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Résumé

Les protéines sont des ¢léments trés importants dans la nutrition, ces substances peuvent
étre d’origine animale ou végétale. Certaines protéines sont impliquées dans 1’allergie
alimentaire qui se manifeste par une réponse anormale du systéme immunitaire contre une
substance antigénique qualifiée de trophallergene.

Notre travail a porté sur la détermination des protéines allergenes d’origine végétale de
pois vert (Pisum sativum L), I’étude de ces molécules de grandes importance, il a été procédé
a:

*L’extraction des albumines, des globulines, des prolamines et des glutenines.

*La détermination des différentes parameétres physico-chimiques tels que : le taux
d’humidité, le taux de cendres, la température de dénaturation, pH isoélectrique et le dosage
de ces protéines allergenes.

Il a ét¢ montré que ces protéines sont de nature glycoprotéique et possedent des pH
isoélectrique acides ou proches de la neutralité variant de 3,80 a 5,68. Elles sont résistantes a
la chaleur et ont une grande capacité a retenir de 1’eau.

Mots clés :

Allergie — allergie alimentaire — allergeéne végétale — Pisum sativum L — parameétres
physicochimiques — fractionnement d’Osborn.




Conclusion

Le pois vert est parmi les aliments d’origine végétale les plus incriminés dans 1’allergie
alimentaire. Leurs protéines allergénes sont responsables de réaction d’hypersensibilité.

L’extraction de ces protéines allergénes qui sont : les albumines, les globulines, les
prolamines et les glutenines a permis 1’exploitation de ces derniers en quantité suffisantes par
des techniques basées sur la solubilisation, la centrifugation et la dialyse.

Le pH isoélectrique a été obtenu par pH précipitation. La teneur en eau a été déterminée
par différence de pesée et la température de dénaturation par augmentation de la température
jusqu’a la précipitation.

I1 a été¢ montré que toutes ces protéines allergénes étudiées sont de nature glycoprotéique.
Elles ont des pH isoélectriques acides ou proche de la neutralité variant de 3,8 a 5,68.elles
sont caractérisées par une grande teneur en eau et une résistance a la chaleur.




Introduction

Les protéines sont des ¢éléments importants dans la nutrition humaine. Elles entrent dans
la constitution de la matiere vivante et peuvent étre d’origine végétale ou animal.

L’intérét porté a ces composés concerne la valeur nutritionnelle, 1’effet sur I’organisme
et la toxicité susceptible d’étre engendrée. En effet, le manque ou l’insuffisance de ces
macromolécules dans la ration alimentaire est a 1’origine de déséquilibres physiologiques
pouvant entrainer la mort de I’individu. L’ingestion de certains peptides faisant partie de la
composition d’un aliment donné, par des individus présentant des prédispositions génétiques a
I’allergie au produit consommé engendre des réactions d’hypersensibilité.

Les trophallergenes ; sont des glycoprotéines de poids moléculaire de 10 a 70 KDa, pH
isoélectrique acide, susceptibles de se lier aux IgE spécifiques et ils ont la capacité de résister
a la protéolyse et a la dénaturation thermique, ils peuvent avoir une origine végétal ou animal.

Le pois vert (Pisum sativum L) est une 1égumineuse qui appartient a la famille des
papilionacées, grace a la connaissance des allergenes, il est possible d’extraire sélectivement,
les albumines, les globulines, les prolamines et les gluténines et de déterminer leurs
paramétres physicochimique (le taux d’humidité, le taux des cendres, la température de
dénaturation, le pH isoélectrique et la détermination de la concentration de ces protéines
allergénes).ce manuscrit comporte 2 parties; la premicere partie  concerne [’étude
bibliographie dans la quelle le chapitre un traite I’allergie et leur types, le chapitre deux
I’allergie alimentaire, chapitre trois les protéines allergénes d’origine végétales. La deuxieme
partie concerne 1’étude expérimentale dont les objectifs étaient :

*L’extraction des quartes familles d’allergénes par le fractionnement d’Osborne
(albumines, globulines, prolamines et gluténines).

*La détermination des principaux parameétres physico-chimiques caractérisant ces
protéines d’allergenes.




Les perspectives

e Elargir la caractérisation aux trophallergénes d’origine végétale.

¢ La détermination des poids moléculaires des protéines allergenes extraites.

e S’orienter vers les études biotechnologiques en relation avec les allergénes
alimentaire.

¢ Etude des séquences des sous unités peptidiques incriminées dans les allergies

alimentaires et la détermination des génes qui codent pour leur syntheése.

* Liste des figures




* Liste des tableaux

* Liste des abréviations
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Summary



Proteins are very important in nutrition, these substances may be animal or plant. Some
proteins are involved in food allergy that is manifested by an abnormal immune response
against an antigenic substance classified as food allergens.

Our work focused on identifying the allergenic proteins of plant origin of green pea (Pisum
sativum L), the study of large molecules such importance, it was taken:

* Extraction of albumins, globulins, prolamins and glutenins.

* The determination of different physicochemical parameters such as moisture content,
the ash, the temperature of denaturation, isoelectric pH and determination of these protein
allergens.

It was shown that these proteins are glycoprotein in nature and have acidic isoelectric pH
close to neutral varying from 3,80 to 5,68. They are heat resistant and have a great capacity to
retain water.

Key words
Allergy - food allergy — protein allergens plant - Pisum sativum L - physicochemical
parameters.



Résumé

Les protéines sont des éléments trés importants dans la nutrition, ces substances peuvent
étre d’origine animale ou végétale. Certaines protéines sont impliquées dans 1’allergie
alimentaire qui se manifeste par une réponse anormale du systéeme immunitaire contre une
substance antigénique qualifiée de trophallergene.

Notre travail a porté sur la détermination des protéines allergénes d’origine végétale de pois
vert (Pisum sativum L), I’étude de ces molécules de grandes importance, il a été procédé a :

*L’extraction des albumines, des globulines, des prolamines et des glutenines.

*La détermination des différentes parameétres physico-chimiques tels que : le taux
d’humidité, le taux de cendres, la température de dénaturation, pH isoélectrique et le dosage
de ces protéines allergénes.

Il a ét¢ montré que ces protéines sont de nature glycoprotéique et possédent des pH
isoélectrique acides ou proches de la neutralité variant de 3,80 a 5,68. Elles sont résistantes a
la chaleur et ont une grande capacité a retenir de 1’eau.

Mots clés

Allergie — allergie alimentaire — allergeéne végétale — Pisum sativum L — paramétres
physicochimiques.
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Chapitre 1 L’allergie

I.1. Historique :

La découverte de I’allergie remonte avant Jésus-Christ quand Hippocrate et Galen ont
découvert que la consommation du lait de vache ou de cheévre peut provoquer des troubles
digestifs et de I’urticaire. En 1483 Richard III avait des boutons rouges apres quelques heures
de I’ingestion de fraises, c’était une urticaire. En 1586, Marcello Donati décrivit le cas d’un
jeune comte qui développait un angioedéme chaque fois qu’il consommait les ceufs (Dutau et
Rancé, 2005).

En 1902, les francais Richet et Portier décrivaient I’induction expérimentale d’une allergie
fatale chez le chien. Ils ont injectés a un chien des doses successives non toxiques de venin
d’anémones de mer. Quelques semaines apres, ils ont réinjecté les mémes doses de poison au
chien qui réagissait violement et meurt. Pour ce phénoméne reproductible, ils ont proposé le
terme d’anaphylaxie, dérivé de mots grecs ana : contraire, phylaxie : protection (Mondoulet,
2005).

En 1905, le premier cas d’anaphylaxie au lait de vache est rapporté (Bodinie, 2007). En
1906, Von Pirquet a proposé le terme d’allergie, dérivé de mots grecs allos : autre, ergon :
action, comme une réaction différente de celle attendue vis-a-vis d’une substance étrangere
(Roumier et al, 2002).

La découverte des IgE spécifiques en 1967 conduit Peppys a redéfinir ce terme dans les
années 1970 : il s’agit de I’anormale facilit¢ a synthétiser des IgE spécifique vis-a-vis
d’allergenes naturels par des vois naturelles (Kanny et Jacquenet, 2006).

L’allergie constitue 1'une des classes de réponses immunitaires appelées réactions
d’hypersensibilité. Ce sont des réponses immunitaires néfastes qui induisent des lésions
tissulaires et peuvent causer des graves maladies (Mondoulet, 2005).



Chapitre 1 L’allergie

1.2. Définition :

L’allergie, est composée de deux mots d’origine grecque « allos » pour « autre » et
« ergon » pour « réaction ». Il définit une « autre fagon de réagir » et correspond a toutes les
modifications de 1’organisme provoquées par le contact avec une substance capable de se
comporter comme un antigéne (Eppe, 2006). Elle correspond a un état anormal de
sensibilisation de I’organisme vis-a-vis de substances biologiques ou chimiques étrangeres,
généralement bien tolérées. Cet état apparait sur un terrain prédisposé apres I’introduction,
prolongée ou répétée dans 1I’organisme, ou sur la peau et les muqueuses, surtout respiratoires
d’une substance appelée allergéne [1].

I.3. Les différents types d’allergie :

Les réactions allergiques sont groupées de maniére conventionnelle en quatre types
suivant les mécanismes effecteurs qui les produisent. Il est a noter qu’un antigene donné peut
entrainer plusieurs réactions d’hypersensibilité¢ de type différent selon les circonstances dans
lesquelles il a été rencontré.

1.3.1. L’allergie atopique (type I) :

Résultent de la fixation de I’antigéne a des anticorps spécifiques (IgE), attachés a leurs
récepteurs, principalement ceux des mastocytes, cette interaction entraine la dégranulation de
ces dernicres et la libération des médiateurs inflammatoires. Les réactions de type I sont
généralement provoquées par I’inhalation de particules antigéniques comme les pollens des
plantes.

1.3.2. L’allergie cytotoxique (type II) :

Sont causées par de petites molécules qui s’attachent de manicre covalente a certains
composants de la surface des cellules humaines, en formant ainsi des structures modifi¢es qui
sont apercues comme étrangeres par le systéme immunitaire.

La réponse des cellules B a ces nouveaux épitopes produit des anticorps IgG, qui une fois
fixés a cellules modifiées entrainent leur destruction par activation du complément et
phagocytose.

1.3.3. L’allergie semi-retardée (type III) :

Sont dues a de petits complexes immuns solubles formés par la fixation d’antigéne
protéiques solubles a des anticorps IgG spécifiques. Certains de ces complexes immuns se
déposent sur les parois de petits vaisseaux sanguins ou les alvéoles pulmonaires. Ces
complexes activent le complément et déclenchent une réaction inflammatoire qui endommage
les tissus et empéche ainsi son fonctionnement normal (Parham, 2003).



Chapitre 1

. ________________________________________________________________________________________________________________________|
1.3.4. L’allergie retardée (type IV) :

L’allergie

Les réactions impliquent une interaction entre un antigéne et les lymphocytes T
sensibilisés a cet antigene ; il en résulte la libération de médiateurs solubles (lymphokines).

Le contact cutané avec des constituants alimentaires de faible masse molaire peut entrainer

de telles réactions (Cheftel, 1985).

Tableau (I.1) : Différents types d’allergie [2].

Type | Type |l Type Il Type IV
:::c”um‘t 0 oG e Ty cols T2 calls CTL
Anigen Soluble G“ﬁfrr;ﬂq‘ Soluble Soluble Solutle Cell-associated
antigen anigen anligen anligen antinen anligan
Effector Mastcel R ool FeR* calls Macrophage Eesinoph g
mechanism atlivalion [pﬁ;?;'ﬂ?s. Complement acivation acivabon el
immung comple
L4
platelats
»
chamakines cyloioing,
cylckings cytoiowing | inflammatiry medeiors
Example of Mlargic s, Soma dug g 3 Chennic asthma, i
hypersensithvity a=ihime, sysiemic allergies Seium SCness, Emta:t_du mh.""' chronic alergic C_””te_'::
g anaphyaxs (6.0, penican] Arhus regction fuberulin reaction thinits dermatis




Chapitre 1 L’allergie

I.3. Les allergénes :

Un allergene est une substance biologique ou chimique de nature protéique le plus souvent,
capable de sensibiliser un sujet et de provoquer chez lui des symptomes allergiques.

Quand elles ont été purifiées, la plupart se sont avérées étre de nature protéique avec des
poids Moléculaires allant de 10 a 40 KDa. Ces protéines, qui sont toutes solubles dans 1’eau
exercent beaucoup de fonctions biologiques différentes, entre autres des activités d’enzymes
digestives, de protéines porteuses et de calycines (Roitt et al, 2002).

Quel que soit le type d’allergéne, le premier contact chez un patient atopique peut
provoquer une réaction qui est généralement reproductible a chaque contact ultérieur
(Quevauvilliers et al, 2009).

I.4. Nomenclature des allergénes :

Les allergeénes, substances glyco-protéiques naturelles, ce sont des antigénes stimulant une
hypersensibilité¢ a mécanisme immunologique qui réagissent avec des anticorps IgE ou IgG.

La dénomination binomiale de chaque allergéne est bien codifiée et correspond aux lettres
de I’appellation taxonomique c’est-a-dire scientifique et universelle de la plante. Ce nom
scientifique comprend toujours deux termes, le premier terme est le nom de genre et prend
une majuscule, le second est le nom d’espéce. Les composants allergéniques utilisent les 3
¢res lettres de nom de genre, et la 1ére lettre du nom de I’espéce, suivi d’un chiffre : 1 pour
I’allergéne majeur, puis 2, 3, 4,5...pour les autres allergénes.

Les allergénes majeurs sont reconnus par les IgE sériques spécifiques d’au moins 50% des
allergiques et les mineurs reconnus par moins de 50% [3].

L.5. La classification des allergénes :

Tout allergene peut étre classé en fonction de son origine, de la voie d’exposition et de la
nature de la protéine en cause. Les allergénes sont classés d’abord selon les voies qu’ils
empruntent pour pénétrer dans ’organisme car ces derniers déterminent le mode de
présentation de 1’antigéne au systéme immunitaire .On distingue :

I.5.1. Les pneumallergénes :

Qui pénetrent a I'intérieure de I’organisme par 1’intermédiaire de 1’appareil respiratoire.
Les plus connus sont les acariens de la poussi¢re de maison, les poils d’animaux, les squames,
les plumes d’animaux, Les pollens, les moisissures et certains polluants de I’industrie
chimique. Plus précisément le pneumallergéne est une substance allergique (corps étranger a
I’organisme) ayant la capacité¢ de déclencher, lorsqu’elle pénétré dans les poumons (elle est
inhalée) des réactions allergiques (que les spécialistes en immunologie appellent réaction
anaphylactique au niveau de I’appareil respiratoire.
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I.5.2. Les trophallergénes :

Dont la pénétration se fait par voie digestive et que I’on rencontre dans les produits
laitiers, les viandes les poissons, les ceufs et méme certains fruits et légumes .le terme
trophallergeéne (grec trophé : nourriture et allergéne) désigne I’Ag qui absorbé par le tractus
digestif 1’appareil digestif) et qui possede la capacit¢ de déclencher une réaction
immunologique [4].

Au contraire des pneumallergénes, les trophallergénes sont consommés en grandes
quantités (jusqu’a 10-100g/jour), mais seule une fraction mineure est absorbée. Par contre, de
petites peptides peuvent étre résorbés librement, et étre reconnus par les cellules T et méme,
chez une minorité d’individus, par les anticorps IgE (Roitt et al, 2002).

I.5.3. Les allergenes de contacte :

Provoquent une réaction quand ils sont en contact avec la peau : parfum, cosmétique,
métaux des bijoux (cobalt, zinc, cuivre), latex, certains produits chimiques (colle, vernis).

1.5.4.Les allergenes professionnels :
L’exposition est liée a la profession : farine de blé¢ (boulanger), latex (laborantin)
isocyanates (peintres), colophane (sondeur), persulfates (coiffeuses), poussiére de bois
(menuiserie).

L.5.5. Les allergénes médicamenteux :

Sont contenus dans les médicaments, utilis€s en application locale, absorbés par la bouche
(certains antibiotiques) ou injectés (iode) [5].



Introduction

Les protéines sont des ¢léments importants dans la nutrition humaine. Elles entrent dans
la constitution de la matiere vivante et peuvent étre d’origine végétale ou animal.

L’intérét porté a ces composés concerne la valeur nutritionnelle, I’effet sur 1’organisme
et la toxicité susceptible d’étre engendrée. En effet, le manque ou l’insuffisance de ces
macromolécules dans la ration alimentaire est a 1’origine de déséquilibres physiologiques
pouvant entrainer la mort de I’individu. L’ingestion de certains peptides faisant partie de la
composition d’un aliment donné, par des individus présentant des prédispositions génétiques a
I’allergie au produit consommé engendre des réactions d’hypersensibilité.

Les trophallergenes ; sont des glycoprotéines de poids moléculaire de 10 a 70 KDa, pH
isoélectrique acide, susceptibles de se lier aux IgE spécifiques et ils ont la capacité de résister
a la protéolyse et a la dénaturation thermique, ils peuvent avoir une origine végétal ou animal.

Le pois vert (Pisum sativum L) est une légumineuse qui appartient a la famille des
papilionacées, grace a la connaissance des allergenes, il est possible d’extraire sélectivement,
les albumines, les globulines, les prolamines et les gluténines et de déterminer leurs
parametres physicochimique (le taux d’humidité, le taux des cendres, la température de
dénaturation, le pH isoélectrique et la détermination de la concentration de ces protéines
allergeénes).ce manuscrit comporte 2 parties; la premiere partie concerne 1’étude
bibliographie dans la quelle le chapitre un traite 1’allergie et leur types, le chapitre deux
I’allergie alimentaire, chapitre trois les protéines allergénes d’origine végétales. La deuxieme
partie concerne I’é¢tude expérimentale dont les objectifs étaient :

*L’extraction des quartes familles d’allergénes par le fractionnement d’Osborne
(albumines, globulines, prolamines et gluténines).
*La détermination des principaux parameétres physico-chimiques caractérisant ces
protéines d’allergenes.
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I1.1. Définition :

L’allergie alimentaire est une manifestation chimique et physiologique de réactions
immunologiques entre constituants alimentaires antigéniques et anticorps spécifiques ou
lymphocytes T sensibilisés aux antigenes. (Cheftel et al, 1985). Ce sont des allergies qui
agissen essentiellement au niveau de la muqueuse intestinale, mais parfois leur retentissement
est général (Quevauvilliers et al, 2009).

L’immunogenicité d’un allergéne est la propriété d’induire une réponse immunitaire
caractérisée par la synthése d’IgE spécifiques. Cela est le fait de portions limitées de la
protéine, les déterminants antigéniques ou épitopes. Pour étre immunogene, la molécule doit
contenir des épitopes vis-a-vis des lymphocytes B et des épitopes vis-a-vis de lymphocytes T
(Moneret-Vautrin ,1997).

I1.2. Réaction d’allergies alimentaires :
I1.2.1. Réactions immédiates :

Le développement d’une hypersensibilité¢ de type I a des antigénes alimentaires ne fait
aucun doute. Cela se produit en générale quelques minutes a une heure apres I’ingestion. Il y
apparition des symptomes tels que 1’érythéme périoral, le gonflement des Ievres et 1’irritation
buccale. Les types d’aliments fréquemment impliques sont : les ceufs, le lait de vache...etc. Il
est conseillé d’éviter ces produites durant de nombreuses années en cas de maladie.

I1.2.2. Réactions tardives :

Elles sont plus controversées méme si quelques unes, telle que celles de la maladie
ceeliaque et de la dermite herpétiforme, sont généralement admises. Au contraire des réactions
de type I, les réactions retardées nécessitent de grandes quantités d’aliments. Elles peuvent
prendre des heures, des jours et méme des semaines avant de se manifester. Le diagnostique
d’une sensibilité alimentaire repose uniquement sur la suppression de nutriments bien défini
suivie d’un essai de réintroduction spécifique (Cheftel et al, 1985).

I1.3. Mécanisme de I’allergie :
I1.3.1. Phase de sensibilisation :
Le premier contacte de 1’allergéne avec le systéme immunitaire entraine une sensibilisation
des lymphocytes T et une production d’IgE. Celle-ci se fixent sur des cellules de la peau et

des muqueuses, les mastocytes et les basophiles qui possédent des récepteurs des IgE. Cette
phase est totalement asymptomatique (Branger et al, 2007).
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I1.3.2. Phase de déclanchement (Réaction allergique) :

Apres une phase de latence (variable de 15 a 21 jours selon I’espéce) pendant laquelle les
IgE sont synthétisées, la réaction allergique peut étre déclenchée lors de I’ingestion de méme
allergene, méme a dose infime. L’allergéne se fixe aux IgE présents sur les cellules effectrices
qui liberent des médiateurs chimiques responsables de la vasodilatation des vaisseaux et de la
contraction des fibres musculaires lisses. Tels que : I’histamine, prostaglandine, la leucotricre
et les cytokines (Branger et al, 2007).

Mécanismes de I'allergie alimentaire

1° phase : sensibilisation 2° phase : déclenchement

MANIFESTATIONS CLINIQUES
& asthime
ECHAMR
ﬂ midiateurs rhume das foing
.—-"'-;
" &
]
EFFETS REGULATEURS

soapération

» Les marqueurs de I’allergie alimentaire : les IgE
» Les acteurs : les protéines reconnues par les IgE (les allergénes)

Figure (IL.1) : Mécanisme d’allergie alimentaire [6].
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I1.4. Manifestation cliniques :

Les signes surviennent en général dans les minutes qui suivent 1’ingestion ou le contact
buccal de I’aliment (Bégon-Bagdassarian, 1998). Parmi les manifestations d’allergie
alimentaire, on note :

11.4.1. Manifestation cutanées :

L’apparition de dermatite atopique (eczéma), urticaire, muqueuses : cedéme de Quincke,
muqueuses nasales : rhinite, muqueuses buccales : tuméfactions buccales, cedéme et prurit
(Branger et al, 2007).

11.4.2. Manifestation respiratoires :

Elles sont multiples, 1’asthme est le mode d’expression d’une allergie alimentaire le plus
fréquent chez I’adulte et représente un facteur de risque qui peut conduire a la mort. La rhino-
conjonctivite bronchites et otites peuvent aussi se manifester (Fattorusso, Ritter O, 2004).

I1.4.3. Manifestation digestives :

Les nausées, les vomissements, les diarrhées et les douleurs abdominales sont les
symptomes les plus fréquents. Le syndrome oral a 1’ingestion des fruits ou des 1égumes est
localisé a la sphére oropharyngée et comprend un picotement vélo palatin, cedéme des levres
et une dysphagie. La constipation et le dégolit sont aussi remarqués chez 1’enfant allergique
(Bidat, 2006).

NB:

L’apparition d’une allergie est favorisée par des facteurs génétiques (on parle d’atopie
pour désigner la prédisposition génétique a développer des allergies par production d’IgE, et
¢galement par des facteurs environnementaux, comme les polluants atmosphériques qui sont
considérés comme des facteurs favorisant le développement de 1’allergie (Branger et al,
2007).

10
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I1.5. Diagnostique :

L’étape clinique comprend tout d’abord un interrogatoire et un examen clinique .les
manifestations, et notamment une anaphylaxie aigue, consécutives a 1’ingestion isolée d’un
aliment sont particuliérement évocatrices. Toutefois, dans la majorité des cas, les incertitudes
liées aux manifestations et a la rencontre avec 1’aliment rendent nécessaires 1’utilisation de
tests complémentaires aux premicres investigations. Il s’agit de I’étape biologique.

*Test cutanés :

La sensibilité est évaluée normalement sur la réponse a I’injection intradermique de
I’antigéne. La libération d’histamine et d’autres médiateurs produit rapidement une réaction
locale papuleuse et érythémateuse, maximale dans les 30 minutes, puis régressant. Cette
réaction immédiate peut étre suivie par la réaction de la phase tardive, qui dure parfois 24
heures, caractérisée par une infiltration dense d’éosinophiles et de cellules T, et qui est plus
cedémateuse que la réaction précoce (Etan et al, 2004).

*Le patch test :

L’infiltration cellulaire cutanée qui survient dans les 24 heurs aprés application de
I’allergéne peut étre étudiée de diverses maniéres : par injection intradermique locale ; ou par
application sur la peau pendant 2 jours d’un tampon de gaze imprégné d’allergéne ; ou par
I’application d’une chambre contenant 1’allergéne sur une partie dénudée de la peau. La
chambre cutanée permet un échantillonnage répété, alors que les deux autres techniques
acquicrent des biopsies cutanées. Dans le patch test, 10ug d’allergéne sont appliqués sur un
morceau de gaze de 2,5cm?, et la biopsie et effectuée aprés 24 ou 48 heures. Une réponse
positive se manifeste par un eczéma, c’est-a-dire un aspect spongieux de I’épiderme (réaction
eczémateuse typique) et un infiltrat cellulaire dans le derme. L’infiltrat cellulaire comprend
des €osinophiles, de basophiles et des lymphocytes. Suite a la persistance locale de ’allergéne
(6 jours), les €osinophiles locaux dégranulent. La biopsie du site du patch test a montré
¢galement que des cellules T spécifiques d’allergéne, certains groupes ont réussi a cloner les
cellules T spécifiques de 1’allergeéne a partir de la peau des patients eczémateux. Ce qui n’est
jamais possible chez des individus normaux ou chez des patients allergiques sans eczéma. Les
biopsies dans les sites de patch test ont aussi montré que les cellules de langerhans dans la
peau des patients avec eczéma expriment le Fcel. Ainsi, ces cellules présentatrices d’antigéne
utilisant les anticorps IgE pour capter les allergénes et augmenter 1’efficacité¢ de Ia
présentation antigénique (Roitt et al, 2002).

11
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*La technique RAST :

La technique RAST est une méthode radio-immunologique qui permet de dépister les IgE
spécifiques d’un allergéne donn¢. Elle consiste @ mettre en contact un échantillon de sérum
avec divers allergeénes radiomarqués. Si des anticorps sont présents, ils se combineront avec
les allergénes. Aprés centrifugation, on décele par essai radio-immunologique les IgE
combinés. On compare ensuite les résultats obtenus avec les valeurs témoins. Outre qu’elle
permet de dépister les allergénes, la technique RAST indique quelle est la quantité d’allergene
nécessaire pour provoquer une réaction allergique. On note les résultats sur une échelle de 0 a
5. Tout résultat égal ou supérieur a 2 est considéré comme significatif. Par rapport aux autres
épreuves, la technique RAST offre surtout les avantages suivants : réduction de risque de
réaction généralisée, stabilité des antigénes et absence d’interaction médicamenteuse.

Elle comporte toute fois des inconvénients ; le choix des allergénes est limité, sa sensibilité
est moins grande que celle des tests cutanés intradermiques, les résultats ne sont pas connus
immédiatement et le technique est couteuse (Smeltzer et Bare, 2010).

I1.6. Traitement :

Il existe dans le cadre des allergies alimentaires, deux grands types de traitement :
Le traitement préventif reposant sur le régime d’éviction et le traitement du choc
anaphylactique.

*Le traitement préventif :

Est fondamental, L’identification du ou des aliments responsables puis leur éviction du
régime alimentaire sont, dans tous les cas, indispensables. Cependant, certains facteurs de
risques doivent également étre pris en compte : antécédents de réactions anaphylactiques,
antécédents d’asthme instable ou mal contr6lé. Allergie a I’arachide, aux noix et noisettes.
Ces ¢léments constituent, surtout chez I’enfant, des facteurs de gravité qui doivent étre connus
du patient pour éviter de développer un choc anaphylactique.

*Traitement du choc anaphylactique :

Est une urgence médicale, 1’efficacité du traitement repose sur la reconnaissance rapide de
la symptomologie et sur une prise en charge thérapeutique immédiate.

L’adrénaline constitue le traitement de choix et est administrée par voie intramusculaire a
des doses de 0,3 a 0,5 mg répéter en fonction de sévérité et de I’évolution des signes de
menace vitale. La vois intramusculaire chez I’enfant est supérieure a la voie sous- cutanée en
raison d’un meilleur profil cinétique. Une prise en charge en milieu hospitalier est nécessaire
puisqu’un remplissage vasculaire est indispensable pour pouvoir lutter contre le choc cardio-
vasculaire [7].

12
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II1.1. Caractéristiques générales :

La plupart des protéines allergénes alimentaires sont des glycoprotéines hydrosolubles ou
solubles dans les solutions salines diluées et rarement solubles dans 1’alcool. Se sont des
oligomeres, dont le poids moléculaire est compris entre 10-70 KDa (Dubuisson et al, 2002 ;
Peltre, 2002 ; Parent-Massin, 2005). Ces protéines sont souvent résistantes a la température, a
la protéolyse et aux conditions modérément acides (Branger et al, 2007). Elles présentent une
immunoreactivité par la synthése d’IgE spécifique. Cette propriété est diie a la présence des
poretions limitées de la protéine allergéne dites epitopes ou déterminants antigéniques situés
généralement a la surface de la molécule dans des zones de forte flexibilité et de forte
hydrophilie et peuvent se répartir tout le long de la molécule et se localiser dans une zone
particuliére (Monert —Vautrin, 1997). Du point de vue réactionnel, ceux qui réagissent avec
les lymphocytes T sont appelés des epitopes T et ceux qui réagissent avec les lymphocytes B
sont des épitopes B.

* L épitope T est un peptide de 8 a 9 AA.
* L’¢épitope B est un peptide de 8 a 16 AA

Il existe par ailleurs des épitopes (séquentiels) qui dépendent de I’enchainement des acides
aminés (structure primaire) et des épitopes (conformationels) qui tiennent compte de la
structure tridimensionnelle de cet enchainement (structure tertiaire et quaternaire) (Peltre,
2002).

it e Ao Epitpe séquentiel, s liantaux IzE
discorting, §
e liant aux IgE §

Epitope confomretio nnel
aofting, s liant
aux gk

Ejlimpe séquentiel inducikur W e o :
& iparee ymphocykie T Epitope lindair séque ntiel]
se lant aux kG

Figure (II1.1) : Epitopes séquentiels et conformationels d'un allergéne

(Peltre, 2002).
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II1.2. Classification :

Les protéines allergénes alimentaires d’origine végétale appartiennent a un petit nombre de
familles et de superfamilles de protéines par rapport au grand nombre de familles de protéines
végétales. Cette classification est basée sur la structure et la fonction biologique.

II1.2.1. La superfamille des cupines :

Les cupines incluent des protéines, de diverses fonctions, caractérisées par deux courts
motifs conservés et forment deux tonneaux B cylindrique d’ou le nom de cupines (en latin
cupa signifie tonneau, cylindre) (Dunwell, 1998). Chaque tonneau comprend plusieurs
feuillets antiparallele suivis d’un certains nombres d’hélices. Les cupines contiennent un seul
domaine B et les bicupines, comme leur nom indique, renferment deux domaines . Les
globulines, solubles dans les solutions salines, appartiennent a ces derniers et sont elles
mémes subdivisées en deux groupes, selon leurs coefficients de sédimentation en globulines
7S (les vicilines) et globulines 118 (les 1égumines). Toutes les globulines sont riches en lysine
et en arginine mais sont pauvres en tryptophane et en acide aminés amidés (aspargine et
glutamine) (Maleki et al, 2000).

A coté de ces deux superfamilles, se classe la famille des protéases a cystéine Cl,
caractérisée par leur site catalytique (cystéines). La famille C1 est identifiée par un site actif
conservé avec des résidus Gln, Cys, His et Asn et comprend beaucoup de peptidases a
activités exo-et endopeptidases (Mondoulet, 2005).

Figure (II1.2) : Structure des protéines de la superfamille des cupines

(Breiteneder et Radauer, 2004).

15



Chapitre 111 Protéines allergenes d’origine végétales
____________________________________________________________________________________________________________________|

*Les vicilines :

Les globulines 7S matures sont des protéines homotrimériques de 150 a 190 KDa,
généralement glycolysées, mais elles peuvent subir une agrégation réversible en un hexamére
(sa dépond la force ionique du milieu). Les masses moléculaires des sous unités sont
comprises entre 40 et 80 KDa et sont pauvres en cystéines c’est la raison pour laquelle elles
ne contiennent pas de ponts disulfures. La majorité des épitopes IgE dépendants sont localisés
dans la région de contact entre deux sous unités. Ces régions sont protégées contre la
protéolyse (Maleki et al, 2000).

*Les légumines :

Les globulines 11S matures sont des protéines, rarement glycolysées, hexameriques de 360
KDa. Elles sont synthétisées dans le réticulum endoplasmique rugueux ou elles sont
assemblées sous forme des triméres intermédiaires avant d’étre transformées, a travers le
systeme sécrétoire, vers la vacuole (Shewry et al, 1995). Au niveau vacuolaire, chaque sous
unité va subir un clivage par des protéases pour donner deux polypeptides liés par des ponts
disulfures (un polypeptide acide de 30 a 40 KDa de pH isoélectrique 5 et 1’autre basique de
pH isoé¢lectrique 8,2 de 20 KDa. La région C terminale de la chaine de 1égumines est liée a la
région C terminale des vicilines (Breiteneder, 2006).

I11.2.2. La superfamille des prolamines :

Les prolamines sont caractérisées par leurs solubilités dans les mélanges alcool-eau
(Jacquenet et Monert-Vautrin, 2007). Elles sont riches en proline et en glutamine d’ou le nom
de prolamine et possédent un squelette conservé composé de huit résidus de cystéines. Ces
derniers sont organisés en quatre ponts disulfures assurent aux prolamines une structure
tridimensionnelle trés compacte contenant 3 a 4 hélice a. Cette structure spatiale les rend tres
résistantes a la chaleur et a la digestion (Mondoulet, 2005).

La superfamille des prolamines regroupent six familles de protéines : les protéines de
transfert de lipides (nsLTP), les inhibiteurs trypsiques et d’a-amylases, les albumines 28, les
puroindolines et les prolamines de céréales. Ces familles ont été décrites comme des protéines
de faible poids moléculaire riches en cystéine et possédent une structure tridimensionnelle
semblable riche en hélice a. Elles sont aussi des protéines de défense contre les agents
pathogenes et contre la peste (Breiteneder, 2006).

16
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Figure (II1.3) : Structure secondaire des allergeénes de la superfamille de prolamine
(Breiteneder et Radauer, 2004).
*Les albumines 2S :

Sont des protéines solubles dans ’eau et représentent entre 20 et 60 des protéines de
réserve. Elles sont formées de deux sous unités issues d’un précurseur protéique unique et
reliées entre elles par quatre ponts disulfures. Une caractéristique de plus grand intérét est leur
teneur en acides aminés soufrés, la cystéine, la méthionine et en hélice a. Les albumines 2S
sont stables a la protéolyse et peuvent étre liées aux lipides. En plus de leurs role principal,
d’assurer le développement de la graine elles jouent un réle de défense contre les
champignons (Mondoulet, 2005).

*Les protéines de transfert de lipides non spécifiques : nsLTPs

nsLTPs sont des protéines monomériques de faible poids moléculaires, de point
isoélectrique basique. Elles sont composées de quatre ballots d’hélice a et forment un tunnel
hydrophobe pouvant accueillir des lipides (Van Ree, 2002). Généralement, elles s’accumulent
dans la couche externe de I’épiderme des organes végétaux ce qui explique la grande
allergénicité de 1’écorce par rapport a la pulpe des fruits des Rosacées. Leurs caractéristiques
structurales communes sont a la base d’une réactivité croisée. Les nsLTPs sont résistantes a la
protéolyse, aux pH modérés et aux traitements thermiques, c’est ce qui les rends des
allergenes alimentaires puissants (Asero et al, 2002).
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*Les inhibiteurs de I’alpha- amylases et de trypsine de céréales :

Les inhibiteurs de cette famille sont présents dans le blé, I’orge, le riz et le mais. Les sous
unités composants ont un poids moléculaire compris entre 12 et 16 KDa contenants quatre
ponts disulfures existant sous forme monomérique ou dimériques ou trimériques. Le role
principal de ces inhibiteurs est I’inhibition de la trypsine et de différents types d’alpha
amylase d’insectes et de champignons. Ces inhibiteurs sont extraits par des mélanges
chloroforme/méthanol.

*Les prolamines de céréales :

Les prolamines de céréales solubles dans 1’éthanol sont les gliadines de ble, les sécalines
de seigle et les hordéines de I’orge. Elles présentent les protéines majeures de réserve et sont
localisées au niveau de I’endosperme. Les allergénes les plus puissants, de cette famille, sont
les gluténines de faible poids moléculaire suivies par 1’alpha gliadine et gamma gliadine
(Breiteneder et Radauer, 2004).

I11.2.3. La superfamille de papine de protéinases cystéines :

Cette superfamille est composée de trois groupes de protéinases de cystéines : le groupe de
papine, le groupe de bléomycine hydrolase et le groupe de calpaine (Berti et Storer, 1995).
Ces protéases possedent des résidus de cystéines nucléophiliques dans leur site actif qui ont
pour rdle de couper les liaisons entre les peptides. Ces enzymes sont synthétisées comme des
preproenzymes et sont localisées au niveau des lysosomes (Siezen et Leunissen, 1997).
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ITL.3. Protéines allergénes d’origine végétales :
I11.3.1. Les protéines allergénes du blé :

Le grain de blé possede un complexe unique de protéines de réserve viscoélastiques et
insolubles dans I’eau connues sous le nom du gluten (Brink et Belay, 2006). Le gluten est
constitu¢ de protéines (80%), de lipides (8%) et de sel minéraux et de glucides .les protéines
du gluten sont un mélange en proportions variables deux types de protéines : les gliadines (40
a 45%) et les gluténines (55 a 60%) (Boudreau et Ménard, 1992).

Tableau (I1L.1) : Proportions des différentes classes de protéines dans le blé (Cheftel, 1985).

Type de | Albumine Globuline Prolamine Gluténine Gliadine
protéine
Proportions 9 5 40 56 43
(%)

I11.3.1.1. Les gliadines :

Les gliadines présentent une structure repliée et sont formées d’unités moléculaires variant
de 35 a 44 KDa, la stabilit¢ de chaque unité est assurée pas des liaisons disulfures
intramoléculaires. L’hydratation de la gliadine a 1’état natif donne une masse visqueuse,
extensible et de faible élasticité (Boudreau et Ménand, 1992). Le fractionnement par
¢lectrophorese des gliadines sur le gel a PH acide en fonction de leur charge permet de les
classer en 4 groupes (Gallais et Bannerot, 1992).

*Les gliadines a, B, y dont la masse molaire varie de 30 a 45 KDa.

*Les gliadines ® de masse molaire comprise entre 60 et 80 KDa (Cheftel, 1985).

La structure tertiaire dans 3 gliadines (a, B, y) est démontrée par les ponts disulfures
intramoléculaires mais pas dans la 4éme gliadine (w). Elles ont une teneur élevées en acide
glutamique (37%), proline (17% des acides amines totaux) et pauvre en lysine (Demeester,
1974). Toutefois, la composition en acides amines des quatre groupes des gliadines différent
(Alais et al, 1991).

CDreamidated
gliadin peptide

Figure (II1.4): Structure de gliadine [8].
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I11.3.1.2. Les gluténines :

Les gluténines sont formées d’unités moléculaires 16 a 149 KDa assemblées par des
liaisons disulfures, leur poids moléculaire peuvent atteindras 20 millions de daltons (Cheftel,
1985). La gluténine hydratée et cohésive, plus tenace et plus élastique que la gliadine
(Boudreau et Ménard, 1992). Apres rupture des ponts disulfure intermoléculaires a 1’aide d’un
agent réducteur, 3 sous unités apparaissent :

*Sous unités de type A :

Insolubles dans 1’éthanol, de masses molaires faible 10 a 70 KDa, riches en acides
aminés basiques.

*Sous unités de type B :

De masses molaires ¢élevées 60 a 140 KDa insolubles dans I’éthanol, riches en glycine,
proline et glutamine, pauvres en cystéine, et qui présentent une structure nettement
asymétrique, avec une faible proportion de zones en hélices a (10 a 15 seulement).

*Sous unités de type C :

De masses molaires comprises entre 35 et 45 KDa, solubles dans 1’éthanol, qui semblent
proches de certaines gliadines (Cheftel, 1985).

I11.3.2. Les protéines allergénes d’arachide :

L’arachide (Arachis hypogea) est un légumineuse annuelle de la famille des papilionacées.
Elle est de la méme famille de pois et le soja (Mondoulet, 2005). Elle contient 40 a 45% de
lipides, 25 a 30% de protéines et cellulose 1,5 a 3%. Les protéines de 1’arachide sont classées
en albumines et en globulines, ces derniéres sont subdivisées en deux fractions 1’arachine
(globuline 11S) et la conarachine. Les deux principaux allergénes de l’arachide sont: la
viciline (Arahl) et ’albumine 2S conglutine (Arah2) (Bruks et al, 1991).

Tableau (I1L.2) : Différents composants d’arachide (Cheftel, 1985).

Composition Protéines Lipides Glucides

Pour 100g 25 50 20
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II1.3.2.1. La viciline Arahl :

Elle présente 12 a 16% des protéines totales de 1’arachide avec une masse moléculaire
comprise entre 63,5 a 65 KDa et un pH isoélectrique de 4,55. Elle a une structure
tridimensionnelle stable qui joue un rdéle primordial dans la protection des épitopes contre la
dégradation (Bruks et al, 1991).

Figure (I1IL.5) : Structure de protéine Arah1(Maleki et al, 2000).
I11.3.2.2. Albumine 2S conglutine (Arah 2) :

Est un allergéne majeur de I’arachide, il appartient a la famille d’albumines 2S, il a un pH
isoélectrique acide égal a 5,2 et un faible poids moléculaire de 17 KD. C’est un inhibiteur de
trypsine. Il se compose de deux isoformes Arah 2.0101 et Arah 2.0201 (Restani et al, 2005).

I11.4. Les protéines allergénes du pois vert (Pisum sativum L) :

Le pois vert (Pisum sativum L) est une légumineuse appartient a la famille des
papilionacées, leur principale composante est I’amidon, qui représente jusqu’a 50% de la
matiere de seche. Les protéines et les fibres alimentaires totales comptent pour environ 24% et
20% (MS) respectivement. Les lipides sont présents dans des quantités plus faibles (2,5% de
MS) (Cheftel, 1985).

Tableau (I1L.3) : Différents composants du pois vert (Cheftel, 1985).

Composition Protéines Lipides Glucides

Pour 100g 23 2 70
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Les protéines du pois vert se classent en deux grandes familles, selon les critéres de
solubilité. Les globulines solubles dans les tompons salins et les albumines solubles dans
I’eau. Il existe aussi 10 a 15% des protéines insolubles.

Les globulines représentent 55 % a 65% des protéines totale du pois vert, deux protéines
forment cette famille : la légumine et la viciline. Elles appartiennent respectivement aux types
de protéines (11S) et (7S) trés largement rependus chez les plantes dicotylédones, et dont la
structure et la séquence sont largement conservées entre espéces. La seconde famille est
constituée par les albumines, représentant de 20 a 30 % des protéines totales. Leur
composition est beaucoup plus hétérogene que celle des globulines, mais il existe néanmoins
deux albumines majeures appelées PA1l et PA2. La composition en acides aminés des
protéines de pois vert (Tableau 04). Montre que celles-ci sont globalement pauvres en acides
aminés soufrés et en tryptophane. Les globulines ont des teneurs trés élevées en acides
aspartique, glutamique et leurs amides. Les albumines sont plus riches en acides aminés
soufrés et en lysine [9].

Tableau (II1.4) : Composition en acides aminés des protéines de pois vert exprimés en
gramme (Perrot, 1995).

Acide aminé Farine de pois vert Fraction albumine | Fraction globuline
Asp 12,5 1.,90 12,99
Thr 3,65 5,66 3,34
Ser 4,75 5,03 5,30
Glx 17,41 14,95 8,66
Pro 3,91 4,46 4,36
Gly 4,29 5,97 3,89
Ala 4,06 5,85 3,97
Cys 1,39 3,15 0,80
Val 4,69 4,41 4,73
Met 0,99 1,34 0,70
Ile 4,23 3,86 4,59
Leu 7,20 4,87 8,23
Tyr 3,19 4,71 3,37
Phe 4,75 4,52 5,40
Trp 0,75 1,47 0,67
Lys 6,92 9,34 6,41
His 2,30 2,63 2,55
Arg 8,28 5,65 8,00
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.|
111.4.1. Albumines :

Cette famille des protéines est trés hétérogéne car on y regroupe souvent 1I’ensemble des
protéines de faible poids moléculaire (Vallery- Masson, Vermeersch, 1996). La fraction
d’albumines représente 21% des protéines totales. Le pH isoélectrique est de 6 .Elle contient
plus de tryptophane, de lysine, de thréonine, de cystéine et de méthionine que la fraction de

globulines. Elle se compose de :

Figure (I11.6) : Structure de I’albumine [10].

I11.4.1.1. Les albumines majeures :

*L’alumine a haut poids moléculaire, PA2 est un dimére de sous unités de 25 KD. Chaque
sous unité est constituée d’une chaine polypeptidique unique et posséde trois résidus de
cystéine dont deux forment un pont disulfure. Cette protéine a une structure compacte, riche

en feuillets B (Gruen et al, 1987).

*L’albumine de bas poids moléculaire, PA1 est un dimere de 11KD, elle est constituée de
deux polypeptides PAla de 6 KDa et PAlb de 4 KDa, non associés par liaisons disulfures.
PA1 est respectivement riche en acides aminés soufrés. PAla et PAlb contiennent

respectivement 7,5 et 16,2 % de cystéines [11].
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111.4.1.2. Les lectines :

Le terme lectine vient de latin «legere» qui signifie «choisir». En effet, ces protéines tres
largement présentes dans le régne végétale, se lient de manicre spécifique a certains résidus
glucidiques. La spécificité de liaison varie en fonction de I’espéce végétale. Les lectines sont
des protéines tétramériques de 50 KDa environ, composées de deux chaines polypeptidiques
légeres de 7 KDa a et de deux chaines lourdes B de 17 KDa. Elles ne contiennent pas d’acides
aminés soufrés et leur structure secondaire contient une proportion élevée de feuillets  [9].
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Figure (I11.7) : Structure de lectine [10].
I11.4.1.3. Les inhibiteurs trypsiques :

Les inhibiteurs trypsiques de pois représentent moins de 2% des protéines totales de la
graine. Ce sont des protéines monomériques de faible masse moléculaire inférieur a 10 kDa,
capables de se lier de maniére irréversible aux sites actifs de la trypsine et de la
chymotrypsine deux sites indépendants dont chaque polypeptide contient sept ponts disulfures
(Birk et Smimoft, 1992).

I11.4.2. Les globulines :

La globuline est une protéine de réserve, elle représente 55% a 65% des protéines totales
des pois. Trois types de protéines forment cette famille :

111.4.2.1. La légumine 118 :

C’est une protéine polymérique comportant six sous-unités o . Chacune d’elle est
constituée d’un polypeptide acide o, d’'une masse moléculaire d’environ 40 KDa et d’un
polypeptide basique B, d’environ 21 KDa, tous deux reliés par un pont disulfure. Les masses
moléculaires globales des légumines de pois vert s’échelonnent de 380 a 410 KDa.
Différentes études convergent pour montrer qu’il s’agit d’une protéine trés compacte, la forme
globulaire, ou les polypeptides de type a plus hydrophiles sont situés a I’extérieur et ou les
polypeptides B constituent le cceur hydrophobe de la protéine.
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111.4.2.2. La viciline 7S :

Elle s’agit d’une protéine trimérique dont la masse moléculaire varie de 150 a 190 KDa.
Elle ne contient pas de cystéine et donc aucune liaison de sulfure ne peut étre établie entre ces
polypeptides constitutifs. La structure trimérique n’est donc stabilisée que par des liaisons de
faible énergie. Les vicilines de pois vert sont trés complexes en termes de composition
polypeptidique jusqu’a huit classes de polypeptides de masse moléculaire distinctes,
s’échelonnant de 12 a 50 KDa, ont été identifiées. Ces diverses sous-unités semblent issues de
protéolyses variées de précurseurs d’environ 50 KDa. Ces précurseurs se divisent en trois
groupes suivant les clivages protéolytiques qui les affectent [11].

111.4.2.3. La conviciline :

Elle présente également une structure trimérique et leurs polypeptides constitufs ont une
masse d’environ 71 KDa. Ces derniers contiennent quelques acides aminés soufrés. La forme
finale de la protéine affiche un poids moléculaire d’environ 280 KDa [11]. Le long de la base
de ces proteines, et encore marquée par la présence d’une forte charge, la région hydrophile
extension N-terminal constitue de 122 ou 166 résidus (Mondoulet, 2005).

Legumin

L ’ 4+ Basic subunit

) 4 Disulfide bridge
+= Acidic subunit

Legumin unit pair ~60-80 kDa Legumin trimer ~180 kDa

Legumin hexamer ~360 kDa

Vicilin Convicilin

Vicilin trimer ~150 kDa Convicilin trimer ~210 kDa

Figure (II1.8) : Structure de légumine, viciline et conviciline (Lambert et Yarwood, 1992).
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I11.4.3. Les prolamines :

Sont des protéines solubles dans les solutions étendues d’éthanol (65-75%), ce sont des
molécules monomériques qui présentent un polymorphisme génétique important. Deux
groupes de prolamine ont été caractérisés ; les prolamines riches en soufre de hauts poids
moléculaires entre 30 Kha et 55 KDa et les prolamines riches en soufre de faible poids
moléculaires. Elles sont caractérisées par une forte teneur en acide glutamique (37 a 56%) et
en proline (15 a 30%) mais une faible teneur en acide aminé basiques (0,1 a 0, 7%).

I11.4.4. Les gluténines :

Les gluténines sont insolubles dans 1’eau mais solubles dans les solutions acides ou
basiques. Elles possédent une forme allongée (5000Ax17,5 A) et une composition qui différe
de celle des prolamines.ces molécules polymériques sont caractérisées par des masses
moléculaires importantes 500 KDa a 10 000 KDa [8].
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Figure (II1.9) : Structure de gluténine [8].
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Protéines de pois

Protéines insolubles

(15 2 20%)

Protéines solubles dans
tampon salins (50 a 65%)

Protéines solubles
dans I’eau (20 a

25%)
Légumine Viciline Conviciline PA1l PA2 (48- Lectines Inhibiteurs
(118) (7S) (7S) 4-6 53 KDa) (50 KDa) trypsiques (7-9
KDa) KDa)

Figure (I11.10) : Classification des protéines de pois vert (Perrot, 1995).
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La partie expérimentale de ce mémoire a été réalisé au niveau du laboratoire de biochimie
« Département de biologie » de I'université 08 Mai 1945 de Guelma.

1.1. Matiére premiere
La matiere premicre utilisée est le pois vert achetée du marché de Guelma.
1.2. Méthode d’analyse :

L’extraction séquentielle des protéines a été réalisée selon la méthode de Mendel et
Osborne (1924). Elle est basée sur la solubilité¢ des protéines dans différents solvants. Les
albumines solubles dans 1’eau, Les globulines solubles dans les solutions salines, les
gluténines solubles dans 1’alcool et les prolamines solubles dans les solutions alcalines [12].

1.2.1. Extraction des protéines allergénes de pois vert
1.2.1.1. Extraction des albumines et des globulines :

50gde pois vert broyé¢ sont ajoutés a 500 ml de Nacl 0,5N la solution est agitée pendant 2h
et centrifuger a 3000T /min pendant une demi —heur. 250ml de Na cl 0,5Nsont ajoutés au
culot recueillit, la solution est agitée pendant 2h et centrifugée a 3000 T/min pendant 30 min.
Le volume du surnagent 1 et surnagent 2 est a peut prés 150ml de solution contenant les
albumines et globulines. Cette solution a été dialysée contre 1’eau distillée a froid (4C°)
pendant 48h afin de séparer les albumines des globulines.

1.2.1.2. Extraction des prolamines :

150ml d’éthanol a (70%) sont ajoutées au résidu récupéré de la premiére centrifugation. La
solution est agit¢ pendant 2h et centrifuger a 3000t/min pendant 30 min. Le surnagent
résultant est dialysé contre 1’eau distillé a froid (4C°) pendant 48h.

1.2.1.3. Extraction des gluténines :

160ml d’acide acétique 0,01M sont ajoutées au culot recueillit, la solution est agitée
pendant 2 heures et centrifuger a 3000T/min pendant 30 min. Le surnagent est ensuite dialysé
contre I’eau distillée a froid (4C°) pendant 48h.
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1. Materiels et methodes

Pois vert broyé

Nacl 0,5N-Agitation-
Centrifugation.

Le culot

Nacl 0,SN-Agitation-

Résidus de gluténine

Surnageant
de gluténine

Centifugation.
Le culot Surnageant Surnageant
Ethanol 70% U )
Agitation
Centrifugation Solution d’albumine et
l globuline.
4 Dialyse contre
Le Culot Surnageant
de prolamine P’eau distillée
Acide acétique 0,1M Dialyse contre
o e I’eau distillée
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Centrifugation 3 . . 3 .
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membrane membrane membrane
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Figure (IV.1) : Extraction des protéines de pois vert par le fractionnement d’osborn.
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1.3. Détermination de certains paramétres physico-chimiques :
1.3.1. Le taux d’humidité :

La teneur en eau est la quantité d’eau perdu par un produit lors qu’il est chauffé. La
technique consiste en un étuvage dans un four pasteur de 5 g de la farine de pois vert a 80 C°
pendant 24h dans une petite capsule en verres propre et seche .apres ce temps la capsule est
tirée de four pasteur , ensuite , une deuxieme pesée est réalisée.

Le taux d’humidité est calculé a ’aide de la relation suivante :

Taux d’humidité % = (P0 - P1) x 100/P0

Ou :
PO : Masse de poudre avant I’étuvage.

P1 : Masse de poudre apres I’étuvage.

1.3.2. Le taux de cendres :

3g de poudre de pois vert sont chauffées sur plaque chauffante pendant 30min et incinérer
a 530C° jusqu’a minéralisation totale pendant 5 heures.

*Le taux de cendres est exprimé par la formule suivante :

Cendres % = (M1x100)/M0/|100W]|

Ou:
M1 : masse, en grammes de la capsule avec les cendres.
MO : masse en grammes de la capsule et de poudre.

W : taux d’humidité (%).
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1.3.3. La température de dénaturation des fractions protéiques du pois vert :

Les tubes a essais contenant les protéines allergénes en solutions sont placés dans un bain
marré régulé a 30C° .la température est augmentée progressivement de 1C° chaque 3 minutes
jusqu’ a la précipitation de la protéine.

1.3.4. pH-isoélectrique des protéines allergénes du pois vert :

Aux solutions des protéines allergeénes sont ajoutés attentivement et progressivement de
I’acide acétique CH3COOH a 0,1M ou de la soude NaoH a 0,IN jusqu'a la précipitation de la
protéine. La valeur de pHi est indiquée sur le PH-métre préalablement étalonné.
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Conclusion

Le pois vert est parmi les aliments d’origine végétale les plus incriminés dans 1’allergie
alimentaire. Leurs protéines allergénes sont responsables de réaction d’hypersensibilité.

L’extraction de ces protéines allergénes qui sont : les albumines, les globulines, les
prolamines et les glutenines a permis 1’exploitation de ces derniers en quantité suffisantes par
des techniques basées sur la solubilisation, la centrifugation et la dialyse.

Le pH isoélectrique a été obtenu par pH précipitation. La teneur en eau a ét¢ déterminée
par différence de pesée et la température de dénaturation par augmentation de la température
jusqu’a la précipitation.

Il a été¢ montré que toutes ces protéines allergénes étudiées sont de nature glycoprotéique.
Elles ont des pH isoélectriques acides ou proche de la neutralité variant de 3,8 a 5,68.elles
sont caractérisées par une grande teneur en eau et une résistance a la chaleur.
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2. Résultats et discussion :
2.1. Détermination des paramétres physicochimiques du pois vert :
2.1.1. Le taux d’humidité et de cendre :

Tableau (IV.1) : Valeurs du taux d’humidité et du taux de cendre du pois vert

Matériel
Pois vert
Parametres %
Taux d’humidité 14
(%)
Taux de cendre 0,0436
(%)

Le tableau N° (IV.1), illustre les résultats concernant le taux d’humidité et le taux des
cendres du pois vert, le taux d’humidité du pois est de 14% alors que le taux des cendres est
de 0,0436%. Cette légumineuse présente une capacité de retenir 1’eau. Ces protéines
allergénes peuvent étre riche en acides aminés hydrophiles ce qui permet de passage des
molécules dans la vapeur de cuisson par conséquent elle favorise la sensibilisation des
muqueuses respiratoires donc la possibilité d’un asthme par allergie alimentaire (Mounert et
Vautrin, 1997). Les résultats obtenus concordent avec ceux obtenus par Mahroug, 2010.

Le taux des cendres est un indice de degré de pureté [12]. Mais ne peut étre considéré
comme facteur permettant de spécifier les protéines allergénes (Souiki, 2000).

2.1.2. La température de dénaturation et le pH-isoélectrique :

Les figures N° (IV.1) et (IV.2) montrent les résultats obtenus pour la température de
dénaturation et le pH-isoélectrique des fractions protéiques du pois vert.

Les températures de dénaturation de 1’albumine et des globulines, des prolamines et des
gluténines sont respectivement : 60 C°, 77 C°, 85 C°. Ces résultats révelent que ces fractions
obtenus sont caractérisées par une résistance a la chaleur ce ci s’explique par le taux des
protéines. Lorsque le taux des protéines augmente la température de dénaturation augmente.
La température de dénaturation provoque un changement conformationnelle se traduisant par
la perte de la structure secondaire et tertiaire (Sanchez et Frémant, 2003). Les résultats
concordent avec ceux obtenus par Mahroug 2010.

Les pH-isoélectriques de 1’albumine, de la globuline, les prolamines, les gluténines
solubles et insolubles dans I’acide acétique sont respectivement 5,68. 4,40. 3,80. 4,33 et 4,12.
La fraction d’albumine présente un pH-iso€lectrique proche a la neutralité, alors que les autres
se caractérisent par un pH-isoélectrique acide ; ce ci est interprété par le taux des glucides et
le taux des protéines. Les travaux de Hubry, et al, 2000 ont montré que lorsque le taux du
glucide augmente, le pH-isoélectrique vers I’alcalinité et lorsqu’il diminue, il tend vers
I’acidité.

33



Chapitre IV 2. Résultats et discussion

D’autres travaux suggerent que lorsque le taux des protéines augmente le pH-isoélectrique
tend vers ’alcalinité et lorsque ce taux diminue, le pH-isoélectrique tend vers I’alcalinité
(Mahroug, 2010). I1 a été difficile d’établir une corrélation entre le pH-isoélectrique et le taux

des glucides et des protéines. Vi que ces dernieéres n’ont pas été dosées par manque de
moyens.
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Figure (IV.2) : Histogramme des températures de dénaturation des protéines allergénes
du pois vert (Pisum sativum L).
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Figure (IV.3) : Histogramme des pH isoélectriques des protéines allergénes du pois vert
(Pisum sativum L).
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