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Introduction | 2017

Introdnction

Le systeme immunitaire est une plateforme complexe en raison de la diversité et de Ia
particulanité de ces constituants. Constituant une aubaine pour les chercheurs, il reste
aujourd’hui la question en suspens du fait de multiples études entreprises afin de trouver
d’innovantes approches thérapeutiques.

En dépit des succés obtenus dans Iutilisation thérapeutique danticorps monoclonaux
depuis unc dizaine d'années. il s’avére possible d'utiliser des fragments d anticorps
constitués d"un seui domaine, appelés domaines Antibodies (dAb). Certains de ces fragments

dérivent d’anticorps dénués de chaines Iégéres, naturellement présents chez les camélidés .

Cesl en 1989, qu'une équipe de chercheurs dirigee par Greg Winter démontrait qu’il
¢tait possible d’obtenir des affinités de I"ordre de la dizaine de nano molaires en utilisant
uniquement les domaines variables (V) VH (H pour heavy Chain) d’anficorps de souris
obtenus par sélection in vitro 4 partir " animaux immunisés.

Ils mentionnaient déja la propriété qu’avaient ces dAbs de cibler des épitopes
inaccessibles aux anticorps conventionnels. Cette découverte est restée aneodotique jusqu’en
1993 quand une équipe a mis en évidence la présence d anticorps conventionnels mais aussi
d’anticorps dénugs de chaines légéres et de domaines CH1 (C pour constant domain) dans le
s¢rum dc dromadaires,

Les anticorps denominés HeAb {havy Chawm only Antibodies) lient leurs ¢ibles par un
seul domaine variable nommé VHH pour le différencier des VH conventionnels. Par référence
a leur petite taille, les dAbs de dromadaires, considérés comme les plus petits frapments
d’anticorps actifs, sont parfois nommés nanobody,

Afin d’approfondir nos connaissances et de contribuer 4 une bonne perception des dAbs,
via cetle perspective nous avons réalisé une recherche sur les différentes applications

thérapeutiques des dAbs entre autre leur effets sur les maladies infecticuses.

Notre travail a ét¢ divisé en deux parties, une théorique et 1’autre pratique selon le plan de
travail qui suit Chapitre T: Description du dromadaire, Chapitre 11: Les anticorps des
chamelles et ses applications, Matériel et méthodes, Résultats et Discussions, Conclusion,

Ayant pour objectif une application (la réalisation d’une extraction danticorps & partir du lait
de chamelle contre des maladies infecticuses).
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Chapitre | Description du dromadaire | 2312

énéralité sur le dromadaire
1- Définition
Le mot dromadaire (D) vient du grec dromas, qui signifie courenr. (1)
I caractérise le chameau & une seule bosse, son nom est Camelus

dromedarius. (SIBOUKEUR, 2009)

L’un des animaux d’élevage & pouveir supporter des conditions alimentaires et
climatiques tres défavorables, le (D) a longtemps constitué, I’un des principaux vecteurs
de sédentarisation des populations humaines dans les régions désertiques (SIBOUKEUR,
2009). Domestiqué en tant qu'animal de bt et de selle, il est aussi élevé pour son laif, sa

toison et sa viande. (2)

2- Morphologie

Caractérisé par de longues paties. un long cou incurvé,(4) des narines dotées d'un
s’ys.téme de fermeture et d'ouverlure, les levres du dromadaire sont fines pour
consommer facilement les plantes épineuses, ses yeux'sont protégés par de trés longs
cils et une bosse sur le dos qui contient un tissu fibrewx rempli de graisse servant de
garde-manger pour les périodes de disette ; pouvant nous indiquer son état de santé et
la qualité d’herbe consommeée. (figure 01). (6)(4)

La bosse
La téte
Les paties
'
Le cou
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Chapitre 1 Description du dromadaire | (37 2
Tableau 01: Les caractéres morphologiques des dromadaires (7)
| Les caractéres .
-Tgl]le Bqldg; Couleur Lopgeﬂte Poids de bosse _’\ﬁtes‘sg
(m) (Kg) (ans) (kg) (km/h)
450 &
225|900 | sable 4 brun fauve 25 - 15425
3004
1.80a2 | 690 | beige, caramel, gris, 40 & 50 94al4 -
plus de entre le blanc et le |
2 ~ 1000 fauve = = 4ous
1.70 a 400 a
2,30 900 = 35240 = -
3 = - 15220 — 4
2a230| 700 brun sable 4 roux 40 = =

N.B : {-) : non determing

3- Classification
Tableau 02 ; Classification de dromadaire (3)

Régne Animal
Embranchement Chordé
Sous~
embranchement vertéhié
Classe Mamnmufere
Sous- plisse placeniaire
Cétartiodactyle / sous-oirdere
COiydre Tylvpode
Famille Camélidé
Genre Camelus
Espéce Camelus dromedarius

4- Reproduction
La reproduction de dromadaire est saisonniére, les méles font la cour aux femelles
en tordant leur bouche, secouant leur téte ef émettant des sons. Les males cherchent 4
faire chuter les autres prétendants, (4)
Dans cette saison les méles deviennent agressifs envers les autres males. Leur but

est la conquéte de plus de femelles (Tableau 03). (8)
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Chapitre 1 Description du dromadaire 2012
Tableau 03 : La reproduction chez les dromadaires (8)
les caractéres de reproduction
L'agede Saison de Nombre de Duréedela sevrage
maturation (ans) | reproduction jeuane gestation (jours) (ans)
3 2
02 Février 1 365 & 440 prés de 1
S 455
Q3 Hiver 1 370 2 440 142
d 445
Q. janvier | 360 2
3 4
g 4 - ] 3603 420 -
36 :
Q4 = - 390 -

N.B:(-) non déterming

5- Régime Alimentaire
Les dromadaires sont herbivores, et ont besoin des sels leur permettant de stocker

et de fixer l'ean, les plantes halophytes qu’ils consomment contiennent des sels. (5)

La végetation est bien verte, le D peut se passer de boire, trouvant dans les plantes

l'eau suffisante pour son métabolisme. (4)

Son estomac est constitud de 3 poches pouvant cmmagasiner de 40 4 50 litres de

nourriture ou 120 hitres d'eaw (2) (1) eapable de borg 100 litves deay en quelques

minutes (1) (8)

6- Distribution géographique

_ ammp-

Figure 02 : répartition géographique du dromadaire (5)
La répartition géographique du dromadaire, dans les zones tropicales et
subtropicales s'¢tend des régions arides et semi-arides du nord de I"Afrique jusqu’au

nord-ouest du continent asiatique. (SIBOUKEUR ,2009)
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Chapitre [ Description du dromadaire 2012

Selon les statistiques de |'organisation des nations unies pour 'alimentation et
agriculture (FAQ) (2009), la population cameling mondiale 'éléve & environ 20
millions de tétes. (Dia, M.L et Ahmed O. Mohamed, 2011)

7- Adaptation au désert
Le dromadaire développe d’autres moyens pour s'adapter a ces conditions extrémes.

Les mécanismes d'adaptation utilisent des propriétés physiologiques et anatomigques (1)

7-1 Adaptation anatomique

Ses pieds sont larges pour ne pas s’enfoncer dans le sable

Une robe claire qui renvoie le soleil avec une fourrure épaisse

D’une peau épaisse ei protectrice, pratégeant le D du chaud. (9)

La fourrure laineuse protege 4 la fois du froid pendant Ia nuit et de la chaleur du jour. (8)
Les naseaux peuvent s ouvrir ou se fermer pour protéger son systéme respiratoire

Les yeux sont protégés par deux rangées de cils. (4)

7-2 Adaptation physiologiques
La bosse permet:

- De stocker I'4nergie en cas de famine (4) (1)

= De fournir l'ean (4)

- De jouer le réle de thermorégulateur. (2) (1)
1l résiste a la déshydratation supérieure & 30 % par un ensemble de mesures d*économie
d’eau (variation de la température, du métabolisme, de la sudation, rétention de I’eau au
cours de I"expiration ......) (1) (9) (4)
Le recyclage de I'urée avec une possibilité d’ingurgité de grande quantité d’cau et de sel
(n"urinant qu’un Y2 7). (2), (1)

8- Production laitiére
Les dromadaires, en les comparant @ d’autres animaux, sont capables dans des
conditions de sécheresse de produire une grande quantité de lait. (SENOUSSL, 2011)
Assez limitée dans les régions arides et semi arides. (S. ELLOUZE et M. KAMOUR,
1989)
Durant la période 2001/2005 la concentration du lait synthétisé est estimée par 1.5

tonnes (CHIBAH, 2011), (SENOUSSI, 2011).
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Les facteurs influengant sur la production laitiére

- Race : Les races asiatiques ont rapportées une production annuelle moyenne, soit
2,6 fois plus €levee que les races afficaines (SIBOUKEUR ,2009).

- Rang de lactation : la production laitiére chez la chamelle augmente avec le rang
de mise. (FREDERIC LHOSTE, 2004)

- Statut sanitaire: la prévention contre les maladies parasitaites pemmet
d’augmenter la production laitiére des Chs de plus de 65%. (FREDERIC
LHOSTE, 2004)

- FPacteurs elimatiques et alimentaires *

e La variabilité saisonniére de la disponible fourragére joue sur les
performances laitieres de la Chameile. (NARJISSE, HL, 1989)
¢ les performances laitiéres sont plus faibles en fin de saison séche
qu’en saison des pluies. (FREDERIC LHOSTE, 2004),
- durées de lactation
s L’amélioration des conditions alimentaires prolonge la période de lactation

¢t augmente la gquanfité de lait produite jusqu’a atteindre le double.

(STBOUKEUR ,2009)
* Elle augmenteen fonction de I'intervalle entre les mises bas. (FREDERIC
LHOSTL, 2001).

- la fréquence de traitement
La preduction laitiere augmente avec la fréquence de fraites,
(FREDERIC LHOSTE, 2004), (SIBOUKEUR ,2009)
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réseptation du lait de chamelle

1-Description de la traite
Le lait de chamelle d’origine alvéolaire, cisternal, et une combinaison des
deur, il est disponible par simple pression du pis alors que le lait alvéolaire nécessite
le déclenchement d*un réflexe d*éjection, généralement provoqué par la présence du

petit.(Ayadi M. et al, 2009)

Traité deux fois par jour, le petit allaitant est écarté pendant la traite. (CATHERINE
BAROIN, 2010) : le frayeur doit tenir l¢ bol de traite sous la mamelle sur sa cuisse,

horizontalement en prenant appui sur 1’autre jambe. (10)

Les chamelles sont des animaux trés sensibles et il est amivé que certaines
retiennent leur lait du simple fait de notre présence inhabituelle sur le lieu de traite.

Une telle rétention peut favoriser les mammites cliniques. (TOURETTE, 2002)

2- Caractéristique physicochimique et organoleptique du lait
Selon plusieurs auteurs (AMEL SBOUI et al.2009 ; CHIBAH, 2011 ;

SENOUSSI, 2011 ; SIBOUKEUR ,2009) , le lait de chamelle (1.Ch) présente comme

caracteristiques vrganoleptique : la couleur ef la saveur.
Il présente : le pH, T"acidité, la densité, la viscosité et une température de

congélation. (Tableau4)

Tablean 04 : Caractéristiques physiques et organoleptique du lait de chamelle
(AMEL SBOUT et al. ,2009)

Caractéristigues organoleptique et physicochimigue

: Acidité » Viscosité | Congélation
Couleur Saveur ® Doruic) pH Densité (centfipoises) @0)
blanche |sucré, acide, sald| 15 66 |099ct1034 22 ‘szg il

dousx, ) _
blanc mat| légeérement dpre | tréspen | 6.246,5 {1,0264 1,038 plus faible (=)

salé

e _. - e : 0.534-
blanc mat | sucré, acide, salé | plus acide 6,6 mois dense | plus faible 0.61
blanche . o - J

eu s 2 isciue i

mate peu saté 17,2 6,41 1,02 plus visqueux (=)

(-) - non déterminé
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3- Propriétés nutritionnelles

3-1 Caractéristiques chimigues
La composition ¢himique globale du lait de chamelle, montre néanmoins des

teneurs importantes en nutriments de base (protéines, matiére grasse et lactose), en
eau ef en matiére séche avec des proportions similaires & celles présentes dans le lait
de vache (Tablean 05). (SENOUSSI, 2011), (CHIBAH, 2011), (SIBOUKEUR
.2009)

Tableau 05: Composition chimigue globale du lait de chamelle (en%)
Comparaison avec le laif de vache.
(5. Raghvendar, S.K. Shukla, M.S. Sahani, C. Bhakat, 2004)

CpeRay constifuants
Eau MST } lactose MG Protéine | PNP
86 491 0,79 4.2 4,33 4,02 -

86 491 (=) 254 5.6 1,13 46 2544 S5alo

Lt ) ) 28 458 3,15 25445 )

chamelle 86491 ) 34456 27236 3435 46367

' (-) 0,667 4,278 3,75 3,415 1,04

) 0.854 L0 2914412 1.845.0 1.843.20 (-)

(-) ) 38443 1543.1 21425 {-)

) 0.75 1.2 38a57 2.0 4.2 25440 {-)

| Lait vache ) 0,75 0,402 0,325 0,305 076 |

.I?_.B_' MET = matiére seohe 1otale —= MG = matiere grasse » PNP = azoto non Protéique ( )~ non
dérerming
Les sels minéraux présentent des teneurs élevées en Na, N, P et en oligoéléments
tels que (Zn, Fe, Cu, Mn) par rapport au lait de vache. (Tablean 06) (AMEL SBOUT et
al. ,2009), (SENOUSSI, 2011), (CHIBAH, 2011), (SIBOUKEUR, 2009)
Tableau 06 : Composition en sels minéraux du lait de chamelle (en g/)
Comparaison avee le lait de vache. (AMEL SBOUI et al. ,2009)

Origine 5 . > L Wiy | = o
165t | 007% | |- 246= | | 002+ | 05= |
0.066 | 0,029 047200551 g 508 0,076 | 0,05

0,84+ [0,04£ 0.] 090+ 029+ | 001= | 002 | 0044

laitdu | 0,199 | 122 0315 | %46=039 0 4016 | oon2 | <0002 | 0304 | -
chamelle | 0924 | 02474 | 24.093 . 47143 0,001 3
: > s i 3 gk = . . H
0466 | 0.573 | s34 | 0ATRIT) 0ol 0,029
0116 | - 0,083 0.039 0.176 = = = -
109 | 14 7.6 58 179 | 0.021 | 0019 | 0015 | =
lait de la 3 0,07 & 002+ | 002+

= 0,43 £ 0,017 | 1,50+ 0,18 - 0.056 | 0,056 -

vache | 0060 | 0,088

(<) : non déterming
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Le lait de chamelle est caracténisé par une richesse en vitamine C, les valeurs
normales rapportées sont entre trois fois plus éleve que ceile du lait de vache.
Ce lait contient moins de vitamine A, B1, B2, E, acide folique et acide pantothénique que
le lait de vache ; pendant que le contenn de la vitamine B6 et B12 est environ le méme,
(Tableau 07). (R. YAGL, 1982), (Z. FARAH et al, 1992)
Tableau 07 : Composition en vitamines (mg/l) du lait de chamelle en
comparaison avec le lait de vache
(T.Stahl,H.P.Sallmann,R. Duehlmeir, U, Wernery ,2006)
(i_)n‘girye Nature de vitamines
dolait | - il
A Bl B2 B3 B12 E (a;.: de
(rétinol) | (thiamine) | (riboflavine) | (niacine) |(cobalamine)| (tocophérol) ascorbique)
Chamelle 006-]13- = 0.57 - : OE)T _ 0.56 374
374 L. 0023 &
037a | | ) ) ) A
1 264 0.16 4046 0.00 39 5,7a9.8
- 0.5 0.7 5.2 - - 46
0.020 00.0196 - - - 0.0327 0.0525
Vache | 0.27 10 4 4 21.50 0.60 11

(=) . non déterminé

4~ Propriétés thérapeutiques

Le lait de chamelle est un anti-infecticuses, anti cancéreuses, antidiabétiques et

plius géneralement comme reconstituant chez les malades convalescents
(G. KONUSPAYEVA, G, LOISEAT, B. FAYE, 2004)

Les niveaux élevés des protéines du lactosérum felle que les anticorps sont

beaucoup plus simples dans la structure que les anticorps du lait humain, de lui

permettre de pénétrer plus profondément dans le tissu humain et les cellules.
(Tableau 08} (11)
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Tableau08 : Tableau synthétique des différents effets thérapeutiques étudié dans

le eas du lait de chamelle

les matadies

effets observés des protéines du lactosérum

pourcentage
(%)

Diabéte

hypoglycémie et régulation de la glycémie
(teneur ¢levé d’insuline)

1.67

Allergie de lait

Hypoailergies (absence de ﬁ ~lactoglobuline et la

nouvelle B ~caséine qui est différente de celle de

vache)

Infections

Diminution des réactions inflammatoires (effets
anti bactérienne, antivirale, antifoengique) ; la présence
- De lactoferrine(LF)
- De lactoperoxydase (LP)
- De lysozymes(LZ)
- De protéine de reconnaissance
de peptidoglycanes (PGRP)
- Des immunoglobulines (Tg)

- N-acétyl 3-D- glucosaminidase (la NAGase)

2,5 (hépatite)
7.5 (HIV)

Tumeurs

- Arrét de l'activité métabolique de précurseurs
de 'ARN
- stimulation du Systéme immunitaire
(Ie, LF, LP, PGRP et teneur élevé de la
vitamine C)

Maladies auto
mmunes

- lerenforeement du systéme imniunitaire (LF)

Reconstituant

- activité physique
- Le renforcement des défenses immunitaires

(teneur élevé de la vitamine C)

{-) : non déterminé

5- Les caractéres microbiologiques

Ce lait est idéal pour la croissance et fa multiplication de micro-organismes en

raison de sa constitution autritionnelle.

Un lait cru établi de fagon aseptique a partir d'un animal en bonne santé contient

en genéral quelques bactéries telles que les bactéries lactiques. (Omer, R. H., A. H.

Eltinay, 2008)
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La qualité microbiologique de lait cru de chamelle et leurs effets inhibiteurs (due
4 la présence des protéines Protectrices) sur les bactéries pathogénes s"appuient sur
la numeération de quatre groupes de micro-organismes (La flore aérobie totale, les
psychrotrophes, les coliformes, les bactéries sporulantes). Sa charge ne dépasse pas
5.10° germes /ml (M. G. EL-ZINEY, A. 1. AL-TURKI, 2007) (SIBOUKEUR,
2009)

Cependant, dans le cas d’un pis infecté ou de contamination on peut noter la
présence de quelques germes pathogénes variant entre 100 & 108 ufc /ml (ableau09),
(Dr. HABIL. U. WERNERY, 2007)

Tableau09 : les valeurs statistiques de Ia qualité microbiologique du lait de
chamelle cru (Omer, R. H,, A, H. Eltinay, 2008)

Microorganismes moyenne (ufo/ml)

flore aérobie | . i e o
5510 |1.8x10° ()

lotale

coliformes L4x10° |6.8<10" [107 4 10°

psychrotrophes  [3.8+10% | (-) (-)

sporulantes 12.1210° (4 (=)

staphylocoques  |2.7 x10% [1.2+107 [(<)

bactéries lactiques ‘ (=) =) (-)
Les levures 19107 [4.1=10" [()

(=) non déterminé

6- Présentation de systéme protéique du lait de chamelle

D’aprés I'apport nutritionnel et leurs propriétés techno-fonctionnelles.
particuli¢res, les protéines du lait revétent une importance considérable an double plan
quantitatif et qualitatif. (SIROUKEUR, 2009) La teneur moyenne en protéines dans
le lait de chamelle (LCh) avoisine 33g/1.

En le comparant au lait bovin, la distribution des protéines est irréguliére car

certaines protéines sont spécifique ¢t d’autres sont absentes tel que la f-

Lactoglobuline (B-Lg). (SENOUSSI, 2011)
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Selon leur solubilité en milieu acide, ces protéines se répartissent en deux
fractions : les caséines et les protéines du lactosérum (figure 03). (SIBOUKEUR,
2009)

Protéines

Lactosérum

Caséine (CN)
Majeurs Protéeses peptones Mingures

albumine sérique a-lactalbumine (v-La)

v oy
LZ

Proteines s‘pécij{lques LF Ig

|
Vo

PGRP WAP CWBP
Figure 03 : schémas représentatif des protéines totales du lait camelin
(SENOUSSI, 2011)

6-1- Caséine

Les caséines(CN) camelines sont des phosphoprotéings élaborées dans les

cellules lactogenes et représentent 73 4 81% des protéines totales, contre 83% dans le

lait bovin. (SENQUSSI, 2011), (CHIBAH, 2011),

Les caséines camelines possédent une organisation micellaire. Ces micelles
somt des colloides constitués de quatre types de CN  (o.)-CN, 0-CN, B-CN, x-CN).
(STEFAN K.t al, 1997)

On observe une certaine variabilité dans le taux des différentes fractions

caséinique en homologie avec les caséines bovines (tableau 10).
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Tableanl0 : Comparaison de taux des fractions caséinique(en %) du (LCh) &
celui du lait de vache (STEFAN K.. FARAH Z. ZDENKO P., 1997)

Ebe _ Les pmlmnei T
wi-CN | 8s-CN || BCN | «CN
38 | 21 65 3.5
22 95 635 3.5
¢hamell — -
chamelle =38 | 95421 28365 | 3543
39 | 36 64 56
vache 36 10 34 13
Homologue
CN camélidé ar ; :
avec CN 25 W 64 %
bovines%

6-2 -Les protéines du lactosérum
Les protéines sériques constituent la fraction soluble des protéines du [ait. Leur
concentration est de 20 & 28% dans le lait camelin Excepié la g lactoglobuling (p-Lg).

Les principales protéines retrouvées dans le lait de chamelle (LCh) sont
communcs aux autres cspéces. (CTIBATL 201 1)

On distingue

-les protéines majeures (« lactalbumine, albumine sérique)

- les protéines mineures (immunoglobuline, lactoferrine, lactoperoxydase, lysozyme)
-les protéose-pepiones. (SIBOUKEUR, 2009) (CHIBAH, 2011) (SENOUSSL 2011)
D’autres protéines mineures spécifiques du (LCh) ont &t isolées se caractérisant par :
- Une protéine de reconnaissance des peptidoglycanes (PGRP)

- La Whey acid protein (WAP)

- La camel whey basic protein (CWBP). (SIBOUKEUR, 2009)

Le tableau 11 résume les différentes séroprotéines du (LCh)
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Tableau 11: Représentation des séroprotéines du lait de chamelle

(SIBOUKEUR, 2009 ; SENOUSSI, 2011)

séroprotéines dulait-de.chamelie

o~ lactalbumine

Dans fe (LCh), I' o-lactalbumine (o-La) est présente a des taux allant de
1.6223.19 mg/ml. Elle posséde une fonction biologigue bien définie dans
la glande mammaire, en interagissant aveo la B (1.4) galactosyl transférase
pour former le complexe lactose synthéase). L° a-La est aussi identifide
comme une métalloprotéine fransportant le caleium,

majeurs

albumine sérigue
(SA)

C'est la seule protéine du lactosérum qui n'est pas synthétisée par la glande
mammaire. Elle passe dans le lait par diffusion passive ; son role est de
transporter des acides gras insolubles dans le sang. Elle constitue un taux de
1,5% des protéines fotales du lait er 8% des protéines sériques (SA)
représentant la plus longue chaine peptidique de toutes les protéines
seriques, leur séquence primaire d'acides aminés révéle une identité de 76%
avec l'albumine sérique humaine

B-lactogluline (B-
Lg)

lactoferrine (LF)

la B-Lg est la protéine la plus abondante dans le sérum du lait de plusicurs
especes animales Elle appartient 4 la famille des lipocalines ; la B-Lg
posséde la capacité de fixer des molécules hydrophobes et amphiphiles
(hexane, acide palmitique, vitamine D);l'absence de B-Lg dans le lait de
chamelle a et confirmée par des techniques immunologiques n'ayant pas
mis en évidence des réactions croisées entre le sérum du (LCh) et des
anticorps anti - B-Lg
LF est une protéine d'origine mammaire, Cette protéine appartient 2 la
lamille des transferrings, Lear concentratlon est plus abondante dans le lail
camelin 0,7g/l. Diverses fonctions biologiques lui sont attribudes -
antimicrobienne, antivirale, anti-tumorale et antifongique

mineurs

lactoperoxydase
(LP)

Est un ensemble d'enzymes appartenant au systéme non immun normal de |
la défense antimicrobienne du lait. La LP est une chaine glycoprotéique
possédant un effet bactéricide trés prononcé contie les bactéries GRAM- et
un effet bactériostatique contre les bactéries GRAM+. D¢ méme, elle
semble avoir une activité inhibitrice contre les vitus et les moisissires

lysozyme (LZ)

le LZ est une enzyme bactériolytique présente naturellement dans le lait de
mammifére, Cette enzyme clive la liaison glycosidique B(1-4) de
peptidoglycane de la paroi bactérienne . Le LZ de (LCh) résiste & un
chauffage de 85% a 648 pg/100ml. En plus de son action lytique, il posséde
une activité chitinolytique Tui permettant d'agir sur les levures et les
champignons
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immunoglobuline

(Ig)

dans le (LCh), on trouve différentes classes d'lg entre autre IgA, [gM et les
TgG. La concentration en [gG dans ce lait est supérienr a celle du lait de
vache. Au premier stade de lactation leur taux moyen est de 100.7 mg/ml Ils
sont appropries aux traitements thermiques et résistent 4 un chauffage de
75°C pendant 30 mn, ils présentent différentes sous classes ou les [gG 2 et 3
représentent 50% du sérum des camelidés.Ces 1z présentent une activite
inhibitrice sur les enzymes. En raison de leur petite taille. ils peuvent &tre
cousidérées comme une meilleure approche pour les thérapies humaines.

protéines

specifique de lait

PGRP: la famille des PGRP sont des molécules du systéme immunitaire
inné possédant des fonctions antibactériennes. C’est un composant
intracellulaire des neutrophiles et est également produite dans les cellules

épitheliales et dans les sécrétions corporelles. Elle est identifige dans ie LCh

@ untaux de 19% dans le cas de mammites ce taux augmente jusqu'a
45%.Elle exerce son effet antibactérien par I'inhibition de la synthése des
peptidoglycanes.

de chamelle

WAP, son faux dans le LCh est estimé & 157mgl. La WAP est
indispensable pour le maintient de la stabilité de la séerétion du lait.

CWRBP: elle est détectée aprés 48h suivant la mise bas de la chamelle 4 un
taux de 1.7g/l.Son taux augmente jusqu'a atteindre 3. g/l dans le lactosérum

nrofénses peptones(PP)

Les PP sont definies comme la fraction des protéines du lait restant soluble
aprés chauffage duo lait 4 95°C /30mn. Cette fraction peut étre divisée en
deux groupes selon leur origine. Le premier est le résultat de l'action de la
plasmine sur Ia caséine f et lautre dont le composant PP3
(phosphoglycoprotéine) est lc constituant majeur, se frouve a unc teneur
moyente de 220mg/l. Leur concentration dans le (LCh) augmente au double
lorsque celle des 1gGs chute ce qui pourrait confirmer leur réle
antimicrobien.
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es anticorps du lait de chamelle et ses application
La biothérapie est fondée sur I'emiploie d'organismes vivants et de substances
“ prélevées sur des organismes vivants (hormones, sérums, extraits d'organss ou de
tissus).
Les Immunoglobulines sont des globulines sériques particuliéres ayant la propriété de se
combiner d'une maniére spécifique 4 certaines substances étrangéres solubles ou cellulaires

qui Jeur correspondent appelés antigénes.

1- Les anticorps du lait de chamelle
1.i- Définition des anticorps simple chaine
La famille des Camélidés présentent une particularité se résumant 3 la production
d’1gG 4 domaine unique/ simple chaine, en dehors des 1gG conventionnels.
ls représentent plus de 50% des anticorps fonctionnels. (MIDINHOUEVT, 2007)
Ces anticorps simple chaine (HCAbs) n’ayant pas de chaines 1égéres, sont composes d’un
domaine variable VHH (partie variable des anticorps simple chaine) différent des VHs (partie
variable de chaine lourde) et d’une région constante dépourvue du domaine CHI remplacée
par une région chamiére étendue. (Nick Deschacht et al, 2010)(MIDINHOUEVI,
2007)(WAEL MAHMOUD, 2008)
Le poids moléculaire de la chaine lourde HCAb est d’environ 95 kDa tandis que I’IgCr
conventionnelle fait 160 kDa. Le domaine variable de la chaine lourde (VHH) des
anficarpe glmple chaine est seul responsable de In haison avee les antigéncs (Ogw04).

(MIDINHOUEVI, 2007)

conventional antibody heavy-chain antibd

camelid

Figure 04 . les caractéristiques strueturelles d’anticorps simple (HCAbs) et

conventionnels (Janusz Wesolowski et al ,2009)
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L.2-  Organisation de la structure et des génes
1.2.1- Structure d'anticorps 2 chaine lourde
Les anticorps simple chaine (HCAbs) sont composés de deux chaines lourdes, chacune
4 trois domaines, deux domaines constants, (CH2 et CH3) (SARAH DE CLERCQ ,2010)
et un domaine variable VHH unique de liaison & ['Ag. (Ikbel Achour et al, 2008)
(SARAH DE CLERCQ ,2010)
Cette VHH appelé Nanobody pour la forme du paratope, a un diamétre
de 2.5 nm et une hauteur de 4 nm. 5. (Katja Conrath et al, 2005)
L absence de domaine CH1 3 chaine lourde des anticorps explique l'absence de la
chaine légére (figure 05). (SARAH DE CLERCQ ,2010)

(E)

Site de

 liaison
* d'antigéne

Figure 05: Diagrammes représentatifs de la structure d'anticorps a chaine lourde et
un VHH (Franeisco et al, 2011)

1.2.1.1 - Nanobody (VHH)
Les VHHs dérivent des anticorps simple chaine et constituent les plus petites entités
actives conservant une grande affinité aix antigénes spécifiques. Constitués de 118 2 136

acides aminés (aa) avec un poids de 15 kDa, leur séquence acide aminée est organisée en

trois régions hypervariables (CDR1, CDR2 ef CDR3) constituant le paratope séparé par
quatre régions charpentes (Framework- région) (FR1-FR4). (Francisco et al, 2011)

La CDR3 la plus large est suivie de la CDR1 ,de I'interface antigéne-VHH (1700 &),
de la substitution des acides aminés (aa) hydrophobe par (aa) des acides aminés
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hydrophiles au niveau des VHH empéchant toute liaison des VHH avec les VL et
augmentant la solubilite et la flexibilité (MIDINHOUEVI, 2007), mais la longueur de
CDR et du second pont disulfure réduit leur fexibilité et contribue 4 I"affinite (SARAH
DE CLERCQ ,2010) (Francisco et al, 2011)

1.2.2- Organisation de géne d’Immunoglobulines
L’organisation de génes des camélidés de la région VDIC qui expriment une région
variable V contient & la fois les génes (VHH, VH), suivi par une unique  diversité, de
jonction DH-TH grappe et des génes de la région constante C, qui comprennent & la fois
des CHH et des génes CH.

Le séquengage complet de la région VDIC sélectionne 223 kb organisé dans l'ordre
suivant:5' -VHH- 3VH <7DH- 7JH- Cp-~ C8- Cyzp— Cyye- Cyyp- Cyzs — Ce — Co= 3
(Ikbel Achour et al, 2008)

La fraction séquencée de la grappe V en homologie avec la famille des génes du VH3
des Ig humaines (WAEL MAHMOUD, 2008) contient & la fois les génes VHI et VH
suivie par une unique DH-TH grappe ¢t de génes de la région C, y compris de genes CHH
(Cy 2b et Cy 2¢) de IgG homodimeéres et génes CH (Cy la et Cy1b) de tétramére lgG

(Figure 06) (Ikbel Achour et al, 2008)

S < | T — e o e b e o
Vl (Ha Vﬂa VHI DH ‘ Jy S Cyt S5 Cé&
| I
[ B .| i
1 Y 24 1t ? RaeAE 7. C1C2C3AC4.5 M1 M2 (5] cz.;;
1234567 :
Srp 20 57, Ctya gy, e By, Y

C 1]
SE £ S -
§f .

T * g}
C1G2G3C4-5 M1IM2 G HG7 3-8 1

Figure 06 : L'organisation détaillée des génes et des struetures de domaine de chaque
géne C la région VDJC (Ikbel Achour et al, 2008)
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1.2.2,1- organisation de géne VHH

La séquence de VHH est composée :

De quatre tégions charpentes (FR1, FR2, FR3 et FR4)

De trois régions complémentaires de détermination (CDRI, CDR2 et CDR3)
D'acides aminés (Phe, Glu, Cys et Leu) plus hydrophiles aux positions 37, 44, 45,47
Dans le FR2. (Francisco et al, 2011)

De liaison disulfure reliant les cystéine des régions (FR1 et FR3) et (CDR3 et CDR1)

De région Charniére h

De domaine transmemgbranaire de la membrane M

De site de glycosylation G

De codon stop (figure 07) (Janusz Wesolowski et al ,2009)

ranan=al gisuifide hona

Figure 07: Schéma de principe du domaine VHH de camélidés une lourde
Chatne d'anticorps (Janusz Wesolowski et al ,2009)
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1.3- Réarrangement des génes VHH et VH(3)

Apres les rapprochements entre les génes de jonction JH avee diversité DH puis les
genes DH-JH avec VHH ;VHH (3)-D-JH réarrangé co-exprime soit avec 1'Cy2 ou Cy3, on
aboutit 4 une [g homodimere:

En revanche, e VH (3)-D-TH cotranslaté avec les classique Cyla ou Cylb, et associé
avec un polypeptide de la chaine L vont former un 1g tétradimeére (fig. 8).
Parfois, le VH (3) D-JH produit n'ayant pas la CH1 exon peut étre cloné & partir 'ADN, ce
qui indique qu'ils sont probablement une partie de la piseine HCAb.

La majorité des V classique sont le plus souvent générée aprés une DJH inhabituel par
recombinaison génétique ; le codon pour conservée Trpl03 (un résidu qui est essentiel pour
l'appariement VL dans le classique Abs) est substitué par un codon essentiellement arginine
(figure 08) , (Nick Deschacht, 2010)

VEH VHI (b Iy Cyla.h Cya. ?

- ———— - H~ S HH—

r

"l Vi D) VHY D J Tyl
11} = .
o] O o —— @
YIi Cy2, 3 ﬁ,f

w Vi I L. - “ ,

VHH  g2.3

W

t:.m \‘HH.UJE—_‘ !:ﬂ l | I Vég

Figure 08 : Représeutation schématique du réarrangement des génes Vde VHH et
VH (3) suivie par des groupes de génes D et JH et des génes constants (senlement des
génes Cy sont affichées (Nick Deschacht, 2010)
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2- L’application thérapeutique des anticorps de chamelle
Bien que les VHHs sont parfaitement adaptés pour les applications nécessitant une
grande stabilité, actuellement ils font I"objet d’études dans multiples domaines. (M. M.
HARMSEN' H. . DE HAARD, 2007).
Concernons les maladies infectieuses :
2.1- Bactérienne
VHH utilisés a l'encontre des protéines de surface des bactéries pour objectif le blocage
des pieces jointes 4 celle des cellules hotes, empéche efficacement 'aftachemenit intestinal
de bactéries £. coli qui causent la diarrhée (HARMSEN et al. 2005b)

2.2-  Parasitaires

Utilisés comme dispositifs de ciblage des enzymes toxiques ou de bloquer une
interaction moléculaire spécifigque.
La maladie du sommeil 2 ¢i¢ traitée avec succés par les VHHs qui se lient 4 une
protéing d'enveloppe du trypanosome (variable glycoprotéines de surface) (VSG) et
ont ét¢ fusionneés & l'apolipoprotéine L-1 enzyme, entrainant la lyse des trypanosomes
{Baral et al. 2006).
2.3- Virale
Les virus utilisent souvent des épitopes cachés sur la capside ou l'enveloppe
habituellement inaccessibles aux anticorps classiques mais constituent des cibles
privilegrees pour les nanobody
la glycoprotéine de I"enveloppe du virus du sida, inhibiteurs dlentrée et des anlicorps
neutralisants dirigés contre la gp120 et gpd . sauf pour le eas d'anticorps de camélidés
ou les VHH rivalisant avec CD4 et gp120 b12 pour l'inferaction exercent une activité

neutralisante contre des isolats primaires des sous-types B et C
- Une Forte activité antirétrovirale a été également trouvé dans les VHH dirigé contre la
protéine de surface cellulaire CXCR4, utilisé par le VIH-1 comme corécepteur pour

l'entrée virale (Anna Maria Matilda Forsman, 2008)
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atériel et méthodes

La partic expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire de
Biochimie et de Biologie moléculaire de "université 8 Mai 1954 de Guelma.

Selon les protocoles qui suit

Huit chamelles

Lait
| | | | | l | l
El E2 E3 E4 ES E6 E7 E8
[N 2 U S (O N B [T
E]] Elz Els E2, E2; EZ4 E3| E33 E3; E4] E41 E43 E5; ES: ES‘; E6, E6‘2 553 E.71 E7: E?g EB; E8; E&;
V_
Ecrémage

.

Dasage des protéines

v
Relargage

}

Dosage des immunoglobulines
¥

Dialyse
v

Application sur les antigénes des agents infectieux

Figure 9 : Ktapes suivies pour la purifiestion et les applieations des anticorps du lait de

chamelle
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1- Matiére premiére

Les échantillons de lait utilisés dans le cadre de notre étude proviennent de troupeaux
de chamelles implantés dans la région du Sud- Est du pays : El-Oued.
1.1-  Collecte du lait
Le lait trait 4 partir de huit chamelles saines. (figurel0) ont été collectés durant le mois
de Mars 2012 (tableau 12).

e = e

= e -——-'ﬁ
l—l_ | S

S e ey !

Figure 10 . prélévement du lait de chamelle

|

N

Tableau 12 : Echantillons de lait de chamelle

Nedonnéa | - Périodedels |Dafede

Péchantilion | Iactation (mois) | prélévement

- [ 25

El & 28

31

25

b2 1 28

| - 31

- 55

E3 10 28

) 31

— 25

E4 1.5 ' 28

31

25

ES 5 28

31

E6 12 28

31

o 25

E7 11 28

_ 31

: 25

E8 12 25

31
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1.2-  Conservation du lait
Les échantillons  de lait sont conservés a 4°C et transportés au laboratoire dans des

glaciéres o ils sont analysés.

2- Préparation des échantillons
2.1- Ecrémage du lait
2.1.1- Matériel

« (105ml) do lait
®  Flacon en plastique
*  Tube conique & bouchon bleu
¥ Pipette graduée
= Centrifugeuse réfrigérée (Sigma 2-16K)
*  spatule

2.1.2- principe
Une séparation mécanique de la matiére grasse par centrifugation du lait écrémé par a
"alde des foreces centrifuges.
2.1.3- Mode opératoire d’Ecrémage
L’écrémage du lait entier est réalisé par centrifugation 4 3500 g pendant 20 minutes.
Cette opération est répétee deux fois  (3500¢ & 2°C pendent 15 minutes) afin d*éliminer
totalement la matiére grasse (SENOUSSL, 2011)
3- Détermination de [a teneur en protéines
3.1 — Matériel
*  Sérum albumine bovine (BSA)
*  Réactif de bradford
»  Eau distillée
» Béchers
* Tubes a essai
= Prétoires de tubes
= Micropipette
s Votrex (Snijders- press- to mix 34524)
®=  Cuovettes
Spectrophotométre (JENWAY 6320D)
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Figure 11 : Matériel nécessaire détermination de la teneur en protéines
3.2- Principe

Le taux des protgines dans le lait est dosé par "emploi de la méthode colorimétrique de
Bradford (1976).

Formant avec le bleu de comasic G 250 un complexe coloré, présentant un maximum

d"absorption 4 595nm. L’analyse des protéines est basée sur le changement de ’intensité de la

couleur du complexe en réponse 2 diverses concentrations en protéines (figurel5),

Figure 12: le changement de PPintensité de Ia couleur du complexe
Une courbe d'ctalonnage DO = f{C) a ¢té réalisée par une solution d’albumine sérique
bovine (BSA) (voir annexe)
Tableaul3 :I’établissement de la gamme étalon

Tube T [ 2 | 3 2 [ 5 | &
_a'(m—cenﬂaﬁ.on (mg/ml) 0 0,2 04 0.6 0.8 1
" solution mére BSA ) T T

] 10 20 30 | 40 50

(-

Baudistiliée | 50 40 | 30 20 [ 10 0
| Réactif de Bradford | 2 2 | 2 | 2 | 2 2



http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Matériel et Méthodes | 2012

3.3- Mode opératoire
Pour défermiiner la goncentration en proiéines des échantillons, une dilution % de

chaque échantillon (on prend 25ul aveée 25pl d’eau distillée) auquel on ajoute 2m! du

réactif de Bradford (voir annexe), aprés agitation au votrex et incubation & température

rapport au blanc de la gamme ¢talon. (14)

Le dosage doit &tre effectué en double essai comme suivant ©

Tableaul4 : préparation des essais de desage

Z

Essa T
Echantillon (ul) 25 |25
['Bau dis 25 |25
tillee (pl)

Solution du Bradford (ml) | 2 2
Lecture DO )

DO-PZLr00

ambiante pendant Sminutes, la lecture se fait & la longueur d’ondes de A= 595nm par

Les concentrations en protéines des échantillons sout déduites par extrapolation des

valeurs de densité optique (DO) sur la courbe d'étalonnage.

DO

0,12
E 01 ¢
b
2 0,08 @
4
£ 0,06 s
a2
2 0,04 &
o *
= 0,02

09—
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Concentration de BSA (mg/ml)

1,2

* DO

Figurel3: Courbe d’étalonnage du dosage de protéines par méthode du Bradford

(1976)
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4- Relargage par des sels (précipitation au sulfate d’ammonium)
4.1-Matériel

» Solution de sulfate d'ammonium (33% de saturée)

*  Ammoniaque

*  FEau distillée

= Bechers
¥ buretie

* Tube conique & bouchon bleu

= pH métre (HANNA instrumentes pH 209)
= Agitateurs magnétiques (fisher scientific)
= Centrifugeuse réfrigérée (SiGma 2- 16K)

_rw“

Figure 14 : Matériel nécessaire pour le Relargage

4.2- Principe
Les immunoglobulines précipitent quand on augmente Ja force ionique du milieu 2
l'aide de sels.

Les concentrations élevées de  sulfate dammenium déshydratent les groupements
hydraphiles des protéines qui deviennent insolubles et précipitent

En présence de 30-50 % de suifate dammonium les globulines précipitent alors que
l'albumine reste en solution. Le culot de globulines est repris dans un peu d'eau distillée et
dialysé.
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4.3- Mode opératoire

L’échantillon étudié¢ dilué au 1/10 dans un Bécher est placé sur un agitateur
magnétique doux (vitesse 100 ou 130} auquel on ajoute goutte a gouite la solution de
sulfate dammonium de saturation 33% (voir annexe) en laissant le temps a chaque goutte
de se disperser totalement avant 'addition d'one noovelle.

Le précipité ensuite récupéré par centrifugation (2000-10000 x g) est lavé deux 4 trois
fois avec une solution de sulfate d'ammonium au méme pourcentage de saturation afin
d*éliminer les protéines contaminatrices non précipitées (Géraud Chancelin H., 2007).
5- Détermination de la feneur d’immunoglobuline
5.1-  Matériels
»  Micropipette
* Tubesa essai
*  Prétoires de tubes
= Réactif de bradford
" votrex
*  Cuvettes
»  Spectrophotométre (JENWAY 6320D)
52~ Mrimipe
Le taux d’immunoglobuline dans le lactosérum est dosé par I'emploi de la méthode
colorimétrique de Bradford (1976). (Voir dosage des protéines)
5.3~ Mode opératoire
Pour déterminer en premier la concentration en protéines de chaque échantillon, on prend
50p! de lactosérum auquel on ajoute 2ml du réactif du Bradford, aprés agitation au votrex ef
incubation 4 temperature ambiante pendant Sminutes, la lecture se fait 4 la longueur d”ondes

2="595nm par rapport an blanc de la gamme étalon.

6- Dialyse
6.1- Matérie)
& Tampon PBS
t  Membrane de dialyse
= Prétoires de tubes
» Tubesd essai

Béchers
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*  Fiole
I Figure 15 : Matériel nécessaire pour la dialyse
I
¢ 6.2- Principe
B La dialyse est basée sur les principes régissant la diffusion & travers une membrane
I perméable ou semi-perméable.
Les molécules diffusibles vont traverser la membrane selon le gradient de
l concentration. I y aura done un déplacement net des molécules du coté Ie plus concentré
, vers le coté le moins concentré, A I'équilibre les concentrations de chaque espéce
l diffusibles seront égales de part et d'autre.
I

' 6.3- Mode opératoire
Pour éliminer les jons ammonium et sulfate, le précipité obtenu par Relargage est
. redissout  dans de I'sau distillée puis dialysé contre le tampon de conservation définitif de
Tlimmunoglobuline purifiée (PBS). (Voir annexe)
|- La dialyse est effectuée 4 4°C contre un volume de tampon largement supérieur a celui de
la solution d'immunoglobuline. Le liquide de dialyse doit &tre changé plusieurs fois durant la
dialyse (Gérand Chaucelin H., 2007)
7- Test d'agglutination
7.1- Matériel
' = Colonies Bactériennes
= Antisérum (Jactosérum du lait de chamelle)
= Lames
s Pipette pasteure
* Micropipette
*  Eau physiologique

* Bec bunsen
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| I ™
Sy
. £ 7

Figure 16 : Matériel pour le test d’agglutination

7.2- principe
Le principe est de réunir des particules visibles 2 I'eeil nu suite & une réaction antigéne-

anticorps & partir d'une suspension initialement homogéne.

7.3~ mode opérateire
Sur une lame on a préparé une suspension bactérienne, Aprés avoir ajouté quelques goutes
d’antisérum puis agiter d'un mouvement rotatif lent, I'absence ou la présence d'agglutination

a été vérifiée (15).
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ésultats et discussions
1, Ecrémage da Iait
La matiere grasse (créme) apparaissant en surface est écartée @ ’aide d’une

spatule.

2. Détermination de la teneur en protéines

0,65
2 -
- = 0,36 036 /
S E 15 o= 040 o029 0% '
c ! . .
o ¥ '
s E )
5 1 & moynne
‘g’ E
) g 0,5 - = = = =
38 ,
o = ;
[T =0 ) s F
1 2 3 4 S 6 7 8
chamelle

Figure 17: teneur en protéines du lait des chamelles

L’analyse des tésultats montre une faible teneur de moyenne en protéines dans
I"échantillon E4 (0,89mg/ml) ct sont rclativement similaires enfre (112) (1,0 Ting/wl) et
(FS) (1,02mg/ml) est égale (1,11mg/ml), tandis que la plus élevée est retrouyée dans T8,
El, E7, E6 e est respectivement de .35, 1.41 1.48 et 1.93 mg/ml.

Le taux moyen de ia matiére protéique total enregisirée dans cette étude (1,28mg/ml)
(4,74%) est faible par rapport aux résultats recensés dans la recherche bibliographique
(30,77 g/l) (SENOUSSI, 2011), (29¢g/1) (CHIBAH, 2011), (35,68 g/l)

(SIBOUKEUR ,2009),

Concernant la variation de la teneur protéique, (SIBOUKEUR ,2009) la plus élevé
est de 11.6 %, puis diminue jusqu’a 4.6 et 57 % en suivant un régime hydraté entre 2.5 et
3.3 %.

Quant a la composition, elle varie en fonction des stades dé lactation. Durant les deux
premiers mois, elles se caractérisent par une diminution des taux protéiques du lait
camelin, Ces demiers atieignent une valeur minimale correspondant au pic de lactation
puis on retrouve & la fin de lactation un niveau comparable a celui de départ (figure 17).
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3. Relargage par des sels (précipitation au sulfate d’ammounium)
En présence de 30-50 % de sulfate d'animonium les globulines précipitent, Le culot de
globulines est récupéré dans de I'cau distillée.
Ces résultats sont en accord avec d'autres travaux dauteurs. (GERAUD
CHANCELIN H., 2007) (JEAN-CLAUDE G., GUY R., 20i1)

Precipité

Figure 18 : les précipités obtenus aprés la centrifugation

4. Détermination de teneur d"immunocglobuline

= 020 021 018 0,16 '
= ) 0,34 0,19
=] a7 | 0
S 06- 0,17
z 0.5 - !
= 04 -
| _é: 03 - o maynne
Ly
%\ 0,7 -
k= 0,1 - | T - .
Z 0 ¥ A g
= 1 2 3 a 5 6 7 8
' chamelle

Figure 19 : teneur d'immunoglobuline (IgG) du lait de chamelle

La concentration moyenne en IgG est élevée dans les échantillons (E6, E8) (0.69mg/mi),
puis diminue & (0,66mg/ml) dans les échantillons (E3, E4). La concentration continue 4
diminuer d"une fagon Temarquable et était & (0,61mg/ml) (E5) et (0.60mg/ml) (E1), tandis

quelle est plus faible pour E2 et E7 respectivement (0,53 et 0,43mg/ml).
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Le taux moyen immunoglobuline (IgG) enregistré dans cette étude (0.61mg/ml) est
relativement similaire au résultat de la bibliographie (0.71 mg/ml) (G. KONUSPAYEVA
2007).

Cetie fluctuation de la gamme de concentration en IgG résulte du stade de lactation : est
maximale & la parturition &t diminue rapidement aprés ['accouchement (S.M. AZWAI et al,
1992), mais le taux €leve des 1gG pré-colostral peut étre preuve du consentement préalable
d’une infection intra-utérine (ROLF K. et al, 2001).

5- dialyse
Aprés I'incubation du sérum dans le PBS, Je précipiié apparaissant sur la membrane est
dissout dans de l'eau distillée.
Le méme résulfat est trouvé par (GERAUD CHANCELIN H., 2007) ET (JEAN-
CLAUDE G, GUY R., 2011) qui a utilisé le boudin de dialyse pour I’élimination des ions
ammonium et sulfate,

Précipités

Figure 20 précipités obtenus aprés la dialyse



http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Résultats et discussions | 2117

6- Test d’agglutination

Tableaul$ : Résultats du test d*agslutination

M les anfigénes
|
Eschericiiia coli 4t
I
streptocoque -
|
| i — .
| Bactériens Shigella A .
| _
| Pseudomonas aeruginosa ey
Staphylococcus aurens AN
[
| _ de grippe saisonniere +
. Viraux

(+++) : Agglutination rapide, (++) : Agglutination assez rapide
On remarque une agglutination immédiate avec les antigénes de Staphylococeus aureus,
Escherichia coli, Shigella et Pseudomonas aeruginosa par rapport aux streprocogues. Tandis
yu elle est moms rapide avee "antigene virale de la grippe saisonniere.
Ces résultats sont en accord avec ces chercheurs (JANUSZ WESOLOWSKI ET AL ,2009
ET MARCO, 2011), qui ont déclaré que les VHHs inhibent E. coli qui induit des diarrhées

ef onf éte successivement préférées en raison de leur robustesse structureile superieure pour

déclaré avec les simples anticorps de camélidés neutralisant les virus 4 brin négatif est la
preuve pour les nouveaux médicaments antigrippaux. L’affinité de simple anticorps de
camélidés avec les aitigénes des certaines bactéries pathogénes résulte de la coordination aux
protéines exprimees par les bactérnies (MARCO, 2011) et une accessibilité privilégiée avec
les épitopes viraux. (JANUSZ WESOLOWSKI ET AL ,2009).
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Conclusion

Depuis la découverte des anticorps 4 chaine lourde en 1993 jusqu’a nos jours, le domaine
des anticorps 4 fragments unique a connu d’énormes progrés. Les VHHS ont plusieurs
avantages pour les applications biotechnologiques.

C’est dans un cadre d’engouement qu'a partir de ce mini projet nous avons étudié les
effets thérapentiques des immunoglobulines pour ine connaissance large et permettant aussi 4

la postérité d’en bénéficier.

Congcernant les protocoles disolement mis en euvre nous nouns sommes référés des
travaux dans différents domaines assez similaires étant donné que le nombre d’étude réalisée
sur le lait camelin est limité,

Le dosage protéique réalisé aprés |"écrémage a permis de concliure que, le lait camelin
présente un taux faible d'immunoglobuline va le nombre d’échantilions utilisés. La
purification réalisée par relargage des sels avec la précipitation au sulfate d’ammonium a

permis d’obtenir une solution d’antisérum homogéne.

Les tests d"agglutinations réalisés sur I"Escherichia coli, Ia streptocoques, la Shigella, la

Pseudomonas , le virus de la grippe saisonniére et la Staphylococcus aureus ont permis de

déterminer I'efficacité des inununoglobulines cawelines, de comprendre que leur vitesse

d’agglutination varie d’une espéee & une autre et d’évalucr leur affinité.

Au regard de ces multiples qualités, nous pouvons dire que les nanobodies présentent
une veritable porte de sortie pour les différentes maladies menacant notre quotidien. Les
nanobodies  sont facilement exprimée des cellules microbiennes el peuvent étre

immeédiatement projeté fonctionnelle pour l'activité dans un essai biologique.

Les études permettront de confirmer leur performance, avantages et leur efficacité dans
Pimmun diagnostic et / ou la thérapie du cancer. Apporter aux Nanobodies un terrain avec
des specificités @ d'autres cibles biclogiques pertinentes sera un autre défi pour I'avenir, non
seulement pour traiter des ententes fondamentales au sujet de leur caractéristiques
moléculaires et les stabilités structurelles, mais aussi 4 les positionner en tant que produits

pharmaceutiques cliniquement utiles.
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Anpexe
Réactif de Bradford ;
Bleu de comassie G250... ... i e e e e, 100mE

BHRan0l... ... ... oo s e e e e e 50m
Acide orthophosphOrigUE. .. ... ..oevv st et e e e e st vevee e es o2, 100mI

Eau distillée Psiqo: o v v e e s e s e ene e e e eerene v e o 1]

Solution mére de BSA ;
Albumine sérique bOVINe.—. ..~ . oo e s e e e, 3G

EandjSﬁllée..................-‘-.........:...-.-.;..-........................-.;.-.... R R T Jml

Solutien de sulfate d'ammonium (33%) de saturation

= SUlfzits dAMMONIUIN ... .cuue issses 2a sms st su v sevawvs 25n 52 25 55 0m vy 18,988
- Eapdistillée .........coooiiiin s e s e nn. 100m]

Quantité de sulfate d'ammonium (en g) & ajouter pour ue 100ml de-solition Ysaturation finale en sel
: en g)a aj

o % |?0|75[3n 35| an | a5 |50 [55] 60 [ 65 [ 70 [ 75 | B0 | 85 [ 90 | 95 | 100
qj" 0 /111417 |20/229]26,2| 30 |33(36,6/40,4|44,2|48,3|52,3/56,7|61,1|659|70,7
L, | 51811114 |17 20 [23,2|27|30|33,6/37,3|41,1| 45 [49,1]53,3[57,8|62,4]67,1
t |10(54|82]|11 |14 17,1/20,3| 24 |27|30,5|34,2(37,9|41,8(458| 50 |54,4[58,9]63,6
u [15|2,6(5,5(83|11(14,3|17,4[21 |24|27,5] 31 |34,8/38,6(42,646,6| 51 |555| 60
r |20 2,7|5684|11,5(14,5| 18 | 21{24,4| 28 |31,6(35,4|39,2(43,3]47,6|51,9/ 56,5
f 25 2,7|57| 85 |11,7| 15 [18)21,4|24,8/28,4|32,1| 36 |40,1144,2]48,5/52,9
. |30 28|57 |87 12 |15/18,4|21,7|25,3|28,9|32,8(36,7(40,8]45,1| 49,5
o |35 28|58 |88|12]15,3|18,7|22,1|25,8,29,5|33,4{37,4/41,6/45,3
n |40 2,8 |59|9 122|155 19 {22,5/26,2| 30 | 34 [38,1(424
|45 29| 6|91|125/158[19,322,9/26,7/30,6/34,7|38,8
; 50 ~ 131s1]93[127]|16,1[19,7]23,3]27,2[31,2] 35,3
i |55 3 /62|93|129|163| 20 |23,8/27,7|31,7
¢ |60 3,1 63|96 13,1|16,6|20,4(24,2]28,3
i |65 31 |64/98 |13,4| 17 |20,8( 24,7
id 70 32|66 10 [13,6)17,3)21,2
. |75 33|67 (102139176
< |80 33|68 [10,4[14,1
e |85 34|69 |106]
I |90 34|71

95 35 |
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Tampon PBS (pH=7)

Phosphate disodiqui (Na;HPO4)............ ...

Potassium phosphate monobasic (KHxPOu). .. .oooooovovie e,
Chlorure de sodium (NaCl)..........cocoov o

Chlorure de potassium (KCI)... ..o e oo

Eandistilée... ... ..o o oo
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