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INTRODUCTION

INTRODUCTION

L’allergie est une réaciion excessive du corps & une substance habimellement
inoffensive.

Les protéines alimentaires d'origine végérale occupent une grande part dans
I"alimentation humaine méme si elles ont une valeur biologique moins importante que celle
des protéines d'origine animale. Cependant. certaines protéines végélales sont capables de
provoquer des réactions immunologiques indésirables chez les individus atopiques en
produisant les 12E manifestations cliniques dont ["anaphylaxie est la forme la plus grave. Le
nombre de ces protéines allergénes est en augmentation ces demiéres années. Cela est du a
plusieurs facteurs dont les changements des habitudes alimentaires, [“iniroduction d’aliments
exotiques, I'utilisation intense des protéines comme additifs alimentaires dans les produits

manufaciurés. les modifications lides au stockage et la création d aliments transgénigues.

Ces protéines allergénes végetales peuvent étre caractérisées par des parametres
physicochimiques tel que le taux de protéines, le taux de glueides, l¢ pH isoélectrigque, la
teneur en eau et la température de dénaturation, La recherche de relations entre ces paramétres
‘permet de comprendre le 1lé de chaque paramétre, son importance ef son influence. Elles
sont généralement des glycoprotéines de faibles poids moléculaire et possédent un pH
isoélectrique acide. En plus. elles sont caractérisées par la résistance 4 la chaleur et 4 Ia
protéolyse. Cela explique leur allergénicit¢ méme aprés cuisson et digestion gastrique, cé gui
facilite leur passage. sous la forme native, dans le sang et donc la capacité de se lier aux [gF

specifiques.

La diminution ou la suppression de allergénicité des différentes protéines allergénes
de I"arachide ou des autves aliments allergiques est possible grice 4 la biotechnologie et aux
traifements industriels. De nombreuses émdes ont éé réalisées pour eréer des aliments
hiypoallergénigues. Un groupe de cherchéurs japonais a réussi de réduire la quantité de la
globuline allergénigue contenue dans le riz en insérant le DNA antisens de DNA codant pour

cet allergéne.
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INTRODUCTION

L objectif de ce travail de mémoire était de :
- Extraire les familles des protéines allergénes d'arachides a savoir ; les albumines, les
globulines ; les prolamines et Tes gluténines.
- Déterminer le PH isoélectrique et la température de dénaturation de ces fractious,
" Ce manuscrit comporte 2 patties ; une partie d*étude bibliographique et la 2°™ partie
est consacrée pour les procédures expérimentales ainsi que les résultats et les

discussions.
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CHAPITRE I : ETUDE BIBLIOGRPHIQUE

I-Etude bibliographique:
I-1- Allergie

I-1-1- Historigue

Lallergie constitve un probléme de santé a I’échelle mondiale. Selon
"organisation mondiale de la santé (OMS) elle occupe le quairiéme rang parmi les
maladies mondiales [1]. En effet, Je premier allergique connu aurait été Ménes,
Pharaon de la lére dynastie en I'an 2650 avant JC. Allergiqueé au venin
d'Hymeénoptere, il serait mort a la suite dune pigire de guépe. Des personnages
célébres, tels qu Hippocrate (cinguieme sidcle avant Jésus-Christ quand Hippocrate)
et Galen (second sigcle aprés JC.) ont reconnu que e lait de vache ov de chévre
pouvait causer des troubles digestifs et de i"urteaire. Le début du 20&me siécle pour
que le phénomene d"anaphylaxie soit décrit et que ['allergie soit clairement défini.

En 1902, les Francais Richet 2t Portier ont déerit I'induction expérimentale
d'une hypersensibilité fatale chez le chien. Leurs expériences om! porté sur
I"administration successive & un chien de doses non toxiques de venin d anémones de
mer dans un but de désensibilisation préventive. Cependant. lors de I"injection d une
faible dose de poison, I'animal a bien supporté ["agression mais quelques semaineés
plus tard, lors de la réinjection de la méme dose de poison ¢i contrairement aux
prévisions. l'animal a réagit violemment €t éfait mori, Pour ce phénoméne
reproductible. ils proposérent alors le terme d’anaphylaxie, dérivé des mots grecs «
ana » pour coniraire el « phylaxis » pour protection.

Dés 1906, le terme « allergie » (allos, autre, ergon, action) a éé défini par
Von Pirquet comme « une altération de la capacité de I"organisme de réagir 4 une
substance étrangere ». Cette définition est extrémement large et inclut toutes les

réactions immunologiques. [2]

I-1-2-Définition et classification
L'allergie est actuellement définie de maniére plus restreinte comme « Une
maladie consécutive 3 une réponse du systéme immunitaire 4 un antigéne inoffensit ».
Il ne faut pas la confondre avec des réactions toxiques, ni avec des réactions non

toxiques mais également non innntmolegiques (intolérances alimentaires dont
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exemple est 'intolérance au lactose) d origine pharmacologique, enzymatique ou
psychosomatigue

L'allergie constitue une des classes de réponses immunitairés appelées
réactions d'hypersensibilité. Ces demiéres sont des réponses immunitaires néfastes

qui induisent des Iésions tissulaives et peuvent causer de graves maladies. [2]

En 1963. Gell et Coombs ont classé les réactions d hvpersensibilité en quatre

groupes en fonction de la vitesse de Ja réaction et du mécanisme impliqué. [2]

[-1-2-1-L'hypersensibilité de type I : immédiate on anaphylaxie

Elle est dite réaction immédiate vu anaphylaxie. ¢’est une réaction entre un
allergéne et des cellules sensibilisées par la liaison des IgE avec leurs réeepieurs
spécifiies Ta Combinaisnn aofigens=anieneps peosonpoes Ly Tértion par les cellules
basophiles et les Mastocytes d’histamine, de prostaglandines et de substances
vasoactives et provogue aussi la dégranulation des mastocytes. En clinique, I"asthme
allergique, la rhinite et la conjonctivite allergique. le choc anaphyldctique, certaines

uelicaires, 'cedéme de Quincke el I'eczéma atopique sont dus & ce type de réaction.

[1]

1.1.2.2- L*hypersensibilité de type II : Cyfotoxigue
Des aniicorps circulanis de type 1gG ou 1gM. Sont dirigés contre des antigénes
portés par les cellules d'un individu (cellule cible). Il peut en résulter un phénoméne

de cytotoxicité par les cellules K ou une activation du complément. [3]

L1.2.3- L hypersensibilité de type I1I : & complexes immuns

C'est une réaction entre "allergéne et I"anticorps circulant qui se lient pour
former des complexes immuns circulant (CIC) ; ceux-ci s¢ déposent dans les tissus ou
ils provoguent un inflammation. Les anticorps sont des IgG ou IgM de tvpe
précipitant. Les manifestations pathologiques apparaissent en quelque heures et la
réaction est dite semirerardée Des réactions de ce type jouent un rdle dans les
alvéolites allergiques, la maladie sérique, le lupus érythémateuy disséminé, certaines
glomérulonéplirites et la polyartérite noueuse. Ces trois types d’typersensibilité sont

des réactions a immunité humorale. [4]
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1.1.2.4-L>hypersensibilité de type IV : Cellulaire
Celle-ci se différencie des trois autres en ce sens qu'elles ne sant pas produites

par des anticorps mais par des cellules immuno-compétentes, les lymphocytes. Ces
réaction e caractérisent aussi par le délai de 24 & 72 heures nécessaire 4 l'apparition
des manifestations aprés la réintroduction de l'antigdne : d'oit le nom
d'hypersensibilité n'est pas transmissible par injection de sérum mais uniguement par
injection de cellules vivanles, essentiellement( des lymphocyies T. les réactions de
type IV entrainent des lésions tissulaires inflammatoires avec inflammatoire peut
conduire & des Iésions tissulaires iréversibles (Tableau I-1). [5]

Tableau (I-1) : Classification de Gell et Caombs (1963) des phénoménes allergiques. [6]

Type . .
X . [
| ivpersensihiliié | n . I EH b
! oo | Memee e les Compleses
Tvpe de réactinns | umij*_r_w | Comsige | :“‘?“ | Cellulae
| Délai de | [Semugenplé il 8 Semeretanld | .
., feamehiar Remi L RS
Lﬂl‘dﬂlﬂ"‘ﬂlﬁﬂl i | TRres) | fpuelyyries hemes) |
Jompintang, Pesimchion des Dermminfess.
| Maladies et | scttuge e, T WETOEEE Ty o, | ecaiinm o comtee
o o celintles s : .
| phénomeénes | e lme | pmopaluesa | dllags
. aldepane )
CHUTAIT el das - o RIS oo, 10
' | medicammeiichse , Lo e
] %Em‘-l”‘i ‘ i oraffes
| Wecteiirs [ B ammsiocyies. | i_'guh ou l_E-.'\.l. | G | L}mphm.:_\'m i
lectens plnles |, welmn K i N
| T 2 } * [
Hnfammee
S,
| | kucowmses, P I, |
Vedistenrs Poatider Prowungs o coumileumgnt ook
| ' wiivgms | cngplewen | phgemes | T ET T
e -3 . " at
| | Factor (PAFT | | wentiopid |
I-2-L’allergie alimentaire
[-2-1-Définition

1.'allergie alimentaire est une réaction d'hypersensibilité suite & I'ingestion
d'un aliment, elle correspond i 'ensemible des manifestations ¢liniques lides a uné
réponse immunologique vis-3-vis d'un allergéne alimentaire Elle est le plus souvent

1gE- dépendante. [3]

i
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1-2-2-Mécanisme de "allergie alimentaire
La réaction allergique est la conséquence d'une réponse anormale et excessive
du systéme immunitaire 2 la suite d'un contact avec une substance étrangére A
I'organisie, I'allergéne, considéré 4 tort comme dangereux par nos cellules.
Il existe différents types d'hypetsensibilité, c'est-g-dire de réaction inappropriée de
l'organisme, sclon les comiposants du systéme immunitaire mis en jeu.
L'hypersensibilité la plus fréquente est dite « hypersensibilité immédiate » est se

déroule en deux phases :

-a)Une phase initiale dite « de sensibilisation »

Lorsque l'allergéne entre en contact pour la premicre fois avee l'organisme
(aprés son ingestion). il st reconni par un type particulier de cellules du sysiéme
immunitaire : les macrophages. premiére ligne de déiense de l'organisme, présents en
grande quantité au niveau de la peau et des mugueuses.

Linformation de ce premier contact va étre transmise a d'antres cellules du
systéme immunitaire : les lymphocytes B. Ceux-ci ont la capacité de synthétiser des
anticorps est notanment impliquée dans la réaction allergique: les immunoglobulines
de type E (IgE), qui reconnaissent spécifiquement un allergéne donné. La réponse en
cascade du systéme immnunitaire se poursuit. Une fois passées dans la circulation
sanguine, les IgE vont se fixer sur deux autres types de cellules du systéme
immunitaire, les mastocytes lacalisés au niveau de la peau et des muqueuses et les
basophiles présents dans la circulation sanguine, Les mastocytes et les basophiles
contiennent ‘de nombreuses granulaiions, petites vésicules riches en substances
chimiques et vont capter l'allergéne lors de son 251 conlact avee 'organisme,

Cette phase de sensibilisation est cliniguement muette: le sujet ne présente
auoun symptome particulier. Les manifestations allergiques proprément dites ne se
déclencheront que lors du contact suivant, méme si celui-¢i intervient aprés an

intervalle de temps trés long (figure I-1).
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HASE DF SENSIRILISATION

Figure (I-01): Mécanisme de [*allergie alimentaire: phase de sensibilisation [7).

b) Phase de réaction allergique proprement dite ;

Lors du secoud confact avee l'organisme « sensibilisé », ['allergéne est
directement capté par les IgE fixées sur les mastocytes et les basophiles, ce qui
eritraine leur dégranulation, d'est-d-dire la libération des médiateurs chimiques
contenus dans leurs granules. Ces médiateurs chimiques sont responsables des
principales manifestations allergiques: le plus connu d'entre eux, Thistamine. a
notamment un trés puissant effet de contraction des muscles lisses. Son action est
compléiée par d'autres substances (protéases, leucotriénes, prostaglandines,..) qui
vont amplifier et propager la réaction allergique dans tout I"organisme {figure [-

2).[8]
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PHASE DE REACTION
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Figure (1-02) : Mecanisme de |'allergie alimentaire ; phase de réaction [7].

1-2-3- Les symptomes de V'allergie alimentaire ;

Une réaction fiéquente. mais a la fois anodine. est le syndrome allergique oral
: le patient ressent des démangeaisons au niveau des levres et dans la gorge o
éprouve une sensation pafeuse dans Ia bouche e au palais immédiatement aprés la
consommation d'un certain aliment. Toutefois, des enflures au niveau des lévres et de
la langue, de méme gue de la muqueuse bucco-pharyngienne. risquent également
d’apparaitre. Certaines personnes réagissent par des vomissements, des crampes
destomac ou de ventre et des diarrhées, d’autres par un eczéma (névrodermite), une
urticaire ou par une crise d’asthme. Cependant, une réaction allergique généralisée
allant jusqu'as choc menacant la vie du patient est également possible (Tahleau I-

23171
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CHAPITRE [ : ETUDE BIBLIOGRPHIQUE
Tablean (1-02) : les principales réactions allergiques clinigues. [10]
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1-2-4-Traitement

de I'allergie alimentaire repose str deux grands types de

traitements. Le régime d'éviction est le fraitement idéal des allergies alimentaires.

L identification des aliments responsables est indispensable. Tout régime d’éviction

alimentaire doil élre prescrit conlrdlé par un médecin et une diététicienne. Certains
facteurs de risques doivent également étre pris en compte : antéeédents de réactions
anaphylactiques, antécédents d'asthme instable ou mal contrélé, allergie 4 I"arachide,

aux noix el noisettes ainsi qu'aux poissons et erustacés, Ces éléments constituent des

facteurs de gravité qui doivent étre connus du patient pour éviter de développer un

choc anaphylactique. Le traitement symptomatique en cas de manifestations

anaphylactiques ou d’oedéme de Quincke avec oedéme de la glotle repose sur

I'injection d’adiénaline en premiére intention. La voie intramusculaire permet
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d"obtenir plus rapidement que la voie sous-cutanée, un pic sérique efficace. La voie
intraveineuse élant réservée 4 la téanimstion. Le stylo auto-injecteur (Anapen®)
permet au patient de &'auto-administrer (415 ou 030 mg dadrénaline. Les
antihistaminiques et les corticoides ont leur place en deuxiéme intention. sauf dass le

cas de ["urticaire ou de I"angio-oedéme non compligués, [11]

I-2-5-Epidémiologie sénérale des allergies alimentaires
I épidémiologie de ["allergie alimentaire est moins comnue que celle des
autres symptomes de 1%atopie, asthme, rhinites allergiques, eczémd qui ont bénéficié

de grandes études multicentriques internationales. Elle est délicate en raison de la

difficulté du diagnostique des allergies alimentaires ¢t de la lourdeur de la

méthodologie @ metre en ceuvre pour les éwdes épidémiologiques [12], Malgré ces
ralsons et bieh que 1'oi manque de donudes précises sur I'évolution de ces maladies,
des éiéments d appréciation indirects (augmentation de |"atopie. signalemeni accru
des accidents allergigues par les eliniciens) vont dans le sens d un accroissement

probahle de cette pathologie dans les pays a haut niveau de vie. [13]

1-2-5-1- L’épidémiologie des allergies alimentaires
Elle varie en fonclion des protéines étudiées :
A-L'ige
L'allergie alimentaire moins souvent impliquée chez les adultes que chez les

enfants, est beaucoup plus fréquente chez ces derniers ot Ja prévalence cumulée est

estimée entre 4 4 8.5% de la naissance 4 8 ans. 114]

Elle varie en fonction de 1’age. Elle est estimée & 4.19% de 1 2 3 ans. 3 2.79%.

de 3 a6 ans. 4 2.8% de 74a 15 ans, & 3.22% de 15 4 30 ans et 4 3,97% de 31 5 60
ans.[15]
B~ Les allergénes

La fréquence des sensibilisations alimentaires n'est pas identigue pour les
différents allergénes. Le pouvoir allergisant varie selon les aliments Ceux-c¢i sont
différemment impliqués en fonction de I'age. de la localisation géographique. des

habitudes alimentaires el des allergies croisées.

10
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C- Le terrain atopigoe

L atopie est incriminée dans 334 50% des dermatites atopiques de I'enfant, 2 4
8% des asthmes. 1 2 5 % des urticaires récidivantes ou chroniques, &t plus de 10% des
chocs anaphylactiques [16], L’enquéte de Kanny et al, confirme une prévalence des
allergies alimentaires plus forte chez les atopiques que chez les non atopiques (37%
versus 17% P < 0,01. [17]

1-2-5-2- Les facteurs de risques

Les allergies alimentaires peuvent é&fre graves, voire mortelles. Leur
augmentation est patente dans la population adulte et particulidrement chez les
enfants. Les facteurs de risques associés au développement des allergies alimentaires
sont néanmoins multiples, et peuvent se diviser en facteurs spécifiques 4 I"individu et

en facteurs lids & I environnement.
I-2-5-3-L.es facteurs liés 3 Pindividua

A-Facteur génétique
Les études de la transmission des parents aux enfants montrent que, pour un
enfant, le risque d’étre atopiqué est respectivement de "ordre de 9 4 18%, 25 & 40%.

el 50 4 70% lorsque aucun. un seul ou les deux parents sont allergiques. [ 18]

B-Sexe

[l semble que les gargons montrent un risque d’atopie plus élevé envers les
acariens, le pollen de graminées, I’allergéne de ["épithélium du chat, ainsi que pour le
développement de ["asthme. L'allergie alimentaire apparait dans les trois quarts des
cas avanl |'Age de 15 ans. Elle est plus fréquente chez les garcons, avec un sexe ratio
de 1,7/1 garcons/filles, [19]. Proportion également rencontrée pour les autres
manifestations allergiques chez l'enfant. L allergie au lait de vache chez I'enfant
semble toucher les denx sexes, et & 'opposé, chez I'adulte, [20], elle concerne
essentiellement les femmes (91,2% dans I"éude, Chez I"adulte, des taux plus élevés
d'igE towales et spécifiques de différents allergénes om é&ié mesurés chez,

["homme.[21]

il
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C-Age

Les allergies alimentaires apparaissent au début de la vie, notamment chez les
enfants ayant un terrain atopique. En générale. les taux d’1gE sont frés élevés dans
Penfance et diminuent rapidement entre 10 et 30 ans. [22], Ainsi, les allergies
alimentaires présentent une prévalence trés élevée avant 1'dge de deux ans. Dans le
cas de Iallergie au lait de vache, 'administration précoce de cet aliment, conduit 4
une sensibilisation durable et a de forts risques de développement d’une allergie
alimentaire chez les enfants atopiques. [23]. Ceci est dii au fajt que I"antigéne est
administré 4 un enfant dont la barriére intestinale n’est pas mature, et dont le systéme
immunitaire est essentiellement orienté vers une réponse de type Th2. La perméabilité
intestinale est 4 son maximum péndant les 3 4 4 jours aprés la naissance, puis diminue

avec 1'age, aussi bien chez les enfants atopiquies que les noo atopiques, [247. [25]
I-2-5-4- Les facteurs liés 2 I’environnement

A-Exposifion aux allergénes

Les enfants exposés ués 16t aux allergénes comme ¢’est le cas pour le lail de
vache mais aussi pour la moutarde contenue dans les petits pots et les plats préparés
pour les nourrissons et utilisés avanl 3 ans ainsi que le poisson et les fruits de mer
dans certaines coptrées, présenient plus de rsques de développer des allergies

alimentaires et de 1"asthme.[26]

B-Pollution et tabagisme passif

La pollution et le tabagisme passil sont des facleurs aggravant le phénoméne
allergique. [27]. Ts agissent comme des adjuvants de la réponse dllergigue La
pollution # des effels directs sur les cellules B via les hydrocarbures aromatiques,
conduisant 4 une augmentation de la réponse IgE. Le tabagisme passif quant & lui
augmente la prévalence d’une respiration asthmatique chez I'enfant, [28]. Et conduit

a une augmentation des concentrations d*IgE totales chez ["adulte-

C-Alimentation
L’alimentation jove un rdle primordial dans le développement correct du

systéme immunitaire. En etffef. tme alimentation inadaptée. aboutit & une détérioration
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du systéme immunitaire. Le lait marernel apparait en effet comme 1"aliment idéal pour

les nourrissons car il est parfaitement adapté a sa physiologie. 11 apporte

quantitativement et qualitativement tous les nutriments nécessaires pour le
développement des nouveaux nés sans risque de carence ni de surcharge,[28] Bien
qu'il existe dans le lail materne! des-allergénes alimentaires. il contient également des
facteurs de croissance qui facilitent la maturation de la muquense infestinale et des
anticorps IgA séerétoires qui contribuent @ diminuer la présence de ces allergénes

dans le lait maternel.

D-Infection

Lors d’une infection virale, le taux des [gE est augmenté chez "enfant et chez
I"adulte. En revanche, les infections baciériennes, peuvent prévenir une sensibilisation
allergique. En paralléle, les réactions atopiques sont beaucoup plus tiéquentes dans
les pays développés que dans les pays en voie de développement ou la prévalence des
infections bactériennes est plus importante. Différentes observations. tant chez
I"bomme gue chez les modéles animaux, [29]. Semblent montrer que Ja réduction des
infections baciériennes peut contribuer 4 ['augmentation de la sévérité el de Ia

prévalence des atopies chez 'homme, en modifiant I’équilibre de Ia balance Th1/Th2.

E-Hygiéne

L amélioration de ['hygiéne dans les sociétés des pays développés peut
conduire I'évolution du sysiéme immunitaire de I"enfant vers un profil de type Th2
associé 4 des réactions immunitaires IgE dépendantes. Le développement récent des
allergies alimentaires pourrait éire ainsi lié a la baisse des infections intestinales chez
I"enfant qui empécherait le systéme immunitaire de s’orienter vers des réponses

cellulaires de type Thl, moins impliquées dans les réactions allergiques. [30]

iz
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I-3-Biochimie des principales protéines allergénes alimentaires

d’origine végétale

[-3-1-Définition ef nomenclature

Les allergénes sont des antigénes reconnus par les IgE ei capables d'induire
une réponse immunitaire dite « allergique » liée 4 la synthése d'IgE spécifiques. Les
allergénes alimentaires sont appelés trophallergénes par ppposition aux allergénes
respiratoires. les pneumallergénes, Les trophallergénes représentent un groupe
important des allergénes et sont divisés en deux groupes selon Aalberse (1997):
» Capacité & seulement induire des symptéomes cliniques chez des individus
sensibilisés (allergénes incomplets)
« Capacité & sensibiliser et induire des réactions chez des individus prédisposés
(allergénes alimentaires complets). Un allergéne est dit majeur s*il fait réagir 50% des
sujets 4 cet élément, c’est-a-dire s'il est reconnu par les [gE spécifiques d’au moins
30% des patients testés et 57il donne des tests cutanés immédiatement positifs, & une
concentration trés faible, chez au moins 90% des sujets. Un allergéne est dit mineur
s’il nTintéresse environ que 10% des sujets. L7allergéne imtermédiaire se situe entre
ces deux chiffres. Un isoallergéne désigne un allergéne de masse moléculaire et de
fonction biologique identiques 4 un autre allergéne ayant une homologie de séquence
d'acides aminés d'au moins 67%. lls se différencient par leur point isodlectrique. En
effet, la modification de groupements carboxyles ou amino-terminaux fransforme
ainsi la charge ¢lectrique donc le point isoélectrique. Ces isoallergenes sont associés
en groupe car toujours reconnns ensemble. La dénomination de nouveaux allergénes
est codifiée par la nomenclature WHO/IUIS, publiée pour la premiére fois en 1986,
[31]. Et remise 4 jour en 1994 [32].Ref Type: Intemet Communication Ces derniéres
années. les avancées dans la caractérisation et la détermination de séquence
dallergénies oni été rapides. grice aux approches de la hiologie moléculaire, En
accord avec la taxonomie, les allergénes soni désignés comme il suit : les trois
premiéres letires du genre, un espace, la premiére letire de "espéce, un espace et un
chiffre arabe. Les chiffres sont donnés par ordre d’identification. Ainsi le premier
allergéne de "arachide (Arachiy Hypogaea) est Ara h 1. Il peut y avoir des précisions,
données lors de 'appellation, pour indiquer le genre ou I'espice exacte (Tableau I-

3).12
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1-3-2- Caractéristiques générales

La connaissance des allergénes alimentaires est en constante progression et
constitue la base de la compréhension des phénoménes allergiques et des conditions
du risque allergique alimentaire. [34]

Les wophallergénes sont classiquement décrits comme des glycoprotéines de
masse moléculaire variant entre 10 et 60 kDa. [35]. Etde points isoélectriques acides.
Il n'est pas connu de caractéristiques biochimiques ou immunochimigues uniques
propres aux allergénes alimentaires. Cependant quelques caractéristiques
biochimiques distinctes peuvent tre associées aux protéines reconnues comme étant
allergéniques. a savoir que les allergénes alimentaires peuvent étre solubles dans I'eau
(albumines) ou dans les solutions salines (globulines).

En dehors de la masse moléculaire suffisante pour asswrer une bonne
immunogénéeité et une absorption muquense, Mallargéniciie d uue proéine déperd
cgalement du nombre et des propriéiés des épitopes. Les épitopes sont lés portions de
Ja molécule protéique (antigénique) qui se lient & ['anticorps spécifique et qui sont
donc responsables de 'immunoréactiviié. On distingue les épitopes séquentiels ou
lingaires dépendant de I'enchainement des acides aminés (structure primaire), des
épilopes conformationnels dépendant de la structure tertiaire ou quaternaire de
I"aliergéne. Ces ¢épitopes conformationnels sont continus s'ils correspondent & un
enchainement d’acides aminés, ou discontinus s°il $"agit d'un rapprochement spatial
de sequences non contigués. [l est a souligner I'importance des épitopes linéaires dans
les phénoménes dallergie alimentaire puisque le systéme immunitaire peut les
rencontrer méme aprés dénaturation partielle et digestion danms le tractus gasiro-
intestinal. Les travaux de Vila et al (2001) ont illustré I"importance des épitapes
linéaires dans ["allergie alimentaire persistante et dans la valeur prédictive potentielle
des épitopes conformationnels.

Bien que la stabilité des allergénes soit démontrée pour un large éventail
d’allergies alimentaires. leur capacité de résistance & la dégradation est peu expliquée.
La présence de ponts disulfiwes dans la plupart des allergénes alimeniaires laisse
supposer que la swuciure de la protéine est un facteur important dans la capacité de
I'allergéne a résister @ la dénaturation. notamment lors de la digestion gastro-

intestinale, [36]. La résistance & la protéolyse est une caractéristique de l'allergie
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alimentaire. De méme. la résistance a un pH modérément acide caractérise nombre de

trophallergénes. Un allergéne majeur de I'arachide v'est pas dénaturé a pH 3. (2]

I-3-3- Classification
Les protéines allergénes alimentaires d’origine végétale appartiennent & 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 biclogique. [1]

1-3-3-1- La superfamille des cupines
La superfamille des cupines est déerite par une structure en double couche de
feuillets. [37] Les allergénes les plus étudiés de cette superfamilie sont les globulives
7S (vicilines) ou les globulines 118 (glveinines). A coi€ de ces deux superfamilles, se
classe la famille des proiéases & 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, [38]. 2 activités exo- et

endopeptidase. [2]

A- La famille des globulines

A-l- Struefure générale

Les protéines de réserve des plantes, solubles en solution saline, appelée
globulines, font pariie des premidres protéines a avoir €€ dadides et ont #1é déerites
en dérail par Osborne (1924). Ces protéines sont séparées selon leur coefficient de
sédimentation. Une large fraction est caractérisée par une sédimentation lente, de
coefficient 11S. Une autre plus petite fraction présente un coefficient de
sédimentation de 75. Les plobulines soni riches en lysine et en arginine mais plus
pauvres en ftryptophane et en acides aminés amidés (asparigine et glutaming). Les
globulines 118 sont des protéines multimériques de masses moléculaires de 300 a 450
kDa. Les globulines 78 sont souvent appelées vicilines car elles soni abondamment
présentes dans le groupe de Iéguniineuses Vicide.

Elles se présenient sous forme de protéine trimérigue de masse moléculaire de
150 4 190 kDa. Les globulines sontl synthétisées dans le réticulum endoplasmiqgue

rugueux (RER) avant d"étre transportées vers une vacuole ot elles sont stockées pour
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former des corps protéiques. Dans certaines céreales, les globulines soni stockées

dans g graing sous forme d une msirice protéique:

A-2- Struciure tridimensionnelle
La comparaison des séquences des globulines montre un degré d"homologie
limité, seulement de 35 & 45%. malgré leur haut degré de similarité structurale. Les
structures tridimensionnelles ont éié déterminées pour le précursenr de Ja globuline
118 du soja, la proglycinine, [39]. Du haricot vert, la phaseoline (figure I-3). [2]

I

Figure (I-03) : structure tridimensionnelle du (rimére de la proglycinine du soja
(Adachi et al, 2001). [2]

Trois protomeres sont représentées en rouge, cyan et vert. Les ponts disulfures
soni représentés par des sphéres aunes avee un angle de 1,2 A. 1A et IE indiquent les
ponts disulfures entre les cystéines 12 et 45 et entre les cystéings 88 et 298. N et C
indiquent les terminaisons N et C de la séquence. (a) axe de syméite 3D
perpendiculaire au papier. représenté par un triangle. (b) vue aprés une symétrie de

90° autour de |"axe de symétrie verticale.
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Figure (1-04) : strocture tridimensionnelle de la phaseoline).[2]

Chaque domaine comprend un tonneau B composé de plusieurs feuillets anti-
paralléles suivi par un certain nombre d'hélices. structure illusirée en figures 4 et 5
respectivement par le précurseur de la globuline 11S du soja, la proglycinine et la
globuling 7S du haricot, la phaseoline.[40]. A ’intérieur de cetle structure, environ 30
acides aminés sonl comservés ou ¢changés de maniére conservative pour les
globulines 7S et 118. Une majorité de ces résidus conserves est impliquée dans des
blocs inter-monomeéres ou dans des boucles inter-chaines, oll ils sont soumis 4 des
contraintes structurales, Cette similarité struciurale entre les globulines 118 et 7S a été
identifiée en [985 et améne & penser quelles descendent d"un ancétre commun. [41]
La structure tridimensionnelle de I"allergéne Ara h 1, Ia glebuline 78 de 1’arachide, a
&1é établie par similitude avee la phaseoline (figure [-4).

Figure (I-05) : Structure tridimensionnelle d*Ara h 1 élablie par homologic avec la
phaseoline (Shin et al. 1998). [2]
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La majorité des épitopes d’Ara h 1 esl localisée dans deux régions de
i"allergeéne. (a) - diagramme ribbon de ls structure tridimensionnelle d"Ara h 1. Les
aires en rouge sont les épitopes 10-22. Les épitopes 13 et une partie de 14 et 13 se
frouvent dans uné aire siructurale incertaine. (b) struciure tertiaire d"Ara I 1. Les aires
en rouge représentent les épitopes et lés atomes en jaune sont les résidus critiques

dans la liaison des 1gE (figure [-5).

1-3-3-2- La superfamille des prolamines
Ces protéines se caractérisent par un polymorphis_me génélique important.
Leur forte teneur en proline et en glutamine (30% a 70%), acides aminés présents
sous forme de motifs répéiés leurs confére des structures secondaires en coudes J et
en hélices poly L-Proline Il .A l'inverse. les séquences non- répéiées ont fendance a

former den strncires elobilaires.
(=3

Les cystéines présentes permettent la formation de ponts disulfures

intramaléeulaires. Leur point isoélecirique est proche de 8 et elles sont faiblement
chargées. Leurséquence polypeptidique comprend des séquences conservées A. B et
C (certainement issues de la wriplication d'un domaine ancestral commun, et parfois
délités chez certains groupes) riches en cysiéines ainsi que des séquences répéides,
aux motifs variables riches en proline et glutamine. [42]

Ce squelette de huit cysiéines permet de classer ces protéings dans ce méme
groupe alars que les prolamines oni d'abord été identifiées par leurs caractéristiques
biochimiques de solubilité. Certaines enfin subissent des protéolyses lors de leur

maturation post-traductionnelle.

Les prolamines constituent le groupe principal des protéines de réserve des

graines de céréales et des graminées, Elles réprésentent la famille de protéines
allergéniques la plus importante sur le plan quantitatif. Quatre groupes de prolamines
représentent des allergénes alimentaires : les prolamines, les albumines 28 trouvées
‘dans les noix et les graines. alpha-amylase/inhibiteurs de la trypsine dans les graines
de céréales, et les protéines non spécifiques de ransfert des lipides trouvées dans les
truits et légumes .Ces wois groupes ont seulement le squelette cystéine en commun
sur le plan structural. [43]. En revanche, ils présentent des structures hélice alpha trés
similaires. Ces structures sont irés stables a la chaleur et & la protéolyse (figore I-6).

21
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Figure (I-06) : Structure secondaire des allergénes de la superfamille des
prolamines A / Albumine 28 de graine de colza. B/ nsLTP de |'orge, C'/ inhibiteur
d’o-amylase de blé. D /Protéine hydrophobique de soja HSP Gly m 1. bleue :

hélice v, rouge : coudes B, jaune : les ports disulfures.[1]

A- Les albumines 2§

Les albumines 28 formenr un groupe majeur de protéines de stockage de
nombreuses espéces de dicotylédones. Elles sont formées de deux sous unités jssues
d'un précurseur protéique unique et relides entre elles par quatre ponts disulfures.
Elles sont hydrosolubles et généralement riches en acides aminés soufrés et en hélice
dlpha. Les albumines 28 sont stables a la protéalyse el peuvent éire liges aux lipides.
En plus de leurs réle principal, d'assurer le développement de la graine. les

albumines 28 jouent un role de défense contre les champignons (figure I-7).
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A=1+ Structure tridimensionnelle:

Figure (I-07) : structure tridiménsionnelle de la napine (Bnlb), albumine 28 du colza
rico &t all. [2]

La boucle qui correspond a la région hypervariable est indiquée par la féche
rouge. Les terminaisons pour des chaines peiites et longues sont respectivement

nomimées S/N- et L/N- en N-terminal et §/C- et L/C- en C-terminal.

B- Les protéines de transfert de lipides non spécifiques nsL.TPs

Les nsL'TP sont des protéines monomériques de faible poids moldculaires, de
point isoélectrique basique. Elles sont composées de quatre ballots d*hélice alpha st
forment un tunnel hydrophobe pouvant accueillir des lipides, [44]. ‘Généralement.
elles s'accumuien dans la couche externe de I"épiderme des organes végétaux ce qui
explique la grande allergénicité de 'écorce par rapport & la pulpe des fruits des
Rosacées. Leurs caractéristiques structurales communes sont 4 la base d une réactivité
croisée. Les nsLTPs sont résistantes 4 la protéolyse, aux pH modérés ef an traitement

thermique. c’est ce qui les rend des allergénes alimentaires puissants, [44]
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B-1- Les prolamines de céréales

Les prolamines de céréales solubles dans "éthanol sant les gliadines de blé,
les ‘séealines de seigle et les hordéines de I'orge, Elles présentent les protéines
majetres de réserve et sont localisées au niveau de I'endosperme. Les allergénes les
plus puissants, de cette famille. sont les gluténines de faibles poids moléculaires

(FPM) suivies par I"alpha gliadine el gamma gliadine.

1-3-3-3 Lsa superfamille de papaine de protéinases cystéines:

Cette superfamille est composée de trais groupes de protéinases de cystéines :
le groupe de papaine, le groupe de bléomycine hydrolase et le groupe de calpaine.
[45]. Ces proifases possédent des résidus de cystéines nucléophiliques dans leur sife
actif’ qui ont pour rBle de couper les liaisons entre les peptides. Ces enzymes sont

synthétisées comme des preprocnzymes orsont localisées au niveau des lysosomes.
1-3-4- Les allergénes de arachide

1-3-d4-1-Parachide

L’arachide (drachis hypogaena) est une plante Jégumineuse de la famille des
Papilionacées, comme les pois, les lentilles, le lupin, le soja. lss féves ou encore les
haricots. La graine d’arachide, appelée cacahuéte, est composée de 24 & 29% de
protéine (figure 1-8). [11]

Figure (1-8) : Arachis hypogaea
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1-3-4-2- Les protéines *arachide
L arachide posséde plus de 30 protéines différentes. Lélectraphorése
bidimensionnelle de 1 arachide illustre bien cette chimie protéigue complexe (figure I-

9),
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Figure (1-09) : Electrophorése hidimensionnelle de I"arachide et identification des
protéines (m°1 : Arah 1. n"2-3 : Ara h 2, n9%-7 : Ara h 6. n°8-22 : fragmentsde
glveinines (Ara h 3/4) ;: MM : masse moléculaire ; pl+ point isoélectrique. [46]

1-3-4-3- Les allergénes identifiés de "arachide

Au cotirs des 20 demiéres années, de nombreuses protéines de INarachide ont
été Caractérisées et identifiées comme étant des allergénes de I'arachide, ¢ est-d-dire
reconnues par les IgE de patients allergiques a 1"arachide. Les allergénes d"up alimen:
sont classifiés en deux groupes selon leur fréquence de reconnaissance par les 1gE

d*une population de patients allergiques a cet aliment, L'TUIS (Internatianal Union of
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Immunalogical Societies) répertorie 11 allergénes, nommeés de « Ara hl » 2 ¢« Ara
hlw. (Tableau I-4)

Tableau (I-04) : Caractéristiques des allergénes de I’arachide [47]

NN el | Praportion par
Allepgines | Seperfamilles Familles domnées | abtennesay | PHI iy p"El A
7 IS | bt [reolennes
b - riire ikeades | 53
Ambl chpings N g’]obuliaf.—?S‘_  sclie pd 617|438 14¢12-15
| dionbletys |
Amb] | prolusines | albemine 28 comteluging 17 Wehier | 5Y [ ATS003Y
I i lgluj -
Am§S cpmes | Elronlme 115 ghcmme hit 13 )
: - — : =i
An@s copmrs | Slabalee |08 dlwcimmne £l
AnhS | pmofilnes S
Anki | podomiees | dfswine X hc-m:llogu e i3 LTS 13
oo o
. ' s | omolorse dely _ B
= 1 1 |
Acf’ pootomimes | dlremEne S conghine ) 12
: 1 . o homalogue de | Pathogenesis-relaed -
Aqh§ déferise i 1 | o PRAD 1
- 1 e P

peetE e rtest o bmies e 58

Aatd | prelmises =
: spécifique (usLTP)

Amh 10 oleosine I6
Arh il _ vRGsine o -

La caractérisation des allergénes de I"arachide a ét€ initiée par Sachs et coll. en
1981 Cette dquipe a démontré les propriétés allergéniques d’une protéine, « Peamity,
complexe de 180 kDa & ['éiat natif, et présentant 2 sous-uniiés de 20 et 30 kDa par
technique électrophorétique,

En 1983, Barneti ¢t coll ont démontré le potentiel, allergénique de 1 arachine,
de la conarachine et d"une glycoprotéine réactive a la concanavaline A (Con A). |47]
Par la suite. Burks el coll ont mis en évidence une fraction immunoréactive qui
possede un poids moléculaire de 63 kDa et un pHi de 4.3.[48] .Cetie protéine s est
avérée ére identique 4 la glycoprotéine réactive 4 Ja Con A décrite par Barnett.
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L allergdne ainsi identifié, nommé Ara hl, appartient 3 la famille des
globulines 7S (viciline). Les cudes d'immumoréactivité avee des sérums de patients
allergiques ont montré qu*Ara hl est un allergéne majeur de I'arachide : prés de 90%
des sérums de patients allergiques possédent des 1gE spécifiques de cetie protéine.
[49]

En 1992, Burks et coll onl isolé et caractérisé un auire allergéne de 1"arachide,
appelé Ara h2. [50]. Ara h2 appartient 4 la famille des albumines 2S (conglutines). et
se présente en électrophorése sur gel de polyacrylamide comme un doublet 4 16.67 et
18,05 kDa.[51] .Ces doublets correspondent 4 deux isoformes qui se distinguent par la
présence/absence d’u séguence de 12 acides aminés. Ara h2 est reconnu par les [gE de
plas de 80% de patients allergiques & I"arachide, ce qui fait de cette protéine un autre
allergéne majeur de I"arachide. [52]

Récemment, Ara hé, une autre albumine 285, a ¢ét¢ également déerite comme

étant un allergéne majeur reconnu par 80 & 95 % des patients allergiques. [53]
I a ét¢ montré par Bemmard et coll. Que Ara h6 présente naturellement un
polymorphisme dans la graine d”arachide. Une isoforme d'Ara hé a été caractérisée
ainsi guun de ses produits issu d’une protéoiyvse naturelle lors de la maturation de la
graine d"arachide. Cette mawmration eniraing la formation d™un héiérodimére dont la
structurg est maintenue par des ponts disulfures, [54] .La reconnaissance d'Ara h6 par
les IgE de patients allergiques n’est pas modifiée par cette maturation naturelle. tandis
qu'une perte drastique de la liaison aux 1gE humaines est observée lorsque ces
isoformes sont réduites chimiquement.

Ces résultats suggerent done que I"allergénicité d'Ara hi dépend fortement du
maintien de sa conformation tridimensionnelle grace 4 ses ponts disulfures,

Des protéines d¢ la famille des globulines [18 (glycinines) ont également é1é
identifiées comme allergénes de I"arachide. Ara h3, qui a éié tout d’abord identifiée
par une approche de biologie moléculaire, présente une masse moléculaire de 58 kDa
et un pHi de 5.5. [55] .Ara h4, de masse moleculaire 36 kDa, est une isoforme de Ara
h3. possédant 91% d’homologie avec cette derniére. Cependant les glycinines dans
'arachide nexistent pas sous une forme entiére ou associde. Ara h3/4 esi
naturellement présente dans la plante sous forme de polypeptides de 14 4 45 kDa,
résultant d’une protéolyse natirelle au cours de la maturation de la plante.[56] Selon

les études se basani sur des formes naturelles ou recombinantes, cette protéine est

2

=1
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reconnute par 33 a 535% des IgE de sérums de patients allergiques 4 'arachide,[57] Ara
13 (profiling) et Ara 7 (albumine 28) ont également &té décrits comme des allergénes
mineurs de I"arachide. Ara h 8. la protéine homologue 4 Bei v 1. I'allergéne majeur du
pollen de bouleaw, a été récemment clonée et est reconnue par 835% des patients qui
sont sensibilisés au pollen de bouleau. Ara h9. la protéine de transfert tipidique (LTP)
de I"arachide a cgalement été caraciérisée récemment conime étant un allergéne de
Iarachide. Ara h10 ei Ara hil, protéines de la famille des oléosines, ont également
été décrites comme @tant des allergénes mineurs. Cependant, a ce jour. les formes
protéigues de ces allergénes n'ont pas éié isolées dans la graine. Leur présence
naturelle el Jeur proportion 0’ ont pas encore été évaluées. [38]

La plupart des allergénes de |'arachide peuvent donc étre décrits comme des
allergenes majeurs suivant la définition énoncée et Jes données de la littérature. Ainsi,
Ara hl, Ara h?, Ara hA g Ara h3 sant des allergines majenrs. Do plus. la
sensibilisation 4 un séul allergéne de 'arachide est relativement rare. On observe le
plus souveni une cosensibilisation & pratiquement tous ces allergénes. [39]

De nombreux épitopes ont €té identifiés sur ces protéines, les IgE des patients:
allergiques en reconnaissant souvent plusieurs d'un méme allergéne. Cependant, la
comparaison de la réactivité de ces allergénes purifiés semble établir un classement
suivant leur potentiel allergénique. Dans ces études, la réactivité esi évaluée in vitro
par la capacité de liaison aux IgE de patients aﬂargiques el dans des tests de
dégranulation de cellules effectrices. et in vivo, par des tests cutanés chez des patients
allergiques. [60]. La majorité des études fait ressortir le fort potentiel allergénique
des albumines 28 en dépit de leur faible quantité dans la graine d*arachide (tableau 3).

Les albumines 28 de "arachide (Ara hZ, Ara h6é) sont dés protéines résistantes
a la digestion et aux traitements thermiques. 1] a éi& mis en évidence un noyau central
résistant & [a digestion par la trypsine et la chymotrypsine, ainsi qu'aux traitements
thermiques, et gui posséde la méme capacité & déclencher la réaction allergique que
les protéines intactes. [60]. A [Mioverse, la digestion gasiroduodénale ji7 vitro d'Ara 11
conduit & une dégradation trés rapide de cette protéine. [61]. Cependant, il apparait
que les produits de cette digestion sont capables de se lier aux IgE anfi-Ara hl, de
stimuler la prolifération des cellules mononuclées du sang périphérique et de
provoquer ume libération d histamine par les basophiles de patientsallergiques aussi

efficacement que Ara hl infacte.[62] .Des travaux complémentaires ant démontré que
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certains: peprides issus de la digestion gastrigue d'Ara hl s organisent en 'a{g‘égats
constitués par 1"assemblage de deux 4 quatré polypeptides de MM d'environ 8 et 11
kDa. [63]. La formation de tels agrégats serait responsable de la préservation du
pouvoir déclenchant des digestats d'Ara il malgré la disparition de la protéine.

29
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IT- MATERIELS ET METHODE I’ANALYSE

I1-1-Description du matériel biologique
Les graines d’arachides ont été achetées du marché

[1-2- Préparation du tourteau de I'arachide

Les graines d'arachide (commerciales), sont d"abord grossiérement pilées. Le broyage

est ensuite finalisé 4 ["aide d'un mixer jusqu’ad "obtention d une péte homogéne. Cette pite

est alors mise en suspension dans de 1'éther (1/5, p/v) pendant une minute & température

ambiante puis 'ensemble est centrifugé a 4000 g a +4°C pendant 15 minutes. Les lipides de

I"arachide présents dans le surnageant sont ainsi s€parés de la partie protéigue du culot.
L opération de délipidation esl répéiée aprés remise en suspension du culol dans de I"éther.
Les culots sont ensuite laissés 4 17air libre pendant 24 heures powr laisser un maximum d'éther

s"évaporer avant de procéder ensuite 4 I"extraction protéique. [2]
[1-3- Extraction des protéines allergénes de l'arachide

i1-3-1- Fractionnement d'Oshorne (1924)

Le « fractionmement d*Osbarne » a constitué frés rapidement la référence des
méthodes d’extraction et de purification des protéines des plantes. Cette procédure, décrite par
Osborne.

en 1924, assemble différentes méthodes d’extraction en un fractionnement séquentiel.
Elle s’applique 4 tout matériel de graines broyées et s’appuie sur les différentes propriéiés de

solubilité des familles de protéines de plantes.

- Extraction des glohulines et des albumines
50g d'arachide délipidée sont places dans un bécher contenant 500cm’de NaCl & 0,5M .
PH=6. Le contenu est agit¢ pendant 2h a température ambiante puis centrifugeé 4 3000g
pendam 30 minules 4 tempéraiure ambiante, le surnageant] résultant est récupéré dans un
bécher de 1 litre:

250 ¢m’ de la solution de NaCl sont ajoutés a résidu de la 1°°

centrifugation. Le
mélange ¢st agité pendant 1h puis cenirifugé dans les mémes conditions. Le surnagednt
résultant est ajouté au 17, 'ensemble est dialysé contre 1'eau distiliée pendant 24h & (-4° C).
puis centrifugé & 4000 g pendant 15 min pour récupéré les albumines et les globulines.

i
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- Extraction des prolamines

150 am” d’aleool éthylique 3 70% sont ajoutés au résidu, le mélangé est agité pendant 2h
puis centrifugé 2 3000g pendant 30 min aprés centrifugation le culot est resolubilisé dans Ta
méme solution d"alcool est cenirifugé dans les mémes conditions. ) ensemble surnageant est
dialysé contre 'eau distillée pendant une nuit 4 froid. puis centrifugé 4 4000g pendant 15 min

afin de récupéré les prolamines.

- Extraction des gluténines
100 em” d’acide acétique 0.05M sont ajoutés au culoi résuliani, I"ensemble est agité
pendant 2h puis centrifugé a 3000g pendant 30 min. le résidu qui en résulié est additionné 2
50 em® d'acide acétigne 0.05M. puis agiié pendant 1h puis centrifugé dans les mémes
conditions.
Le surnageant est ensuite dialysé contre I'eau distillée pendant 24h (- 4% C), puis
centrifugé 4 4000 g pendam 15 min afin de récupérer les gluténines solubles dans ["acide

acétique. Le demier résidu représente les gluténines insolubles dans I’acide acétigue,
[1-4-Détermination des différents paramétres physicochimiques

II-4-1- Détermination de la teneur en ean

La teneur en eau est la quantité d’eau perdue par un produit Jorsqu'il est placé en
équilibre avec une pression de vapeur d*ean nulle, Elle exprime la mesure en gramme d'eau
pour cent grammes d’échantillon. La protéine allergéne possédant une masse Po est placée
dans des petites capsules en verre propres et séchées. Ces derniéres sont iniroduites dans une
etuve réglée a 80°C pendant 24 heures. Aprés étuvage, les capsules sont retirées et placées
dans un dessiccateur pour refroidissement. La protéine allergéne séche est pesée jusqu'a

massé constante Pi. La téneur en eau est donnée par la relation suivante : [1]

(Po—Pi) x 100

Teneur en eau (%) =
Po
Po: Masse de la protéine allergéne avant éiuvage (g).

Pi1; Masse de la protéine allergéne aprés étuvage (g).

3
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11-4-2- Détermination du taux de cendres
Les cendres résultent de la pyrolyse des impuretés minérales des composés
organiques. Elles représentent fréquemment de quelque % @ 10% de Ja masse d'un charbon, le
taux de cendres est meswré d'aprés la masse du résidu solide obtenu aprés combustion du
composé organique dans les conditions suivantes:
6g d'arachide broyée sont placés dans un four d 530°C pendant 5 heures.
Le taux de cendres est calenld selon la farmule suivante :
Cendres¥% = (Mix100) / Mol 100 - W1
W taux d'humidité

Mi :2"™ poids
M 1% poids

I1-4-3-Détermination de la température de dénaturation
Les tubes & essais contenant la protéine allergéne en solution sont placés dans un bain
marie réglé a 30°C. La température est augmentée progressivement de 1°C chague 3 minutes

jusqu’a la précipitation de la protéine. [2]

[1-4-4- Détermination du pH isoélectrigue

Aux solutions des protéines allergénes sont ajoutés attentivement et progressivement
de ["acide acétigue CH:COOH a (1M ou de la soude NaOH a 0, 1M jusqu'a la précipitation
des protéines. La valeur du pH isoélectrique est indiquée sur le pH métre préalablement

étalonné. [1]
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I1I- Résultats et discussion

1- Détermination des paramétres physicochimigues

a- La tencir e ean et faux de cendrey

Tableau (ITI-1) : valeurs des taux d*humidité el de cendres des protéines allergénes de ['arachide.

-

Teneur en ean (%) 164

" Tausx de cendres (%) 0.19

Le tableau (I1I-1) illustre les résultats concernant les taux d*humidité et de cendres des

protéines allergénes de 1 arachide.

Le taux d"humidilé et de cendre soni respectivement 16.4%: et 0.19%. 11 est consiaté que
Parachide posséde une capacité d refenir de "ean. Ceci peut étre expliqué par la richesse de ces
protéines allergenes en acides aminés hydrophiles. L hydrophilie de ces molécules permet leur passage
dans la vapeur de cuissen par conséyuent . elle favorise la sensibilisation des muqueuses respiratoires
done la possibilitt d’un asthme par allergie alimentaire[64] .elle maximise leurs propriétés
fonetionnelles lors du processus industriels,[65] .montrérent que la teneur en eau dépend de la nafure
des acides aminés et de la narure des glucides, vu que les protéines sont de nawre glycoprotéique ces
résultats obtenus concordent avec ceux obtenus par (MAHROUG 2010 et MONDOULET 2005)..

Le taux de cendres est un parametre qui indigue le taux de la matiére organique et les sels minéraux.
Pour le ble. il permet de classer les différentes variétés de farine, concernant ["arachide le maux de

cendres ne peut &tre considéré commeé un facteur permettant de spécifier les protéines allergénes. [65]
b= La température de dénaturation et le PH isoélectrigue
Tableau (I1i-2) : résultats des températures de dénaturation et des PHi des protéines allergénes de

I*aractiide

Protéing aliergine TempEraturs de PHI
et L

ALBUMINE 4s 5,20
GLOBULINE 55 4,43
'GLUTENINE INSOLUBLE 45 4:87
PROLAMINE 40 4,71

GLUTENINE SOLUBLE 38 511

Gl
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Le tablean (U1-2) et les figures (TII-1) et (II-2) donnent les résuliars concernens la
température de dénaturation et le PH isoélectrique des protéines allergénes d'origine, albuminique,
globulinique. prolaminique, gluténinique solubles et insolubles dans I"acide acétigue-

[ i o - |

a

3
, |

8

T° de Dénaturation ( °C)
A5E]
[=]

=3

| o - |
ALBUMINE GLOBULINE GLUTENINE ~ PROLAMINE GLUTENINE
r INSOLUBLE SOLUBLE ]

I Protéines allergénes |

Figure (II-1) : Histogrammes des températures de dénaturation des protéines allergénes de I'arachide

5,20 |

| 500 |

T

—

4,60

4,20

| 4,20

: ALBUPMINE  GLOBUUME  GLUTEMINE  PROLAMINE  GLUTENINE
INSOLUSIE S0LUBLE I

Figure (HI-2) . Histogrammes des PHI des protéines allergénes de Iarachide
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1l a été constaté gue la Fraction de Globuline possede le PH isoélectrique le plus acide ef la
température de dénaturation la plus &levée. Les afres proféines présententun PH isoélectrique acide et
presque neutre. Aussi, le PH isodlecuique esi proportionnel aux taux des glucides, quand l¢ taux des
glueides augmente le PH isoélectrique tend vers I"alcalinité et lorsque le taux des glucides diminue le

PH isoéleciriguetend vers V acidité. (Huby 2000).

L a & difficile d’établir la relation entre les différents PH isoélectrique el les températures de
denaturation, et le taux des prot€ines et des glucides. vu que ces derniéres n'ont pas été dosées par

défaui de matériels,

Ces valewrs concordent respectivement avec celle déterminées par (MONDOULET 2005 et
CHEFTEL et AL 1985).

Concernant la température de dénaturation ; il est obhservé que les globulines possedent la
temperature de dénaturation la plus €levée par rapport aux autres protéines allergénes exiraites. Toutes
ces protéines sont caractérisés par une résistance a la chaleur et leur allergénéeiie peut exister méme
aprés dénaturation cela explique I"allergénéeité constante de ces moléeules. Le pouvoir allergénique de
ces moléeules peut aceroitre  aprés chauffage c’est 4 cause d'un démasquage des épitopes par un
changement conformationnel au cours du guel les épitopes séquentiels localisés dans des régions

hydrophobes apparaissent (WAL, 2005).

Les valeurs de température de dénaturation sonl expliquées par le taux des protéines
(SANCHEZ et FREMONT 2003). La température de dénafuration nie provoqué ni la rupture des
lisisons peplidigues ni les liaisons reliant les glucides el les protéines mais elle provoque nn
changement conformationnel se traduisant par la perte de structure secandaire et tertiaire (FREMONT,
2003).

Des ¢tudes ont montré I"existence d’une relation eove le PH isoélectrique et la température de
dépaturation. Pour les proteines allergéues, lorsque la fraction glyconique est faible. le PH
ispélectrique est acide ef la température de¢ dénaturatian est élevée (HUBY &t AL 2000). Ces iésuliats
concernant le Phi et la température de dénaturation concordent avee ceux publiés par HUBY et AL

200 &1 avec cewx obtenus par (MAHROUG 2010).

3s
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Conclusion

L’arachide, Arachis hypogaea. est une [égumineuse riche en protéines (30%). On Ia
relrouve un peu partoul dans notre alimentation mais également dans de nombreux produits
non alimentaires tels que les cosmétiques et les denrées pour animaux de compagnie, Ces
protéines allergénes sonl responsables de réactions d hypersensibilité peuvent une entrainer
une réaction anaphylactigue menant parfois au décés. Les globulines et 'albumine, la
prolamine. les gluténines solubles et insolubles dans I"acide acétique ont été extraites par des
techniques basées sur la solubilisation, la centrifugation et la dialyse. Le pH isoéiectrique a
été obtenu par pH précipilation. La teneur en eau a ét& déterminde par différence de pesée et

Ia température de dénaturation par augmentation de la température jusqu'a la précipitation.

il 7 ée¢ montré que toutes les prowines allergénes émdices ont des pH isoélectnique
acides ou proches de la neutralité, Elles sont caractérisées par une résistance a la chaleur. La
température de dénaturation dépend de Ta quantiié de protéines mais ne dépend pas de la
quantité de glucides. Lorsque le taux de protéines est important, la fraction glucidique est
faible. le pH isoélectrique est acide et la température de dénaturation est élevée. Leur taux de
protéines et de glucides exercent Ia méme influence sur le pH isoélectrigue mais de fagon

opposée.
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Résumé :

Lallergie alimentaire correspond 4 des manifestations cliniques apparaissent aprés

"ingestion d’un allergéne alimentaire impliquant un mécanisme IgE,

[*atachide fait partie des aliments les plus allergiques; le sujet auquel notre projet se
focalise procédant a .. |

- L'extraction de "albumine, globuline, prolame. gluténine soluble et insoluble dans i*acide
acétique a partir de |"arachide.

-La détermination de la teneur en eau, taux de cendre. température de dénaturation et le PH
isoélectrique.

Il a été déterminé que les proiéines allergénes de 'arachide possédent des PH
isoélectriques acides. et une capacité & retenir I'éau  permetiant aux allergénes le passage par
voies respiratoires sous forme de vapeur provoguant ainsi I"asthme, aussi elles présenteni des
tempéraiures de dénaturation élevées qui rendent les protéines allergénes résistantes a la

cuisson.

Mots clés: allergie alimentaire. [gE, arachide, protéines allergénes, asthme.
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Abstract

Food allergy is the clinical manifestations that appear after ingesting a food allergen
involving [¢E mechanism.

Peanut is one of the most allergic foods, the subject to which our project focuses
conducting:
- The extraction of albumin, glebalin, prolamin, glutenin soluble and insoluble in acetic acid
from peanut.
-The determination of moisture content, cinder content, denaturation temperature and pH
isoeleciric.

It was determined thal the proteins allergens of peanutl possess acidic isoelectrie pH,
and an ability to retain water allowing allergens passing through respiratary fract as steam
causing asthina disease, they also have high denaurmg  temperatures fthat make proteins

allergenic resistant to heat,

Key words: Food allergy. [gE. peanut, proteins allergens. asthma.
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