2021), such as chocolate, certain cheeses, 

sauerkraut, tomatoes, and some red wines (Hungerford, 2021). Among the causes of HIT is the 

reduced ability to metabolize histamine by the intestinal enzyme diamine oxidase (DAO) (Mušič 

et al., 2013; Reese et al., 2017; Sattler et al., 1988). 

 

Considering that DAO is the main exogenic histamine degrading enzyme with predominant activity 

in the gut, histamine excess in the gut lumen may trigger diarrhea, abdominal pain, or constipation 

by enhancing neurosecretory functions and muscle contractility (Maintz et Novak, 2007). In 

addition, histamine excess may be linked to serious inflammatory bowel diseases, such as Crohn's 

disease and ulcerative colitis (Raithel et al., 1995). DAO copper-containing amine oxidase (EC 

1.4.3.22) is a homodimer and ubiquitous enzyme with a molecular mass in the range of 140–200 

kDa. DAO catalyzes the oxidative deamination of the primary amino group of histamine to 

imidazole acetaldehyde, consuming dioxygen with the simultaneous release of stoichiometric 

amounts of ammonia and hydrogen peroxide (Elmore et al., 2002), as shown below. 

Histamine + O2 + H2O → Imidazole-4-acetaldehyde + H2O2 + NH3 

 
 

A deficiency in DAO activity can lead to the development of histamine intolerance, a clinical 

condition that can be treated with a low-histamine diet and oral DAO supplementation to improve 

intestinal histamine breakdown (San Mauro Martin et al., 2016). Pig kidney and some legumes 

seedlings are suitable sources for the formulation of a DAO supplement. In contrast to DAO of 

animal origin, vegetal DAO (vDAO) is believed to have higher specific activity, as well as being 

more acceptable and safer in terms of side effects (Comas-Basté et al., 2019). Therefore, vDAO 

has been suggested as an effective therapeutic enzyme for oral administration to treat food 

histaminosis, allergies, and histamine-related enteric dysfunctions (Neree et al., 2020). 
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vDAO is found in different tissues (seeds, shoots, roots, seedlings, embryo axes, cotyledons, 

apexes, leaf) of a variety of plant species including Cicer arietinum (seedlings), Glycine max 

(seedlings), Lathyrus cicera and Lathyrus sativus (seedlings), Pisum sativum (seedlings, 

cotyledons, and embryos), Vicia faba (seedlings and leaves), and Zea mays (seedlings), (Medda et 

al., 1995). vDAO is extracted from seedlings that are obtained after a period of germination. The 

germination process includes a set of physiological events that begins with the absorption of water 

by the dry seed and ends with extension of the embryonic axis and the emergence of hypocotyls and 

radicles (Bewley, 1997). At the cellular level, it is characterized primarily by the revival of 

respiratory activity by reactivating glycolysis, the Krebs cycle, and the respiratory chain 

(Ehrenshaft et Brambl, 1990). Then, the reserves are mobilized by secreting hydrolytic enzymes 

followed by depolymerization and transport of reserves towards the embryonic cells in 

development, and finally, the activity of parietal hydrolases are increased, which reduces the 

mechanical resistance exerted by the tissues surrounding the embryo (Fincher, 1989; Welbaum et 

al., 1998). Adequate environmental conditions are necessary to ensure the proper development of 

seedlings. To obtain the most active DAO possible, the germination conditions including 

temperature, water, and light must be optimized to enhance growth of seedlings throughout 

germination (Choudhary et Singh, 2000; Kivirand et Rinken, 2007; Luhova et al., 2003; 

Maccarrone et al., 1991; Matilla et al., 2002). 

 

Large concentrations of vDAO are mainly found in the etiolated seedlings of legumes of Pisum 

sativum (pea) and Lathyrus sativus (grass pea), where the total protein content can be as high as 4% 

(Luhova et al., 2003; Masini et al., 2007). Pea and grass pea seeds have a high nutritional value, 

with a protein content of 22-37% (Hanbury et al., 2000). Grass pea is an affordable and wholesome 

food option in areas of North India and Africa that are vulnerable to drought and hunger (Kumar 

et al., 2011; Singh and Singh, 1952; Woldeamanuel et al., 2012). However, due to the presence of 

β- N-oxalyl-L-α,β-diaminopropionic acid (β-ODAP), a free non-proteinogenic amino acid with 

neurotoxic effects, extensive production and consumption of grass pea seeds in food and feed has 

been limited.



39  

β-ODAP may generate an irreversible paralysis of the lower limb muscles in humans resulting in 

"neurolathyrism" (Fikre et al., 2008; Woldeamanuel et al., 2012). This chronic non- progressive 

motor neurodegeneration may be brought on by excessive ingestion of grass pea (300 to 400 g/day 

for 2 to 4 months) (Rao et al., 1964). 

 

The main objective of this study was to explore the activity of vDAO in different cultivars of P. 

sativum, developed in Canada, and in L. sativus and determine their safety as a source of vDAO, 

in the context of potential toxicity from residual β-ODAP content. For this work, a targeted liquid 

chromatography–multiple reaction monitoring (LC-MRM) tandem mass spectrometry assay was 

developed for the sensitive detection and quantitation of β-ODAP content in vDAO extracts. 

 

 
3.4 Results 

 

3.4.1 vDAO Activity in different seed varieties. 
 

This study is an important part of a more extended project focused on orally administered vDAO 

as a promising and effective therapeutic approach to alleviate histamine-related dysfunctions, 

particularly enteric ones. Various cultivars of Pisum sativum (P. sativum) have been compared with 

Lathyrus sativus (L. sativus) as sources of vDAO. One of the main parameters to evaluate the source 

to be retained was the vDAO enzyme activity measured as the rate of oxidation of biogenic amines, 

such as putrescine or histamine, via the amount of hydrogen peroxide as product of reaction for 

extracts from different vegetal sources (Table 3.1), organs and tissues (Table 3.2) and germination 

time (Table 3.3). 

 

Crude extracts from several Canadian field pea seed varieties obtained through the Crop 

Development Centre (CDC), as well as from L. sativus and P. sativum were prepared to investigate 

their vDAO enzyme activities. vDAO enzyme activity, total activity, and specific activity of L. 

sativus (2.21 U/mL, 99.45 U and 1.41 U/mg), respectively, were the highest compared with the 

other seed varieties of seeds (Table 3.1). When compared with other pea varieties, CDC Amarillo 

had the highest enzyme activity total activity and specific vDAO activity at (1.31 U/mL, 58.95 U 

and 0.77 U/mg), respectively. 
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Tableau 3.1 DAO activity in seedlings extracts of pea and grass pea. 
 

 
 

Seedlings 

 
vDAO activity 

(U/mL) 

 

Total 

volume 

(mL) 

vDAO total 

activity 

(**U) 

Protein 

concentration 

(mg/mL) 

vDAO specific 

activity 

(U/mg protein) 

Lathyrus sativus 2.21 ± 0.09 45  99.45 ± 4.05 1.57 ± 0.47 1.41 ± 0.06 

CDC Amarillo 1.31 ± 0.01 45 58.95 ± 0.45 1.71 ± 0.17 0.77 ± 0.01 

CDC Meadow 0.82 ± 0.01 45 36.97 ± 0.61 1.30 ± 0.04 0.63 ± 0.01 

CDC Limerick 0.75 ± 0.02 45 33.82 ± 0.99 1.84 ± 0.15 0.41 ± 0.02 

CDC Inca 0.70 ± 0.01 45 31.52 ± 0.73 1.86 ± 0.21 0.38 ± 0.02 

*Yellow pea 0.50 ± 0.03 45 22.50 ± 1.52 1.35 ± 0.09 0.36 ± 0.02 

CDC Dakota 0.40 ± 0.01 45 18.40 ± 0.68 1.48 ± 0.08 0.27 ± 0.01 

* Commercial yellow pea (unknown cultivar). **U One unit (U) is the amount of DAO catalyzing 
the oxidation of 1 µmol of putrescine/min. The values were obtained starting from 20 g of frozen 
seedlings. Data represent the results of three replicates (n=3) and are expressed as means ± SDs. 

 

3.4.2 vDAO activity during germination of CDC Amarillo seedlings 
 

CDC Amarillo was selected to continue the investigation on DAO quantitation instead of L. sativus 

(grass pea), because of the known presence of β-ODAP in grass pea (Buta et al., 2019; Shinomol 

et Muralidhara, 2007). The DAO enzyme activity and specific activity in seedlings of CDC 

Amarillo increased over the course of 8 germination days, going from 0.44 U/mL and 0.19 U/mg 

on the 4th day, to 1.08 U/mL and 0.81 U/mg on the 8th day. Beyond the 8th day, the vDAO activity 

was seen to decrease until it reached 0.66 U/mL and 0.47 U/mg on the 10th day of germination 

(Table 3.2). 

Tableau 3.2 Effect of germination time on DAO activity in CDC Amarillo seedlings. 

 

 
 

DAYS 

vDAO 

activity 

(U/mL) 

 

Total 

volume 

(mL) 

 

vDAO total activity 

(U) 

 

Protein concentration 

(mg/mL) 

vDAO specific 

activity 

(U/mg protein) 

1   *NA NA NA NA NA 

2 NA NA NA NA NA 

3 NA NA NA NA NA 

4 0.44 ± 0.02 4.1 1.80 ± 0.08 2. 37 ± 0.18 0.19 ± 0.01 

5 0.59 ± 0.05 7 4.13 ± 0.35 2.74 ± 0.18 0.22 ± 0.02 

6 0.68 ± 0.08 7 4.76 ± 0.56 1.29 ± 0.11 0.53 ± 0.02 

7 0.84 ± 0.11 20 16.82 ± 2.2 1.39 ± 0.01 0.61 ± 0.07 

8 1.08 ± 0.06 29 31.32 ± 1.74 1.34 ± 0.25 0.83 ± 0.18 

9 0.91 ± 0.02 32 29.12 ± 0.64 1.52 ± 0.16 0.53 ± 0.04 
10 0.66 ± 0.04 17 11.22 ± 0.68 1.41 ± 0.01 0.47 ± 0.02 
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*NA means non-applicable because the seedlings are only harvested after the fourth day of 
germination (no shoots were available for extraction in the first 3 days). Data represent the results 
of three replicates (n=3) and are expressed as means ± SDs. The volumes are different because the 
quantity of seedlings harvested was not the same each day of extraction. 

 

 
3.4.3 vDAO activity in seedlings organs 

 

The distribution of vDAO activity in different organs of CDC Amarillo seedlings is summarized 

in Table 3.3. The vDAO specific activity in the shoots was 10- and 5- fold greater than in 

cotyledons and roots, respectively, in 5-day-old seedlings. 

 

Tableau 3.3 vDAO activity in different organs of pea variety CDC Amarillo after 5 days of 

germination. 
 

 
CDC 

Amarillo 

vDAO 

activity 

 
(U/mL) 

Volume 

 

(mL) 

vDAO 

total 

activity (U) 

Protein 

concentratio

n (mg/mL) 

vDAO 

specific 

activity 

(U/mg 

protein) 

Cotyledons 0.44 ± 0.04 5 2.22 ± 0.24 13.54 ± 0.38 0.03 ± 0.01 

Roots 0.12 ± 0.006 5 0.59 ± 0.01 1.78 ± 0.23 0.06 ± 0.01 

Shoots 0.84 ± 0.05 5 4.21 ± 0.22 2.74 ± 0.09 0.30 ± 0.03 

Data from three replicates (n=3) are expressed as means ± SDs. The germination time was limited 
to 5 days because after this period the cotyledon reserves were nearly depleted. 
 

As mentioned, the enzymatic activity of vDAO in L. sativus extracts was the highest among all 

varieties analysed. However, due to the potential problems related to the presence of the neurotoxin 

β-ODAP in L. sativus, we developed a method that can quantify β-ODAP with a high specificity 

and sensitivity in seedling extracts. 

 
3.5 LC-MRM method development and β-ODAP in seedling extracts 

 

LC-MRM was used for the detection and quantitation of β-ODAP without the need for sample 

derivatization. Glycyl-L-aspartic acid was chosen as an appropriate internal standard (IS) to correct 

for losses that may occur during sample preparation and analysis, for more precise quantitation. 

This IS was chosen because of its physicochemical properties close to β-ODAP.  

 

A Thermo Scientific™ Acclaim™ Organic Acid LC column (150 x 2.1 mm, 3 µm) was used for 

the separation of β-ODAP, because of its ability to retain organic acids and the fact that the IS co- 
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eluted under the conditions chosen, for better correction of matrix effects. Three MRM transitions 

were chosen for the detection of β-ODAP to ensure specificity of detection in real samples. A 

calibration curve between 0.5 and 50 µM was employed to quantify β-ODAP in extracts, which 

were diluted appropriately to fall into the dynamic range of the method. 

 

The LC-MRM method was developed to detect the two co-eluting compounds with good peak 

shape as seen for a standard mix in the absence of matrix background in Figure 1a. The analysis of 

raw Yellow pea and L. sativus extracts following a simple protein precipitation step yielded 

inconclusive results, because of the presence of multiple peaks at 1.99 min and 2.3 min with peak 

tailing (Figure 3.1b). The irregular shape of the β-ODAP peak was likely due to the presence of 

remaining high salt concentrations in the injected sample. To facilitate detection and improve the 

peak shape of β-ODAP, while lessening ion suppression from high salt content in samples, a mixed 

anion exchange (MAX) solid phase extraction step was added following protein precipitation. This 

protocol yielded satisfactory results, since a single β-ODAP peak with perfect co-elution with the 

IS signal as well increased sensitivity (Figure 3.1c). 

 

 

Figure 3.1 LC-MRM chromatograms of β-ODAP in blue (m/z 177.0→116.0) and internal standard 

Gly-Asp in pink (m/z 191.0→116.0) for a standard mix of 12.5 µM each in 10% acetonitrile (ACN) 

(a), and in L. sativus raw extract spiked with Gly-Asp following protein precipitation with 

acetonitrile only (b). By incorporating an extra MAX-SPE step during clean-up of L. sativus raw 

extract (c), peak shape is re-established for β-ODAP and a clear co-elution of analyte and IS peaks 

is seen. 

 

a
) 

b
) 

c
) 
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3.5.1 β-ODAP content Quantitation in DAO Extracts 
 

The quantitation of β-ODAP in crude extracts of L. sativus, CDC Amarillo and Yellow pea of an 

unknown cultivar (purchased from the supermarket) was assessed. The method was validated using 

an external calibration curve from 0.5 to 50 µmol/L of β-ODAP in 0.1% BSA with the same sample 

preparation procedure as that used for the samples. Quality control samples (QCs) at three 

concentration levels were also prepared and extracted in the same manner.  

Figure 3.2 shows the calibration curve and accuracy data for the standards and QCs analysed with 

the sample extracts, which were all within the acceptance of a validated quantitative assay. 

 

 

Figure 3.2 β-ODAP calibration curve, using the area ratio of ODAP/Gly-Asp LC-MRM peaks, as 

well as accuracy data for each calibration standard and triplicate QC samples at three concentration 

levels. 
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Figure 3.3 shows representative chromatograms of a calibration standard at 10 µM β-ODAP, as 

well as L. sativus crude extract before and after dialysis.  

 

The β-ODAP peak was significantly reduced after dialysis, considering the sample dilution (200-

fold) for the raw extract prior to extraction to ensure the sample would fall into the dynamic range 

of thecalibration curve. In Table 3.4, the β-ODAP concentration measured in DAO extracts is 

shown. L. sativus raw extract had on average 7.65 µmol ODAP/mg protein, and dialysis 

was shown to reduce this level substantially to 0.18 µmol ODAP/mg protein, whereas the 

β-ODAP concentrations measured in crude CDC Amarillo and in yellow pea extracts were 

approximately 5000 times lower (Table 3.4). 

 

 

 

Figure 3.3 Representative LC-MRM chromatograms of β-ODAP (blue)and of Gly-Asp (pink) in a 

calibration standard at 10 µM β-ODAP in 0.1% BSA (a), L. sativus crude extract (diluted 200-fold) 

(b) and dialysed extracts (diluted 10-fold) (c). 

 

 

 

 

 

a) b) c) 
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Tableau 3.4 β-ODAP concentrations found in L. sativus, CDC Amarillo and Yellow pea crude 
extracts, before and after dialysis. An external calibration curve of β-ODAP was used for 
quantitation, using Gly-Asp as internal standard. 

 

 

 

   Samples 

Protein content  

 

(µg/mL) 

[β-ODAP] 

 

 (µmol/L) 

    [β-ODAP] 

 

     (µmol/mg Protein) 

L. sativus crude 

extract 600 ± 120 4722 ± 2116          7.65 ± 2.02 

L. sativus dialysed  

crude extract 876 ± 219 158 ± 35          0.18 ± 0.02 

CDC Amarillo 

crude extract 
624 ± 115 0.99 ± 0.03     0.0016 ± 0.0003 

*Yellow pea crude 

extract           615 ± 181 0.58 ± 0.16      0.0011 ± 0.0006 

* Commercial yellow pea (unknown cultivar). Data represent results of three replicates (n = 3) 

and are expressed as mean ± SD
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3.6 Discussion 

 

 The objective of this research was to evaluate the enzyme activity of vDAO during 

the germination of seeds from different legumes, i.e., Lathyrus sativus (grass pea) and Pisum 

sativum (pea). A selective and sensitive method was also developed to measure the 

concentration of the neurotoxin β-N-Oxalyl-L-α,β-diaminopropionic acid (β-ODAP) in 

the crude extracts obtained from their sprouts. In the evaluation of vDAO enzymatic activity (Table 

3.1) from seedling extracts, it was revealed that vDAO is most active in L. sativus, followed by 

the pea cultivar CDC Amarillo. During the first 10 days of germination of CDC Amarillo seedlings 

(Tables 3.2), the vDAO enzyme activity and its specific activity were higher on the 8th (1.08 U/mL 

and 0.81 U/mg protein) of germination, after which they decreased from 9th day until they reached 

0.66 U/mL and 0.47 U/mg protein on the 10th day of germination.  

comparable with previous work by Luhova et al. (Luhova et al., 200) showing that P. sativum 

seedlings that germinated for 6 to 8 days contained more DAO than those that were allowed to 

grow for a longer period. In addition, the germination conditions in the dark may have led to 

an increase in vDAO activity over time. When plants undergo stress, such as that induced 

by growing in etiolated conditions, the amount of polyamine rises, leading to an increase 

in vDAO activity (Xing et al., 2007). During germination, vDAO activity was higher in lentils 

(Lens culinaris Medicus) and peas (Pisum sativum) in etiolated seedlings than in light-grown ones 

(Federico et Angelini, 1988). 

 

In CDC Amarillo, vDAO enzyme activity was measured in different organs (roots, 

seeds, and shoots) of 5-day-old seedlings (Table 3.3). Both vDAO enzyme activity and specific 

activity were higher in shoots than in other organs. More precisely, the vDAO specific 

activity was found to be 10 and 5 times higher in shoots than in cotyledons and roots, 

respectively, whereas it was undetectable in seeds during the first 3 days of germination. 

Similar results were found in germinated fava beans (Vicia faba L.), where the DAO activity 

in shoots was significantly higher than that in seeds, radicles, cotyledons, and hypocotyls (Yang 

et al., 2011).  

 

Another equally important objective of this study was to ensure that the chosen 

source of vDAO is safe and without health risk. There are several analytical methods in the 
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literature (including colorimetric methods, gas chromatography-mass spectrometry, capillary zone 

electrophoresis, and flow injection analysis for the detection of β-ODAP in samples of L. sativus. 

However, they can be time-consuming, with some requiring derivatization of the sample and being 

less effective for quantitation (Tarade et al., 2007). Liquid chromatography–tandem mass 

spectrometry (LC-MS/MS) is the most suitable analytical method, being the most selective and 

reliable (Ghosh et al., 2015). For better sensitivity and selectivity of β-ODAP detection, sample 

preparation was optimized using raw extracts. A protein precipitation step followed by solid-phase 

extraction reduced matrix effects and improved peak shape, allowing much better detection (He et 

Blaney, 2015) through the removal of excess salts and proteins present in crude extracts. The 

results (Figure 1b) show poor peak resolution with the presence of peak tailing as well as signal 

suppression. However, Figure 1c underlines the effectiveness of the precipitation of acetonitrile 

coupled with SPE clean-up to improve the resolution peak shape and signal of β-ODAP. 

 

Vegetal DAO has been proposed for oral administration via monolithic tablets to ensure 

preservation of enzymatic activity in simulated gastric fluids (Calinescu et al., 2012). Based on 

our results, the vDAO enzymatic activity in L. sativus was the highest among all varieties of 

legumes analysed. Because a previous study in the literature has mentioned the possible 

presence of β-ODAP in L. sativus, which is implicated in neurolathyrism (Del Cura et Huertas, 

200), our objective was to ensure the utilization of a source of vDAO that is considered as GRAS 

(generally recognized as safe) and not subject to pharmacovigilance limitations. 

The results of β-ODAP quantitation (Figure 3.2 and Table 3.4) show that it is present in 

a relatively high concentration in the crude extract of L. sativus, while it is 5000-fold less 

concentrated in the crude extract of CDC Amarillo. Since vDAO was suggested to be administered 

as monolithic tablets, a sample of freeze-dried L. sativus was also analysed with 

undetectable levels (data not shown). The freeze-drying process at low pressure (Lim et al., 2016; 

Pieters et al., 2012), and dialysis involved in the preparation of the powdered sample reduced the 

quantity of β-ODAP. The toxicity level of β-ODAP detected in the crude extract of L. sativus was 

estimated according to data in the literature. 

 

In one study, neonatal and young mice that were injected intraperitoneally with high doses of β-

ODAP (225–1350 mg/kg body)or via gavage (3900 mg/kg) developed seizures and opisthotonus 

(Mehta et al., 1979).  
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Other in vivo studies showed mice exhibited signs of neurolathyrism 2–4 weeks after being given 

300 mg/kg body/day of synthetic β-ODAP (Yan et al., 2006). A level of ODAP in a legume 

cultivar below 0.2 % (w/w seeds) is considered to be safe for human consumption (Dahiya, 1976). 

Based on these data,  theoretically, the threshold of β-ODAP considered safe for consumption is 

0.3 g of β-ODAP /kg body/day . Since vDAO tablets are intended for humans and considering the 

average 8 of 12 human adult weight is 80 kg, the safety threshold for  β-ODAP is estimated at 24 

g/day for 2-4 weeks. Considering the content of β-ODAP in L. sativus of 0.5–2.5 % (Medda et al., 

1995), The estimated toxic of L. sativus would be 960 g/day. Based on a 500 mg tablet containing 

vDAO at 20–60 % weight, β-ODAP should not be present in quantities over 2.5-7.5 mg/tablet. 

 

Supposing an administration of 3 tablets/day, the estimated amount of ODAP may be 7.5 

to 22.5 mg/day, which is much lower than the daily limit of toxicity. 

Practically, a volume of 15 mL of extract of vDAO generates 1 g of powder after freeze 

drying. The mass of β-ODAP equivalent to the concentration of 4722 µmol/L before the 

dialysis is about 0.011 g. Even without dialysis and considering a consumption of 3 tablets 

/day, this amount is much lower than the 24 g/day of β-ODAP (or 960 g/day of L. sativus), 

which is suggested to be toxic for humans. In contrast to L. sativus, the two pea varieties tested 

were essentially free of β-ODAP, providing a safe and convenient source of vDAO. 

 

 

3.7 Materials and Methods 
 

3.7.1 Materials 
 

Lathyrus sativus seeds (chickling vetch, variety unknown) were kindly provided by Cover Crop 

Canada. Pisum sativum seeds: CDC Amarillo, CDC Meadow, CDC Limerick, CDC Inca and CDC 

Dakota were generously provided by CDC (Crop Development Centre), University of 

Saskatchewan, Commercial yellow pea (unknown cultivar) , Bovine Serum Albumin (BSA), 

horseradish peroxidase (HRP, Type I, 96 U/mg solid), putrescine (1,4-diaminobutane 

dihydrochloride), 4-amino-antipyrine (AAP), 3,5-dichloro-2-hydroxybenzenesulfonate sodium 

(DCHBS), β-N-oxalyl-L-ꭤ,β-diaminopropionic acid (β-ODAP), and glycyl-L-aspartic acid (Gly-

Asp), membranes of cellulose (12-14 kDa cut-off) were purchased from Sigma–Aldrich (St-Louis, 

MO, USA).  
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Bradford reagent and the acrylamide/bis-acrylamide solution (29:1) were from Bio- Rad 

Laboratory (Mississauga, Ontario, Canada). All other chemicals were Reagent Grade and were used 

without further purification. 

 

3.7.2 Germination of seeds 
 

The pea and grass pea seeds were sterilized using 10% (v:v) of sodium hypochlorite for 20 min, 

then washed and imbibed in distilled water at room temperature in the dark for 16-20 hours. The 

soaked seeds were placed in a germination chamber and germination was carried out in trays (54 

cm length X 27 cm width containing two bins 24 cm length X 24 cm in width) cleaned and 

disinfected beforehand with bleach and then covered by a plastic cover with holes. The germination 

conditions were as follows: temperature 25 °C, relative humidity 80%, in the dark. A culture 

solution or running water was given every 12 hours for seed germination until obtaining seedlings 

about 9 to 12 cm in length. After 8 days of germination, the seedlings were collected and washed 

with distilled water, then stored at -80 °C prior to measuring vDAO activity, protein, and β-ODAP 

content. 

 

3.7.3 vDAO extraction 

    

                   Frozen seedlings were ground with a blender until obtention of small uniform pieces 

(a few millimetres in size) and then mixed under stirring at a ratio of 1:2 (mass/volume) 

with 50 mM sodium phosphate buffer containing 200 mM of NaCl pH 5.5. After 30 min, 

the mix was filtered and then centrifuged at 10,000 rpm for 10 min at 4°C. The supernatants were 

stored at -20 °C for further analyses. 

 

3.7.4 Spectrometric assay of vDAO activity 
 

Measurement of H2O2 formation was conducted by the DCHBS- AAP−HRP method using 

putrescine as a substrate (Pietrangeli et al., 2012). The vDAO activity was determined using 

reaction solutions (1.6 mL) containing: 1 mL sodium phosphate buffer 0.1 M (pH 7.4), 30 µL 

putrescine 100 mM, 10 µL 4- aminoantipyrine 100 mM, 10 µL 3,5-Dichloro-2- 

hydroxybenzenesulfonic acid 100 mM, 10 µL horseradish peroxidase 1 mg/mL. The reaction was 

initiated by adding 50-100 µL crude enzyme extracts.  

 

 



50  

 

The absorbance at 515 nm was read on a PerkinElmer LS45 fluorimeter (PerkinElmer, Waltham, 

MA, USA). vDAO activity was measured in 8 days old seedlings.  

 

3.7.5   Dialysis of raw extracts 
 

The supernatant obtained after the vDAO extraction was dialysed overnight using membranes of 

cellulose (12-14 kDa cut-off) under shaking in a beaker against distilled water. Prior to dialysis, 

the membranes were treated by adding 0.3 % (w/v) of sodium sulfide at 80 °C for 1 min then 

washed with hot water (60 °C) for 2 min, followed by acidification with 0.2 % (v/v) sulfuric acid, 

then rinsed with hot water to remove the acid. The distilled water was changed 3 times. 

 

3.7.6 Protein content 
 

The protein content of all analysed samples was measured by the Bradford method (Bradford, 1976) 

using bovine serum albumin as the calibration standard. 

 

3.7.7 Preparation of standards 
 

Standard stock solutions of β-ODAP and Gly-Asp at 10 mM concentrations were prepared in 10% 

ACN and 10 % ACN, 0.1 % ammonium hydroxide, respectively. All subsequent standard dilutions 

were prepared in 10 % ACN. A standard calibration curve of β-ODAP was constructed using the 

following concentrations: 0, 0.5, 1, 2, 5, 10, 15, 20, and 50 µM in 0.1 % BSA. 

 

3.7.8 Sample preparation for β-ODAP analysis 
 

Initial method testing was done with 250 µL of raw L. sativus and P. sativum extracts with internal 

standard Gly-Asp added at 25 µM and then acetonitrile precipitated with 3 volumes of ice-cold 

ACN for 10 min at -30 °C, then centrifuged at 14000 rpm for 10 min at 4 °C. Supernatants (750 

µL) were transferred to new tubes and dried in a Speedvac universal vacuum system (ThermoFisher 

Scientific, Asheville, NC). Samples were reconstituted in 100 µL of 10 % acetonitrile. A mixture 

of β-ODAP and Gly-Asp were also prepared at 12.5 µM for LC-MRM analysis to compare with 

sample results. All the samples : raw extract and dialysed Pisum sativum, raw extract, dialysed and 

freeze-dried (dissolved in water at 5 mg/mL) Lathyrus sativus, raw extract and dialysed CDC 

Amarillo were diluted 2-fold in water except for the raw L. sativus sample, which was diluted 200-

fold.  
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A sample volume of 200 µL was taken from both the diluted samples and standards curve solutions 

and mixed with 50 µL of 100 µM Gly-Asp internal standard. Samples and standards were 

precipitated with 3 volumes of ice-cold ACN as described above. After drying the supernatants, 

samples and standards were reconstituted in 1 mL of 0.1 % ammonium hydroxide. Sample 

clean-up was performed by SPE using Oasis MAX 1 cc, 30 µm vacuum cartridges (Waters Limited, 

Mississauga, ON) with 30 mg sorbent. Each cartridge was conditioned with methanol, then water, 

before loading the samples. Cartridges were washed with 1 ml of 0.1% ammonium hydroxide and 

then 500 µL of water. Samples were eluted with 5% formic acid in methanol in two steps of 500 µL. 

Elutions were dried in a Speedvac then reconstituted in 200 µL of 10 % ACN for analysis. 

 

3.7.9 LC-MRM analysis 
 

Samples and standards (5 µL) were analysed on a QTRAP 5500 mass spectrometer (Sciex, 

Concord, ON) coupled to a Nexera UHPLC (Shimadzu, Columbia, MD) equipped with a Thermo 

Acclaim Organic Acid C18 column (2.1 x 150 mm, 3 µm) with mobile phases of water (A) and 

acetonitrile (B), both containing 0.1 % formic acid, at 40 °C and a flow rate of 0.2 mL/min. The 

elution gradient used was as follows: 3 % B held for 1 min, then increased linearly to 25 % B at 5 

min, up to 90 % B at 5.5 min. MRM experiments were performed in positive electrospray ionization 

(ESI) mode with the following source parameters: ion spray voltage, 5000 V; temperature, 500 °C; 

nebulizer and drying gases (GS1 and GS2), 50 psi; and curtain gas, 35 psi; declustering potential, 

80 V. Quantitation was performed using the MRM transitions m/z 177.0→116.0 (analyte β-ODAP) 

and m/z 191.0→116.0 (IS Gly-Asp) with collision energies of 13 and 25 V respectively and dwell 

times of 150 ms. 

 

3.7.10 Data analysis 
 

Data were analysed using PeakView v2.2 and MultiQuant v3.0.2 for quantitation (Sciex, 

Framingham, MA). 
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3.8 Conclusions 
 

This study demonstrated that Pisum sativum cultivars are an interesting source for vDAO extraction. 

Of the five P. sativum cultivars evaluated, CDC Amarillo had the greatest vDAO concentration. It  

is important to note that CDC Amarillo was developed at the University of Saskatchewan, and has 

strong agronomic performance, good fungal disease resistance, high grain yield, high seed protein 

concentration, and is widely grown in western Canada (Warkentin et al., 2017; Warkentin et al., 

2014; Warkentin et al., 2007), i.e., CDC Amarillo production is widely available for vDAO 

extraction. L. sativus (grass pea) was the source containing the most active vDAO tested.  

 

A simple and reliable procedure was described to evaluate the concentration of the neurotoxin β-

ODAP incrude extracts. Since both genotype and environmental conditions (Dahiya et Jeswani, 

1975) can modify the content of β-ODAP in grass pea seeds, it is important to have a convenient 

method as LC-MS to detect this compound. Overall, it was shown that seedlings of L. sativus and 

P. sativum can be used as vegetal sources of vDAO that is safe for humans when administrated in 

oral formulations to treat food histaminosis and to prevent histamine related dysfunctions. 
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CHAPITRE 4 

DISCUSSION GÉNÉRALE 

 

Au cours des dernières décennies, il a été démontré que l'amine oxydase contenant du cuivre (Cu-

AO) d'origine végétale : la diamine oxydase (DAO) présente des effets bénéfiques dans des 

modèles animaux in vivo et ex vivo sur des conditions inflammatoires ou allergiques, y compris les 

réactions de type asthmatique (Bani et al., 1997) et les lésions d'ischémie-reperfusion cardiaque 

(Masini et al., 2003) ou intestinale (Masini et al., 2007) liés à l’excès d’histamine. Au même titre 

que les antihistaminiques et la DAO d’origine animale, la diamine oxydase végétale (DAOv) a fait 

ses preuves dans l’atténuation des dysfonctions entériques induites par l'histamine. Néanmoins, on 

pense que la DAOv extraite à partir des légumineuses a une meilleure acceptabilité et elle est plus 

sûre en termes d'effets secondaires, tout en présentant une activité spécifique ainsi qu’une affinité 

plus élevée que le DAO d'origine animale disponible sur le marché (Comas-Basté et al., 2019; 

Neree et al., 2020). La DAOv (EC 1.4.3.22) se présente comme une enzyme glycoprotéique, 

composée de deux sous unités identiques ; chaque unité contient un ion de cuivre et un cofacteur 

redox topaquinone qui sont fondamentaux pour la fonction de désamination oxydative de la DAO 

(Matsuzaki et al., 1994; Mu et al., 1992). 

 
L'objectif global de cette étude était de proposer la DAOv comme approche thérapeutique la plus 

efficace et la plus active possible administrée par voie orale pour atténuer les dysfonctionnements 

liés à l'histamine en particulier les dysfonctions entériques. Une grande quantité de la DAOv est 

extraite principalement à partir des pousses étiolées des légumineuses de : Pisum sativum, Cicer 

arietinum, et Lathyrus sativus (Masini et al., 2007), en particulier, des homogénats bruts des 

pousses de L. sativus (Padiglia et al., 1991). En revanche, l’une des limitations de ce projet était la 

présence d’une neurotoxine dans les graines de L. sativus appelée acide β-N-oxalyl-L-α,β- 

diaminopropionique (β-ODAP) (Barrow et al., 1974). Dans ce contexte, l’un des objectifs de ce 

projet était d’explorer l’activité enzymatique de la DAO dans les pousses de P. sativum et L. sativus 

après avoir optimisé les conditions de germination adéquates au bon développement des plantules. 
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Pour cette étude, des cultivars de P. sativum développés au Canada ont été sélectionnés. Ces 

derniers sont issus d’un croisement entre d’autres pedigrees portant des caractéristiques bien 

définies comme leur résistance aux champignons et leur teneur élevée en protéine (Warkentin et 

al., 2017; Warkentin et al., 2014; Warkentin et al., 2007). Le dosage de l’activité enzymatique de 

la DAO (Tableau 3.1, Annexe B) a montré que la DAO est plus active dans L. sativus suivie du 

cultivar de CDC. Amarillo. Ces résultats ont permis d’identifier une nouvelle variété de P. sativum 

en étant une variété aussi intéressante que L. sativus pour extraire la DAO. 

 
Tenant compte de la présence de (β-ODAP) dans les graines de L. sativus, la variété CDC Amarillo 

a été sélectionnée pour le reste de l’étude. Durant les premiers 7 à 9 jours de germination, une 

graine germée donne naissance à une plantule appelée également pousse. Le dosage de l’activité 

de la DAO extraite à partir des pousses de CDC Amarillo (Tableau 3.2) a montré que l’activité 

spécifique de la DAO était plus élevée au 8ème jour (0.81 U/mg protéine) de germination puis elle 

a baissé à partir du 9ème jour, en descendant jusqu’à 0.47 U/mg protéine au 10ème jour de 

germination. 

 
Chez la même variété de CDC Amarillo, l’activité de la DAO a été mesurée dans différents organes 

(racines, graines et pousses) d’une plantule de 5 jours. Il a été constaté que l'activité de la DAO 

dans les pousses était respectivement 10 et 5 fois plus élevée que celle dans les graines et les racines 

et elle était non détectable dans les graines durant les 3 premiers jours de germination (Tableau 

3.3). Ces résultats montrent que la DAO se trouve principalement dans des pousses de 8 jours de 

germination. Ces données sont comparables avec des travaux antérieurs (Luhova et al., 2003) qui 

ont montré que les pousses de P. sativum germées pendant 6 à 8 jours contenaient plus d'AO que 

celles germées plus longtemps. 

 
Des expériences d’arrosage des pousses de Fava Bean avec CaCl2 et CuCl2 ont montré que l’activité 

spécifique de la DAO a augmenté de manière significative (p < 0,05) avec l’augmentation de la 

concentration de CuCl2 de 0-400 µL (Yang et al., 2011). Nos résultats n’ont pas montré une 

différence significative en termes d’activité enzymatique spécifique de la DAO chez les pousses 

de CDC Amarillo arrosées avec CuCl2 et l’urée en comparant avec les pousses témoins arrosées 

avec de l’eau. En revanche, l’activité enzymatique de la DAO (U/mL) a été légèrment augmentée 

de 1,19 U/mL (témoin) à 1,56, 1,61, et 1,63 U/mL avec l’augmentation de la concentration de 
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CuCl2 respecitvement de 250 µM, 500 µM et 1000 µM ainsi qu’avec l’urée (1,30 U/mL) à 1000 

µM (Annexe A, Figure A.1, Tableau A.1). 

 

Par ailleurs, le pouvoir germinatif des pousses a été affecté lorsque les pousses de CDC Amarillo 

ont été arrosées avec ces nutriments. En effet, les pousses témoins présentaient une meilleure 

croissance que celles arrosées avec les nutriments (Annexe A, Figure A.2). Ce résultat est en accord 

avec une expérience explorant l’impact des métaux lourds sur la germination de Pisum sativum, 

qui a montré que l’arrosage avec le Cu a entraîné une forte diminution dans le pouvoir germinatif 

des graines suite à un dysfonctionnement dans la mobilisation des réserves (Mihoub et al., 2005). 

 
Un autre objectif aussi important de cette étude était non seulement de trouver la source la plus 

riche en DAO mais aussi d’être sûre et sans risque à la santé humaine. Étant donné que l’activité 

de la DAO était plus élevée dans les pousses de L. sativus, il était primordial de détecter la présence 

de β-ODAP dans tous nos échantillons pris en considération dans cette étude. Il existe plusieurs 

méthodes analytiques dans la littérature (méthodes colorimétriques, chromatographie en phase 

gazeuse-spectrométrie de masse, électrophorèse capillaire de zone, analyse par injection de flux, 

etc.) permettant la détection de β-ODAP dans les échantillons de L. sativus ; elles peuvent toutefois 

être longues, certaines nécessitant la dérivatisation de l’échantillon   et   moins   efficaces dans 

l’estimation exacte de la quantité de β-ODAP (Tarade et al., 2007). Néanmoins, la technique de 

chromatographie liquide-spectrométrie de masse (HPLC-MS) est considérée comme la méthode 

analytique la plus propice à cette analyse en étant la plus simple, la plus rapide et la plus fiable 

(Ghosh et al., 2015). 

 
Pour une meilleure sensibilité et sélectivité de β-ODAP dans cette analyse, le processus 

d’extraction sur une phase solide (SPE) peut être utilisé avant l’étape de HPLC. Ce dernier, il 

permet de supprimer efficacement les effets de matrice sur le temps de rétention et la forme du 

pic ce qui permet une meilleure détection (He et Blaney, 2015). Afin d’obtenir une meilleure 

résolution du pic de β-ODAP lors de la séparation, l’étape de la préparation des échantillons a été 

optimisée en ajoutant la méthode d’extraction sur une phase solide (SPE) à l’aide des cartouches 

permettant d’éliminer l’excès du sel présent dans les extraits bruts de la DAO.  
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Les résultats de la figure 3.1 b montrent clairement une mauvaise séparation des pics des extraits 

bruts de L. sativus et P. sativum avec présence des épaulements. Or, la figure 3.1 c permet de 

mettre en évidence l’efficacité de SPE avec la précipitation d’acétonitrile dans l’amélioration de la 

séparation, la forme et la symétrie du pic de β-ODAP. 

 
Les résultats de la quantification de β-ODAP (Figure 3.2 et tableau 3.4) ont effectivement montré 

que β-ODAP est présent en plus grande quantité dans l’extrait brut de L. sativus (4722 µmol/L) en 

comparant avec les extraits bruts de CDC Amarillo et de pois jaune commercial qui contenaient 

0.99 µmol/L et 0.58 µmol/L. En revanche, la quantité de β-ODAP a baissé de 4722 µmol/L à 158 

µmol/L après une dialyse durant une nuit contre l’eau. Étant donné que la DAO sera  administrée 

sous forme des comprimés monolithiques, un échantillon de DAO lyophilisé a été également 

analysé. Fait intéressant, la poudre de la DAO contenait une quantité négligeable de β- ODAP qui 

est de moins de 0.5 µmol/L tout comme l’extrait brut de CDC Amarillo (data not shown). Ceci peut 

être expliqué par le fait que le processus de lyophilisation a permis de réduire la quantité de β-ODAP 

de même que la dialyse. La lyophilisation se déroule à basse pression accompagnée d’une 

sublimation de l’eau (Lim et al., 2016 ; Pieters et al., 2012) ce qui peut entrainer une diminution dans 

la teneur en β-ODAP. 

 
La toxicité de la quantité de β-ODAP détectée dans l’extrait brut de L. sativus a été estimée avec 

des données de la littérature. Le niveau d'ODAP dans un cultivar inférieur à 0,2% est considéré 

comme sans danger pour la consommation humaine (Dahiya, 1976). Des expériences in vivo sur 

des souris nouveau-nées injectées par voie intrapéritonéale avec de fortes doses de β-ODAP (225- 

1350 mg/kg corps) ou par gavage (3900 mg/kg) ont développé des convulsions et un opisthotonus 

(Mehta et al., 1979). D'autres études in vivo ont montré des signes de neurolathyrisme après 2 à 4 

semaines après administration exclusive de 300 mg/kg/jour de β-ODAP synthétique (Yan et al., 

2006). Sur la base de ces données, théoriquement, le seuil de β-ODAP considéré comme sûr à la 

consommation est de 0,3 g de β-ODAP/kg/jour. 

 
Étant donné que les comprimés DAO sont destinés à l'humain et le poids moyen d'un adulte humain 

est de 80 kg ; le seuil de sécurité pour le β-ODAP est estimé à 24 g/jour pendant 2 à 4 semaines. En 

tenant compte d'une teneur en β-ODAP dans L. sativus est évaluée entre 0,5 et 2,5 % (Luhova et 

al., 2003), la quantité estimée de L. sativus considérée comme toxique est de 960 g/jour. 

 



57  

Considérant un comprimé de 500 mg contenant du vDAO dans une proportion de 20 à 60 %, la 

teneur en β-ODAP devrait être d'environ 2,5 à 7,5 mg/comprimé. En supposant une administration 

de 3 comprimés/jour, la quantité estimée d'ODAP peut être de 7,5 à 22,5 mg/jour ce qui est bien 

inférieure à 960 g/jour de L. sativus estimés théoriquement sans danger pour la consommation 

humaine. 

 
Pratiquement, un volume de 15 mL d'extrait de vDAO génère 1 g de poudre après lyophilisation. 

La masse de β-ODAP équivalente à la concentration de 4722 µmol/L avant la dialyse est d'environ 

0,011 g. Même sans dialyse et en considérant une consommation de 3 comprimés/jour ; cette 

quantité est bien inférieure à la quantité de 24 g/jour de β-ODAP estimée comme toxique pour 

l'homme. La concentration déterminée de β-ODAP dans l'extrait de 15 mL de L. sativus après 

dialyse était d'environ 158 µmol/L ce qui peut correspondre à une teneur inférieure à 9,11 

µg/comprimé. Cette quantité est très inférieure à 960 g/jour de L. sativus estimée théoriquement 

pour la consommation humaine et qui peut contenir 24 g de β-ODAP (seuil de toxicité). De ce fait, 

les deux quantités d'extrait non dialysé (7,5 à 22,5 mg) ou dialysé (9,11 à 27,33 µg) de pousses de 

L. sativus ont généré des poudres de vDAO avec une teneur en β-ODAP beaucoup plus faible que 

la quantité de β-ODAP estimé comme toxique (limite de toxicité). En revanche, les échantillons de 

pois jaune sont totalement exempts de β-ODAP, en fournissant donc une source vDAO sûre et sans 

danger à la consommation humaine. Il est possible que le taux de β-ODAP estimé en dessous du 

seuil de toxicité dans les échantillons brut de L. sativus revient aux caractéristiques de ce lot ou la 

variété, ou bien cela est probablement dû au pré-trempage des graines dans l’eau courante durant la 

nuit avant la germination qui a permis de réduire le contenu de la neurotoxine. Cette suggestion est 

basée sur une expérience qui a montré qu’un pré-trempage dans une solution alcaline permet de 

diminuer la concentration de β-ODAP à  67 % et d’augmenter la concentration de α-ODAP, 

l’isomère non toxique de β-ODAP (Kumar et al., 2011). Tous ces résultats permettent de considérer 

ce lot de L. sativus comme la source contenant le plus de DAOv avec CDC Amarillo. Bien que les 

résultats de LC-MS ont montré que l’extrait brut de L. sativus est sans danger et sûr à la 

consommation humaine cela n’exclue pas la potentielle toxicité de β-ODAP possiblement présente 

dans d’autres lots et/ou variétés de la gesse étant donné que d’autres facteurs peuvent modifier la 

teneur en β-ODAP tels que : le génotype et l’environnement (Dahiya et Jeswani, 1975). 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

 

 
En conclusion, les résultats de cette étude ont suggéré que les graines de Lathyrus sativus et le 

cultivar CDC Amarillo de Pisum sativum peuvent être considérés comme les premières sources 

contenant le plus de la DAOv. La technique analytique LC-MS s’est montrée efficace dans la 

détection et la quantification de la neurotoxine β-ODAP. Son efficacité et sa sensibilité ont été 

augmentées grâce aux étapes d’extraction sur une phase solide (SPE) et la précipitation 

d’acétonitrile dans la préparation des échantillons. 

 
Malgré le fait que le taux de toxicité estimé théoriquement et expérimentalement de β-ODAP dans 

ce lot de L. sativus est largement en dessous du seuil de toxicité, il serait également important de 

vérifier tout de même la toxicité de β-ODAP possiblement présente dans d’autres lots et/ou variétés 

de la gesse, étant donné que d’autres facteurs peuvent modifier la teneur en β-ODAP tels que : le 

génotype et l’environnement. La teneur en β-ODAP dans l’extrait brut de la DAO pouvait être 

modifiée suite aux processus de germination et d’extraction comme le pré-trempage qui ont permis 

la diminution de taux de la neurotoxine. Par ailleurs, les résultats de l’extrait de la DAOv lyophilisé 

et dialysé sont assez satisfaisants vu le contenu négligeable en β-ODAP. 

 
Comme perspective, il serait intéressant de penser à utiliser des sources de L. sativus génétiquement 

modifiées contenant des taux très faibles de β-ODAP (0.007% – 0.02% de poids de graines) 

(Kumar et al., 2011) tout en étudiant la relation possible entre la teneur en β-ODAP et l’activité 

enzymatique de la DAO. De plus, le taux très bas et/ou absence de β-ODAP dans l’extrait brut  de 

CDC Amarillo permet de la considérer comme une 2ème source de la DAO après L. sativus. En dépit 

des résultats non-concluants de l’arrosage de CDC Amarillo avec des nutriments, cette hypothèse 

reste toutefois intéressante et ouverte à des modifications qui peuvent donner de meilleurs résultats 

comme le changement de la concentration ou tester d’autres nutriments tels que : le CaCl2. Une 

formulation monolithique à base de DAOv extraite à partir de Lathyrus sativus ou de CDC Amarillo 

serait envisageable en vue de traiter les dysfonctions entériques liés à l’excès d’histamine. 
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ANNEXE A 

Effets des nutriments sur le pouvoir germinatif et sur l’activité enzymatique de la DAO chez 

CDC Amarillo 

 
 

 

Urée (µmol/L) CuCl2 (µmol/L) 
 

Figure A.1 Effet de l’urée (A) et de CuCl2 (B) sur l’activité enzymatique de la DAO dans CDC 

Amarillo.  Les valeurs sont les moyennes d'analyses en triplicata. Les barres d'erreurs montrent les 

écarts-types. 
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Tableau A.1 Tableau comparatif de l’activité enzymatique (U/mL) et activité spécifique de la DAO 

(U/mg protéine) des pousses de CDC Amarillo arrosées avec Eau (Témoin), CuCl2 et l’urée à des 

concentrations de 250 µM, 500 µM et 1 mM. 
 

 

Les résultats sont des moyennes de trois répétitions avec ± leurs écarts-types. *U une unité est la quantité 

d'enzyme catalysant l'oxydation de 1 µmol de putrescine par minute. 
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Urée 1 mM CuCl2 1 mM 
 

Urée 500 µM CuCl2 500 µM 
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Figure A.2 Comparaison de l’effet des nutriments avec l’eau comme témoin sur le pouvoir germinatif 

des pousses de CDC Amarillo. 
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ANNEXE B 

 

 
 

 

 

Figure B.1 Photos de germination des différents cultivars de Pisum sativum et de Lathyrus sativus. 
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