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RESUME

L’allergie alimentaire est une réaction immunitaire caractérisée par la production
des IgE spécifiques, chez les atopiques, dirigés contre un antigene d’origine alimentaire
dis trophallergene. Elle provoque des manifestations séveres qui peuvent conduire a la
mort.

Parmi les aliments d’origine végétale incriminés dans 1’allergie alimentaire
existe I’arachide, le blé, la lentille, le pois vert, les graines de sésame et de soja. Pour
étudier leur protéines allergenes, il a été procédé a :

-L’extraction de la viciline d’arachide, 1I’albumine et la globuline de blé, la viciline de
lentille, ’albumine de pois vert, I’albumine 2S, la Iégumine et la viciline des graines de
sésame, la § conglycinine et la glycinine de soja.

-La détermination du taux de protéines, du taux de glucides, la teneur en eau, le pH
isoélectrique et la température de dénaturation.

-la comparaison des parametres physicochimiques.

-La recherche de relations entre les différents parametres physicochimiques.

Il a été montré que ces protéines allergenes sont de nature glycoprotéique et
possedent des pH isoélectrique acides ou proches de la neutralité. Elles sont résistantes a
la chaleur et ont une grande capacité a retenir de 1’eau. La température de dénaturation
dépend de la quantité 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. Le taux de protéines
et le taux de glucides exercent la méme influence sur le pH isoélectrique mais de facon

opposée.

Mots clés : Protéine allergene, Alimentaire, Végétale, Parametres physicochimiques,

Relations.



ABSTRACT

The food allergy is a reaction of immune system characterized by the production of the
specific IgE, to apotics, against an antigen of food origin named food allergen. Food allergy

causes severes clinical manifestations which can lead to the death.

Among plants food incriminated in the food allergy exist peanut, wheat, lentil, green
pea, sesame seeds and soybean.To study their proteins allergens, it was proceeded to:
- Extraction of vicilin of peanut, albumin and globulin of wheat, vicilin of lentil, albumin of
green pea, albumin 2S, legumin and vicilin of sesame seeds, B conglycinin and glycinin of
soybean.
- Determination of proteins rate, carbohydrates rate, the moisture content, the isoelectric pH
and the temperature of denaturation.
- Comparison of the physico-chemical parameters.

- Search for relations between the various parameters.

It was shown that these proteins allergens are glycoproteins and possess pH isoelectric
acid or near to the neutrality. They are thermoresistants and have a great water holding
capacity. Their temperatures of denaturation depend on the quantity of proteins but do not
depend on the quantity of carbohydrates. When the proteins rate is important, the
carbohydrates rate is low, the pH isoelectric is acid and the temperature of denaturation is
raised. The proteins rate and the carbohydrates rate have the same influence on the pH

isoelectric but in an opposite way.

Keywords: Proteins allergens, Food, Plant, Physico-chemical parameters, Relations.
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ABREVIATIONS

a : seuil de signification.

BSA : Sérum d’albumine bovine.

CM ¢: Carré moyen factoriel.

CM,; : Carré moyen résiduel.

ddl : degré de liberté.

DNA : Acide désoxyribonucléique.

EDTA : Acide Ethyléne DinitroloTétra Acétique.
Fobs ¢ F observée.

F 1. : Valeur théorique de F tirée de la table F de FISHER.
g : Unité d’accélération radiale.

IgE : Immunoglobuline de type E.

IgG : Immunoglobuline de type G.

IgM : Immunoglobuline de type M.

k Da : kilo Dalton.

nm : Nanometre.

p : Probabilité.

pH i : pH isoélectrique.

PMSF : Phenyl Méthyl Sulfonyl Fluoride.

r : Coefficient de corrélation.

R? % : Coefficient de détermination.

RNA : Acide ribonucléique.

S : Svedberg.

SCE : Somme des carrés des écarts.

SCE; : Somme des carrés des écarts factorielle.
SCE, : Somme des carrés des écarts résiduelle.
tons - Valeur de t observée.

t 1.a2: Valeur théorique de t tirée de la table t de STUDENT.

Tris : Tris-hydroxyméthylaminométhane.
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Introduction :

Les protéines sont des constituants indispensables a I’organisme humain. Elles assurent
des fonctions physiologiques essentielles. Elles doivent étre apportées par I’alimentation. Les
protéines alimentaires d’origine végétale occupent une grande part dans 1’alimentation
humaine méme si elles ont une valeur biologique moins importante que celle des protéines
d’origine animale. Cependant, certaines protéines végétales sont capables de provoquer des
réactions immunologiques indésirables chez les individus atopiques en produisant les IgE
spécifiques .Ces protéines sont dites allergenes .Ces dernieres sont responsables des
manifestations cliniques dont I’anaphylaxie est la forme la plus grave. Le nombre de ces
protéines allergenes est en augmentation ces dernieres années. Cela est du a plusieurs facteurs
dont les changements des habitudes alimentaires, 1’introduction d’aliments exotiques,
I’utilisation intense des protéines comme additifs alimentaires dans les produits manufacturés,
les modifications liées au stockage et la création d’aliments transgéniques.

Ces protéines allergenes végétales peuvent &tre caractéris€ées par des parametres
physicochimiques tel que le taux de protéines, le taux de glucides, le pH isoélectrique, la
teneur en eau et la température de dénaturation. La recherche de relations entre ces parametres
permet de comprendre le role de chaque parametre, son importance et son influence. Elles
sont généralement des glycoprotéines de faibles poids moléculaire et possedent un pH
isoélectrique acide. En plus, elles sont caractérisées par la résistance a la chaleur et a la
protéolyse. Cela explique leur allergénicité méme apres cuisson et digestion gastrique, ce qui
facilite leur passage , sous la forme native, dans le sang et donc la capacité de se lier aux IgE
spécifiques.

La viciline d’arachide, ’albumine et la globuline de blé, la viciline de lentille,
I’albumine de pois vert, I’albumine 2S, la légumine et la viciline des graines de sésame, la 3
conglycinine et la glycinine de soja appartiennent a différentes familles protéiques. La
diminution ou la suppression de leur allergénicité est possible grace a la biotechnologie et aux
traitements industriels. De nombreuses études ont été réalisées pour créer des aliments
hypoallergéniques. Un groupe de chercheurs japonais a réussi de réduire la quantité de la
globuline allergénique contenue dans le riz en insérant le DNA antisens de DNA codant pour

cet allergene.
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I- ETUDE BIBILOGRAPHIQUE :

I.1-Allergie :
I.1.1-Historique :

L’allergie constitue un probleme de santé a 1’échelle mondiale. Selon 1’organisation
mondiale de la santé (OMS) elle occupe le quatrieme rang parmi les maladies mondiales. La
découverte de ’allergie remonte avant Jésus-Christ quand Hippocrate et Galen ont découvert
que la consommation du lait de vache ou de chevre peut provoquer des troubles digestifs et de
I'urticaire. En 1483, Richard III avait des boutons rouges apres quelques heures de I’ingestion
de fraises, c’était une urticaire. En 1586, Marcello Donati décrivit le cas d’un jeune comte qui
développait un angicedeme chaque fois qu’il consommait les ceufs (Dutau et Rancé , 2005). En
1902, les francais Richet et Portier décrivaient 1’induction expérimentale d’une allergie fatale
chez le chien. Ils ont injecté a un chien des doses successives non toxiques de venin
d’anémones de mer. Quelques semaines apres, ils ont réinjecté les mémes doses de poison au
chien qui réagissait violement et meurt. Pour ce phénomene reproductible, ils ont proposé le
terme d’anaphylaxie, dérivé de mots grecs ana : contraire, phylaxie : protection (Mondoulet,
2005). En 1905, le premier cas d’anaphylaxie au lait de vache est rapporté (Bodinier, 2007). En
1906, Von Pirquet a proposé le terme d’allergie, dérivé de mots grecs allos : autre, ergon. :
action, comme une réaction différente de celle attendue vis-a-vis d’une substance étrangere

(Roumier et al. , 2002).

I.1.2-Définition et classification :

L’allergie ou I’hypersensibilité est une réaction inappropriée ou exagérée du systeme
immunitaire a des substances qui ne causent aucune réaction chez la plupart des sujets. Les
allergies s’observent notamment en réponse a des antigenes présents dans I’environnement,
appelés « allergenes » (Fattorusso et Ritter, 2004). En 1963, Gell et Coombs ont classés les
réactions d’hypersensibilité en quatre groupes en fonction de la vitesse de la réaction et du

mécanisme impliqué (Male, 2005 ).

I.1.2.1-Allergie de type I :
Elle est dite réaction immédiate ou anaphylaxie, c’est une réaction entre un allergene et
des cellules sensibilisées par la liaison des IgE avec leurs récepteurs spécifiques. La

combinaison antigéne-anticorp provoque la libération par les cellules basophiles et les

R



mastocytes d’histamine, de prostaglandines et de substances vasoactives et provoque aussi la
dégranulation des mastocytes. En clinique, 1’asthme allergique, la rhinite et la conjonctivite
allergique, le choc anaphylactique, certaines urticaires, ’cedeme de Quincke et 1’eczéma

atopique sont dus a ce type de réaction.

I.1.2.2-Allergie de type II :

Elle est dite cytotoxique, c’est une réaction entre un allergene lié a la surface des cellules
et des anticorps circulants de type IgG ou IgM. En clinique, certaines anémies hémolytiques,
leucopénies ou agranulocytoses, thrombopénies et le syndrome de Goodpasture sont dus a des

réactions de ce type, ainsi que les accidents précoces de transfusions sanguines.

I.1.2.3-Allergie de type III :

C’est une réaction entre 1’allergene et ’anticorps circulant qui se lient pour former des
complexes immuns circulant (CIC) ; ceux-ci se déposent dans les tissus ou ils provoquent une
inflammation. Les anticorps sont des IgG ou IgM de type précipitant. Les manifestations
pathologiques apparaissent en quelque heures et la réaction est dite semiretardée .Des réactions
de ce type jouent un rOle dans les alvéolites allergiques, la maladie sérique, le lupus
érythémateux disséminé, certaines glomérulonéphrites et la polyartérite noueuse.

Ces trois types d’hypersensibilité sont des réactions a immunité humorale.

I.1.2.4-Allergie de type IV :(réaction a médiation cellulaire)

C’est une réaction entre 1’antigeéne et un lymphocyte T qui, apres transformation en
lymphoblaste, libere des médiateurs appelés lymphokines ou cytokines, attirent et activent les
macrophages ; la réaction immunitaire est indépendante de la formation des anticorps. La
réaction est lente et se manifeste apres 24 a 48 heures. Ce type de réaction joue un role
dans l’eczéma de contact, le rejet de greffe, la surveillance et 1’élimination de cellules
cancéreuses ainsi que la formation de granulomes dans les infections a des germes

intracellulaires.



I1.2-Allergie alimentaire :
1.2.1-Définition :

L’allergie alimentaire est définie comme I’ensemble des manifestations cliniques liées a
une réponse immunoallergique vis-a-vis des allergenes alimentaires (Nemni et al.,2006) . C’est
une réaction immunologique provoquée par l’ingestion, 1’inhalation ou le contact avec un
allergene d’origine alimentaire (Fattorusso et Ritter,2004 ;Guez et al., 2004). Les quatre types
d’allergie peuvent étre impliqués dans les allergies alimentaires dont 90% sont de types I (
Nemni et al., 2006) . Les réactions de type IV sont impliquées dans les formes entéropathiques
d’allergie aux protéines de lait de vache non IgE dépendante et jouent un rdle dans la dermatite
atopique du nourrisson. Les réactions de types III peuvent théoriquement intervenir vis-a-vis

des aliments (Ancellin et a/ ., 2002).

I.2.2-Mécanisme :

L’allergie alimentaire se manifeste seulement chez les individus atopiques, individus
génétiquement prédisposés a développer une allergie, qui présentent une faible fraction de la
population. Elle passe par deux étapes distinctes séparées dans le temps: la phase de

sensibilisation et la phase de déclenchement.

1.2.2.1-Phase de sensibilisation :
Lors du premier contact avec ’allergéne, les cellules B synthétisent les IgE spécifiques
qui se fixent sur leurs récepteurs situés a la surface des mastocytes et des basophiles .Au cours

de cette phase, il y aura aucun symptdme qui apparait. Pour cela, elle est dite silencieuse.

I.2.2.2-Phase de déclenchement :

Au cours de cette phase, la réaction allergique est déclenchée lors du deuxieme contact
avec le méme allergene ou avec d’autres allergenes qui partagent avec lui des structures
immunoréactives communes ou voisines. Deux épitopes de ’allergene se lient avec deux IgE
fixés sur les mastocytes. Cette liaison induit un influx calcique entrainant la libération des
médiateurs préformés (histamine, protéases) et des médiateurs néoformés (prostaglandines D2,
leucotriéne C4 et les facteurs d’activation des plaquettes) responsables d’une manifestation
immédiate des symptomes cliniques (dilatation des vaisseaux, cedeme muqueux, contraction du
muscle lisse bronchique,...... ) (Wal, 2005 ; Mondoulet, 2005).
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I.2.3-Manifestations cliniques :

Les manifestations cliniques de [D’allergie alimentaire sont diverses: digestives,
respiratoires et cutanées.
-Manifestations digestives : les nausées, les vomissements, les diarrhées et les douleurs
abdominales sont les symptomes les plus fréquents .Le syndrome oral a 1’ingestion des fruits
ou des légumes est localisé a la sphere oropharyngée et comprend un picotement vélo palatin,
cedeme des levres et une dysphagie. La constipation et le dégolit sont aussi remarqués chez
I’enfant allergique (Bidat, 2006).
-Manifestations respiratoires : elles sont multiples. L’asthme est le mode d’expression d’une
allergie alimentaire le plus fréquent chez I’adulte et représente un facteur de risque qui peut
conduire a la mort. La rhino- conjonctivite, bronchites et otites peuvent aussi se manifester
(Fattorusso et Ritter ,2004).
-Manifestations cutanées : la dermatite atopique est la principale manifestation cutanée chez
I’enfant. Elle peut s’aggraver par I’ingestion des aliments riches en histamine ou histamino-
libérateurs (poissons, ceuf, chocolat...... ). D’autres signes sont moins fréquents comme
I’urticaire, 1’angio-cedeme localisés surtout au niveau du visage, sur les levres et sur les
paupieres.
D’autres signes cliniques peuvent se manifester comme les céphalées, migraine alimentaire et
le choc anaphylactique. Ce dernier, représente la forme la plus grave de 1’allergie alimentaire,
rare chez I’enfant. L’allergie alimentaire représente 10% des cas de choc anaphylactique.

L’arachide et les graines de sésame possedent un pouvoir anaphylactogene accru (Perin, 1998).

1.2.4-Allergies croisées :

Les allergies croisées sont dues a des allergenes différents, sans qu’il y ait eu une
sensibilisation préalable avec chacun de ces allergenes, qu’ils appartiennent a des origines
taxonomiques proches ou éloignées. Les IgE secrétés dans ce cas la ne sont pas assez
spécifiques parce qu’ils sont capables de reconnaitre des allergenes différents ayant de fortes
homologies séquentielles et structurales (Rancé et Bidat,2000). Elles peuvent se faire
entre aliments —pneumallergenes polliniques, aliments-pneumallergenes non pollinique et

aliments-aliments (Dubuisson et al., 2002 ; Jaffuel et al ., 2001).



-Les allergies croisées aliments - pneumallergeénes polliniques:

Les pneumallergenes sont des allergenes dont I’inhalation provoque des réactions
allergiques au niveau des spheres oro-pharyngée et respiratoire. D apres plusieurs études, 20 a
40% des patients souffrent de ces allergies qui sont limités le plus souvent au niveau de la
bouche, syndrome oral, mais une anaphylaxie peut survenir (Patriarca et al. ,2009).
Généralement, les signes de pollinose, allergie aux pollens, précedent ceux de I’allergie
alimentaire. Les réactions croisées les plus classiques sont celles liées aux pollens de bouleau
et aux différents fruits ou légumes. Une allergie aux pollens de composées (armoise,
ambroisie) et au céleri ou aux épices. Une allergie aux pollens de graminées et a la tomate ou
pomme de terre ou au poivron.

-Les allergies croisées aliments— pneumallergénes non pollinique :

Il existe des allergies croisées entre le latex de I’hévéa (Hevea brasilinesis) et certains
fruits le plus souvent I’avocat, la banane, le kiwi, la chétaigne et le melon. Généralement, la
sensibilisation au latex précede le déclenchement d’une allergie alimentaire. Autres allergies
croisées ont été décrites comme allergie croisée entre la poussiere de seéve du figuier pleureur
(Ficus benjamina) et la figue et allergie croisée entre le pain etla biere et les moisissures

(Dechamp et al., 1995 ;Deviller ,1998) .

-Les allergies croisées aliments-aliments :
Ces allergies peuvent se produire entre des aliments de méme familles ou de différentes
familles :
-Légumineuses : arachides, lentilles, pois, haricots, feves.
- Solanacées : tomate, pomme de terre, poivron.
- Ombelliferes : céleri, fenouil, carottes, persil, aneth.
-Cruciferes : moutarde, choux, colza.
-Liliacées : ail, oignon, asperge.
-Rosacées : pomme, cerise, poire, péche, abricot, amande.
-Rutacées : orange, citron, mandarine, pamplemousse.
- Légumineuses et les oléagineux : pistache, noix, noisette.
Les allergies croisées peuvent €tre dues a une protéine commune .C’est le cas de la
tropomyosine de crustacés, des mollusques et I’inhibiteur de I’alpha —amylase des céréales tel

que le blé, le seigle et I’ orge.



I.2.5-Intolérances alimentaires et fausses allergies alimentaires :

Les intolérances et les fausses allergies alimentaires sont des réactions non médiées par
le systéme immunitaire.
Les intolérances alimentaires regroupent toutes les affections qui sont en relation avec les
anomalies enzymatiques tel que les intolérances aux sucres, le favisme qui est un déficit en
glucose-6-phosphate déshydrogénase (Perrin, 1998). L’exemple classique est 1’intolérance au
lactose due a un déficit enzymatique en lactase. Il s’agit de la traduction clinique de la
disparition de la capacité a digérer le lactose qui est le principal sucre du lait. Les signes de
cette intolérance se manifestent par des douleurs abdominales, diarrhée et 1’émission de gaz
dans les heures suivant 1’ingestion de lait. Cette pathologie est différente de I’allergie aux
protéines du lait de vache (APLV) qui appartient a la catégorie des allergies alimentaires vraies
(Ancellin et al., 2002).
Les fausses allergies alimentaires ou pseudo allergies peuvent provoquer les symptomes des
allergies vraies tel que les céphalées, les migraines, les troubles fonctionnels intestinaux et
I’urticaire chronique. Les mécanismes les mieux identifiés sont :
-I’intolérance aux amines biogéne comme 1’histamine qui se trouve en quantités abondantes
essentiellement dans les boissons fermentés ,certains fromages, les aliments fumés, les
conserves de poissons et le poisson frais ainsi que les crustacées et la tyramine comme par
exemple certains fromages et le chocolat .
-les réactions histaminiques li€es a des substances histamino-libératrices (les fraises,
les tomates, le blanc d’ceuf et les crustacés) activant les mastocytes par un mécanisme non

immunologique (Ancellin et al., 2002).

1.2.6-Traitement :

Le traitement de I’allergie alimentaire repose sur deux grands types de traitements. Le
régime d’éviction est le traitement idéal des allergies alimentaires. L’identification des
aliments responsables est indispensable. Tout régime d’éviction alimentaire doit étre prescrit et
contrdlé par un médecin et une diététicienne. Certains facteurs de risques doivent également
étre pris en compte : antécédents de réactions anaphylactiques, antécédents d’asthme instable
ou mal contrdlé, allergie a 1’arachide, aux noix et noisettes ainsi qu’aux poissons et crustacés.
Ces éléments constituent des facteurs de gravité qui doivent €tre connus du patient pour éviter
de développer un choc anaphylactique. Le traitement symptomatique en cas de manifestations
anaphylactiques ou d’oedeme de Quincke avec oedeme de la glotte repose sur 1’injection
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d’adrénaline en premiere intention. La voie intramusculaire permet d’obtenir plus rapidement
que la voie sous-cutanée, un pic sérique efficace. La voie intraveineuse étant réservée a la
réanimation. Le stylo auto-injecteur (Anapen®) permet au patient de s’auto-administrer 0,15
ou 0,30 mg d’adrénaline. Les antihistaminiques et les corticoides ont leur place en deuxieme
intention, sauf dans le cas de l'urticaire ou de 1’angio-cedéme non compliqués (Guez et al.,

2004).

1.3-Biochimie des principales protéines allergénes alimentaires d’origine
végétale :
1.3.1-Définition et nomenclature :

Les allergenes alimentaires ou trophallergénes sont une variété d’antigenes capables de
provoquer une réponse immunitaire particuliere dite « allergique » liée a la synthese d’IgE
spécifiques (Moneret-Vautrin, 1997). Il est distingué dans le groupe d’allergénes, les
allergenes majeurs, mineurs, isoallergénes et les variants allergéniques.L’allergene est dit
majeur quand il s’agit d’un antigeéne purifié contre lequel au moins 50% des patients testés
présentent des IgE spécifiques et donne des résultats positifs immédiatement aux tests cutanés
a concentration tres faible chez au moins 90% des sujets ayant la maladie allergique.ll est dit
mineur s’il n’intéresse qu’environ 10% des sujets. L’isoallergéne est tout antigene ayant la
méme masse moléculaire et la méme fonction biologique qu’un autre allergéne et représente au
moins 67% d’homologie de séquence d’acides aminés (Dubuisson et al ., 2002 ; Mondoulet,
2005 ). 1l existe des molécules qui présentent des séquences d’acides aminés tres proches
appelées les variants allergéniques (Moneret-Vautrin, 1997 ). Les allergenes alimentaires sont
dénommés pan allergenes lorsqu’il s’agit d’un groupe de protéines fonctionnellement
indispensables qui sont conservées a quelques modifications prés au cours de I’évolution
(Monret-Vautrin et al., 1997). Les allergenes sont dénommés selon le nom taxonomique de
leurs sources qui peuvent étre animale ou végétale. La nomenclature officiellement adoptée
en 1986 par I’Organisation mondiale de la santé (OMS) et I’Union internationale des sociétés
d’immunologie (IUIS) est la suivante : les trois premieres lettres du genre, espace, la premiere
lettre de 1’espece, espace, un numéro (Jacquenet et Moneret-Vautrin ,2007). Ces numéros sont
choisis selon 1’ordre d’identification et leurs ¢ DNA s indépendamment de leurs propriétés
physicochimiques (Hoffman et al, 1994 ; Moneret-Vautrin, 1997 ). Une convention adoptée
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par I’Union internationale des sociétés d’immunologie (IUIS) consiste a rajouter devant les

«

noms d’allergénes un “n” lorsque l’allergéne est d’origine naturelle et un

«

r” quand

I’allergene est recombinant, issu d’une transgénese (Malandain , 2008).

L.3.2-Caractéristiques générale :

La plupart des protéines allergenes alimentaires sont des glycoprotéines ayant un pH
isoélectrique acide. Elles ont en moyenne une masse moléculaire comprise entre 10 et 70 kDa
(Dubuisson et al ., 2002 ; Peltre ,2002 ;Parent-Massin ,2005). Ces protéines allergenes sont
généralement hydrosolubles ou solubles dans les solutions salines diluées et rarement solubles
dans I’alcool avec une basse hydrophobicité (Traidl-Hoffmann et al. , 2009). Elles sont
caractérisées par une stabilité a la chaleur et une résistance a la protéolyse grace a leur
structure tridimensionnelle compacte, leur ponts dissulfures, leur glycolysation et leur capacité
d’étre liées a certains ions métalliques, des molécules lipidiques et stéroidiques. Elles sont
aussi résistantes a une acidité modérée (Moneret-Vautrin ,1997 ).Certains protéines allergenes
alimentaires possedent des domaines répétitifs, capables de former des oligomeres, et une
tendance a s’agréger (Breiteneder et Mills ,2005 ). L’immnunoréactivité d’un allergene est la
propriété d’induire une réponse immunitaire caractérisée par la synthese d’IgE spécifiques
(Moneret-Vautrin ,1997). Cette propriété est diie a la présence des portions limitées de la
protéine allergene dites épitopes ou déterminants antigéniques situés généralement a la surface
de la molécule dans des zones de forte flexibilité et de forte hydrophilie et peuvent se répartir
tout le long de la molécule et se localiser dans une zone particuliere (Moneret-Vautrin,1997 ;
Peltre,2002 ; Sanchez et Frémont, 2003). Du point de vue réactionnel, ceux qui réagissent avec
les lymphocytes T sont appelés des épitopes T et ceux qui réagissent avec les lymphocytes B
sont des épitopes B (reconnus par les IgE). Les épitopes T sont des petits peptides de huit a
neuf acides aminés, les épitopes B sont composés de huit a seize acides aminés. Du point de
vue structural, il est distingué des épitopes séquentiels dépendant de 1’enchainement d’acides
aminés, structure primaire, et des épitopes conformationels qui sont plusieurs fragments de la
chaine peptidique et se rapprochent dans la conformation de 1la molécule protéique, la structure
tertiaire ou quaternaire. Les épitopes conformationels sont dits continus s’ils correspondent a
un enchainement d’acides aminés et discontinus s’ils dépendent d’un rapprochement spatial
d’acides aminés non contigus (Peltre ,2002). Les épitopes T sont des épitopes séquentiels alors
que les épitopes B sont le plus souvent des épitopes conformationels (Pauli,2003). Ces
derniers sont plus accessibles a la dénaturation par cuisson ou la digestion que les épitopes
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séquentiels (Moneret-Vautrin et al .,2006 ; Peltre, 2002).
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Figure Nel : Epitopes séquentiels et conformationnels d'un allergéne (Peltre , 2002).

1.3.3-Classification :
Les protéines allergenes alimentaires d’origine végétale appartiennent a un petit nombre
de familles et de superfamilles de protéines par rapport au grand nombre de familles de

protéines végétales. Cette classification est basée sur la structure et la fonction biologique.

1.3.3.1-La superfamille des cupines :

Les cupines incluent des protéines, de diverses fonctions, caractérisées par deux courts
motifs conservés et forment deux tonneaux [ cylindrique d’ou le nom de cupines (en latin
Cupa signifie tonneau, cylindre) ( Dunwell ,1998). Chaque tonneau comprend plusieurs
feuillets antiparallele suivis d’un certains nombres d’hélices. Les cupines contiennent un seul
domaine P et les bicupines, comme leur nom indique, renferment deux domaines . Les
globulines, solubles dans les solutions salines, appartiennent a ces derniers et sont elles mémes
subdivisées en deux groupes, selon leurs coefficients de sédimentation, en globulines 7S (les
vicilines) et globulines 11S (les 1égumines). Toutes les globulines sont riches en lysine et en
arginine mais sont pauvres en tryptophane et en acides aminés amidés (asparagine et

glutamine).
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Figure Ne 2 : Structure des protéines de la superfamille des cupines.

A/ protéine de I’orge contient un seul domaine cupine. B/ une seule sous unité de p conglycinine. C/ une seule
sous unité de proglycinine de soja. D et E / les surfaces moléculaires des la § conglycine et la proglycinine sous
formes de triméres. Bleue : hélice alpha , Rouge : les coudes 3, Jaune : les ponts dissulfures , Vert :1’ion de

manganése ( Breiteneder et Radauer, 2004).

-Les vicilines :

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

-Les légumines :

Les globulines 11S matures sont des protéines, rarement glycolysées, hexameriques de
360 kDa. Elles sont synthétisées dans le réticulum endoplasmique rugueux ou elles sont
assemblées sous forme des trimeres intermédiaires avant d’étre transformées, a travers le
systeme sécrétoire , vers la vacuole (Shewry et al. ,1995 ). Au niveau vacuolaire, chaque sous
unité va subir un clivage par des protéases pour donner deux polypeptides liés par des ponts
disulfures (un polypeptide acide de 30 a 40 kDa de pH isoéléctrique 5 et I’ autre
basique de pH isoélectrique 8.2 de 20 kDa). La région C terminale de la chaine de 1égumines

est liée a la région C terminale des vicilines (Breiteneder, 2006).
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1.3.3.2-La superfamille des prolamines:

Cette superfamille inclue les protéines majeures de réserve de graines de céréales a
I’exception des graines de riz et I’avoine dont les globulines 11S présentent la majorité des
protéines de réserve. Les prolamines sont caractérisées par leurs solubilités dans les mélanges
alcool-eau ( Jacquenet et Moneret-Vautrin ,2007). Elles sont riches en proline et en glutamine
d’ou le nom de prolamine et possedent un squelette conservé composé de huit résidus de
cystéines. Ces derniers sont organisés en quatre ponts disulfures assurent aux prolamines une
structure tridimensionnelle tres compacte et riche en hélices alpha. Cette structuration spatiale
les rend tres résistantes a la chaleur et a la digestion (Breiteneder et Mills ,2005). Plusieurs
protéines allergenes appartiennent a cette superfamille comme les albumines 2S, les nsLTPs et
les inhibiteurs alpha-amylase et trypsine des graines de céréales. Ces trois familles ont été
décrites comme des protéines de faible poids moléculaires riches en cystéines et possedent une
structure tridimensionnelle semblable riche en hélice alpha (Breiteneder,2006 ). Elles sont

aussi des protéines de défenses contre les agents pathogenes et contre la peste.

Figure Ne3 : Structure secondaire des allergénes de la superfamille des prolamines
A/ Albumine 2S de graine de colza. B/ nsLTP de I’orge, C / inhibiteur d’a-amylase de blé. D /Protéine
hydrophobique de soja HSP Gly m 1, bleue : hélice a, rouge : coudes B, jaune : les ponts disulfures

( Breiteneder et Radauer, 2004)

-Les albumines 2S :
Les albumines 2S forment un groupe majeur de protéines de stockage de nombreuses
especes de dicotylédones. Elles sont formées de deux sous unités issues d’un précurseur

protéique unique et reliées entre elles par quatre ponts disulfures (Shewry et al., 1995). Elles
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sont hydrosolubles et généralement riches en acides aminés soufrés et en hélice alpha. Les
albumines 2S sont stables a la protéolyse et peuvent étre liées aux lipides. En plus de leurs role
principal, d’assurer le développement de la graine, les albumines 2S jouent un role de défense

contre les champignons.

-Les protéines de transfert de lipides non spécifiques : nsLTPs

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

rends des allergenes alimentaires puissants (Asero et al., 2002).

-Les inhibiteurs de I’alpha-amylases et de trypsine de céréales :

Les inhibiteurs de cette famille sont présents dans le blé, ’orge, le seigle, le riz et le
mais. Les sous unités composants ont un poids moléculaire compris entre 12 et 16 kDa
contenants quatre ponts disulfures existant sous forme monomérique ou dimérique ou
trimériques (Breiteneder et Radauer, 2004). Le rdle principal de ces inhibiteurs est 1’inhibition
de la trypsine et de différents types d’alpha amylase d’insectes et de champignons. Ces

inhibiteurs sont extraits par des mélanges Chloroforme/méthanol.

-Les prolamines de céréales :

Les prolamines de céréales solubles dans 1’éthanol sont les gliadines de blé, les sécalines
de seigle et les hordéines de 1’orge. Elles présentent les protéines majeures de réserve et sont
localisées au niveau de 1’endosperme. Les allergenes les plus puissants, de cette famille, sont
les gluténines de faibles poids moléculaires (FPM) suivies par I’alpha gliadine et gamma

gliadine (Breiteneder et Radauer, 2004 ).

1.3.3.3-La superfamille de papaine de protéinases cystéines :
Cette superfamille est composée de trois groupes de protéinases de cystéines : le groupe
de papaine, le groupe de bléomycine hydrolase et le groupe de calpaine (Berti et Storer ,1995).
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Ces protéases possedent des résidus de cystéines nucléophiliques dans leur site actif qui ont
pour role de couper les liaisons entre les peptides. Ces enzymes sont synthétisées comme des

preproenzymes et sont localisées au niveau des lysosomes.

1.3.3.4-Autres familles des protéines allergenes :
-Protéases :

Les protéases sont regroupées dans des familles selon les homologies de séquence.
Seulement deux familles entre les protéases contenant des allergénes et sont : la famille des
protéases cystéines papain-like et la famille des protéases sérines subtilisine like.

La premiere famille inclue des enzymes de plusieurs especes bactériennes et des eucaryotes.
Ces protéines sont composées de deux domaines le domaine prédominant est I’hélice alpha et
I’autre domaine contient les tonneaux béta. Cette famille renferme aussi des protéases de
fruits comme la bromelaine d’ananas, actidine de kiwi (Act ¢ 1) et la ficine de figue. La
deuxieme famille représente la plus grande famille de protéases a sérine et comporte plus de

200 membres chez les bactéries et les eucaryotes (Siezen et Leunissen ,1997).

-Les inhibiteurs de protéases de type Kunitz :

La famille Kunitz des inhibiteurs trypsique de soja appartiennent aux nombreuses
familles d’inhibiteurs protéinases. Elle regroupe les protéines végétales ayant une activité
inhibitrice de différentes protéinases comme les protéinases serine de familles de subtilisine et
trypsine, thiol protéinases et aspartiques protéinases. Toutes les protéines sont caractérisées par
la présence de deux ponts disulfures. La Kunitz des inhibiteurs trypsiques est présente dans de
nombreuses légumineuses. La lécithine de soja utilisée comme agent émulsifiant dans les
produits alimentaires et cosmétiques contient une petite quantité des inhibiteurs Kunitz (

Breiteneder et Radauer, 2004 ; Breiteneder, 2006).

-Les lectines :
Elles sont tres largement présentes dans le regne végétal et se lient de maniere spécifique
a certains résidus glucidiques (Perrot,1995). Les lectines sont présentes dans les graines,

spécifiquement dans celles des légumes.

-Les profilines :
Les profilines sont des protéines cytosoliques présentes dans toutes les cellules
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eucaryotes, et méme dans les pollens, de poids moléculaire compris entre 12 et 15 kDa
(Breiteneder et Radaur,2004). Elle se lient a 1’actine monomérique et participent a la
régulation de la polymérisation des filaments d’actine durant les processus d’écoulement
cytoplasmique , d’élongation des cellules et le développement des tubes de pollens et de poil
des racines (Ramachandran et al., 2000 ). Les séquences de profilines sont tres conservées ,70
a 80% d’homologie, entre les différentes especes végétales. Les IgE spécifiques de profilines
montrent une réactivité croisée entre les profilines des pollens et celles des aliments. Malgré
leur caractere allergénique, les profilines sont sensibles aux traitements thermiques et a la
digestion gastrique c’est la cause pour laquelle 1’allergie alimentaire a ces protéines est

généralement limitée par un syndrome oral.

1.3.3.5-Les protéines de défense végétales Pr Dv ou PR :

Ces protéines assurent la croissance et la reproduction des plantes en réagissant aux
attaques des agents photogenes et en cas des conditions environnementales défavorables. Les
protéines de défense appartiennent a 14 familles et représentent 42% des allergénes végétaux.
Les protéines de défense végétales sont divisées en deux catégories (Van Loon et Van Strien
1999) :

-les protéines PR « Pathogenesis-Related » qui ne sont exprimées par la plante que lors d’un

stress biotique ou abiotique comme les chitinases de classe 1.

-les protéines PR-like qui ont un role tantdt physiologique, tantdt défensif comme les

albumines 2S et les vicilines qui participent a 1’action défensive lors de la germination.

-15-



Tableau Nel : Protéines allergenes PR Pathogenesis-Related
(Breiteneder et Radauer,2004 ; Malandain et Lavaud ,2004).

Exemples

Famille de protéine

Role

Nombre d’allergenes

-glucanase de

PR-2:
betal-3glucanases

-Attaquent les
polysaccharides de la
paroi des pathogenes

banane

PR-3:
Chitinases de classe 1

Chitinase classe 2

Chitinase classe 4

-attaque la chitine
(champignons,
insectes)
-synergie avec les beta-
1,3 glucanases
/

16

-Pers a 1 (Avocat),
Cas s 5 (chataigne)

-Latex

-Raisin

-Brar 2 (navet)

PR-4Win like chitinase
et heveine

-Activité lectine
(inactivation des
glycoprotéines)

-Mal d (pomme),

PR-5 thaumatin-like

-Perméabilisation de la
membrane
-résistance au choc
osmotique et au froid

Pru av 2 (cerise),
Cap a 1 (poivre)

-Tri a Bd 36 (blé)

PR-9 : Peroxydases

-synthese de lignine
-détoxification de
H202.

-Mal d 1(pomme),

PR-10 : Bet v-1 like

de cytokines

-transport de stérols et

-activité ribonucléique

24

Api g 1(céleri), Gly|
m 4 (soja),
Bet v 1(bouleau)

-Pru p 3(péche) ,

PR-14 :LTP
(protéines de
transfert de lipides)

-transport de lipides

38

Mal d 3(pomme),
Pru ar 3 (abricot),
Lac s 1(laitue)
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Tableau Nell : Protéines allergenes PR-like (Malandain et Lavaud ,2004).

Famille de protéines Role Nombre Exemples
d’allergeénes
Albumines 2S -protéines de stockage 20
avec, parfois, une -Braj 1 (moutarde)
activité inhibitrice
d’amylase trypsine.
Inhibiteurs -Inhibition d’enzymes
(ATI) d’amylases digestives d’insectes -Hor v 15 (orge )
trypsine
Cyclophilines -Protection de la 2
conformation des -Bet v (bouleau)
protéines
Cystéines protéases C1 -Toxicité pour les
insectes phytophages. 4 -Act ¢ 1(kiwi)
-résistance a la
déshydratation
Germines -Détoxification de 1
I’oxalate : tolérance a la -Poivre
sécheresse aux métaux
lourds
HSP ( Heat Shoc -Protection des 2 -HPS-1 (noisette)
Proteins) protéines contre le
stress thermique
Inhibiteurs de sérine / 1 -Farine de sarrasin
protéases type patato-1
Isoflavone réductases -Synthese de 12 -Pyr ¢ 5(poire)
phytoalexines et de
lignanes (résistance
mécanique)
Lectines -Liaison aux 1 -Agglutinine
glycoprotéines (arachide)
Patatin-like -Activité lipasique 3 -Hev b 7(latex)
Superoxyde dismutases -détoxification des 2 -Ole e 5(olivier)

Cu/Zn

radicaux libres
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1.3.4-Réduction de I’allergénicité : hypoallergénicité :

La notion d’hypoallergénicité, qui remonte historiquement aux années 1970, est
d’abord appliquée a des produits industriels pour éliminer ou diminuer la teneur des
réactogenes chimiques reconnus (cosmétiques, lessives). Puis, I’hypoallergénicité s’élargie au
domaine des allergenes protéiques pour répondre a la problématique des allergies aux
protéines de gants de latex, ainsi qu’a celui de I’allergie aux protéines de lait de vache.
Plusieurs procédés ont été appliqués pour supprimer ou diminuer 1’allergénicité (Moneret-

Vautrin et Kanny ,2007).

1.3.4.1-La dénaturation des protéines par le chauffage :

La plus simple action sur 1’allérgénicité est la dénaturation des protéines par le chauffage.
L’effet du chauffage sur les protéines dépend de la température appliquée.
-entre 55 et 70 °C provoque le dépliement des chaines polypeptidiques.
-entre 70 et 80 °C provoque le début de rupture des ponts disulfures, qui se désorganisent
totalement entre 80 et 90 °C.
-entre 90 et 100 °C, les protéines s’agrégent.
-au-dela de 100 °C, les protéines engagent des liaisons covalentes avec les sucres réducteurs,
composés de Maillard, et leurs dérivés dicarbonyles, ainsi qu’avec les lipides oxydés (Davis et
al., 2001 ). Ces procédés thermiques peuvent avoir deux effets opposés soit la diminution de
I’allergénicité par la destruction des épitopes conformationnels soit la possibilité de liaisons
avec les IgE comme certains allergenes des 1égumineuses. Le mode de chauffage est un
facteur important qui peut orienter I’effet dans les deux sens. Le rotissage de 1’arachide a
170°C augmente son allergénicité alors que 1’ébullition ou la simple friture la diminue (Beyer

etal, 2001 ).

1.3.4.2-La dénaturation globale par procédés enzymatiques :

La dénaturation globale par procédés enzymatiques, au-dela des dénaturations des
épitopes conformationnels engendrées par le chauffage, vise a 1’altération des épitopes
linéaires. La fermentation des protéines de soja et la farine de pois annule la liaison aux IgE (
Lehrer et Bannon ,2005). Trois enzymes sont utilisées pour réduire la teneur en allergene
majeur, Gly m Bd , de soja. Ce sont les enzymes de Bacillus subtilis, Bacillus nato et

Aspergillus soyae (Weichel et al .,2006 ).
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1.3.4.3-Les procédés physiques et chimiques :

Parmi les procédés physiques et chimiques : 1'ultrafiltration appliquée au lait de soja
infantile le  rend hypoallérgénique. La texturisation du soja modifie certainement
I’allergénicité, mais de facon variable selon le profil de sensibilisation au soja naturel (Franck
et al,, 2002). Le traitement alcalinisant du riz diminue notablement la teneur en allergenes

hydrosolubles.

1.3.4.4-L’association de différents procédés :

L’association de différents procédés : chauffage, traitement enzymatique, ultrafiltration
est la base de la fabrication des laits infantiles hypoallergéniques (Moneret-Vautrin et al.,
2001). L’allégation que les laits hypoallergéniques entrainent moins de réactions allergiques
chez les sujets, sensibilisés aux protéines de lait de vache, que le produit naturel, est soutenue

par le fait que la liaison des IgE spécifiques aux protéines du lait est tres diminuée.

1.3.4.5-Des procédures complexes:

Des procédures complexes associant 1’élimination des lipides, la réduction par sulfites,
des modifications de pH et de force ionique, ont permis a certains auteurs d’élaborer des
produits a base de soja privé de trois allergenes : Gly m Bd 30, GlymBd 60 et Gly mBd 28.
L’absence de réactions allergiques a été constatée chez 80 % des sujets allergiques au soja

(Ogawa et al. , 2000).

1.3.4.6-La sélection de variants agronomiques avec un taux moindre ou une absence
d’allergenes majeurs :

La sélection de variants agronomiques ayant un taux moindre ou une absence
d’allergenes majeurs pourrait aller dans le sens d’'une commercialisation orientée vers de telles
variétés « hypoallergéniques ». Une étude a été faite sur 324 variétés de blé vis-a-vis des
patients allergiques aux protéines de blé (les gluténines, les gliadines et 1’inhibiteur de 1’alpha
amylase). Elle montre que la teneur de ces allergenes varie selon la variété. Au contraire des
gliadines et gluténines, thermorésistantes, les allergenes salino-solubles (les albumines et les
globulines) sont dénaturés par cuisson du pain. C’est la raison pour laquelle les boulangers
allergiques a ces allergenes de la farine de blé inhalés présentent treés rarement une allergie

alimentaire au pain (Moneret-Vautrin et Kanny ,2007 ).
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1.3.5-Les protéines allergenes des aliments d’origine végétale étudiées :
1.3.5.1-Les protéines allergenes d’arachide :

L’arachide (Arachis hypogaea ) est une légumineuse annuelle de la famille des
Papilionacées. Elle contient 40 a 45% de lipides et 25 a 30% de protéines (Boissieu ,2002).
Les protéines de 1’arachide sont classées en albumines et en globulines. Les protéines
allergenes du groupe de globulines sont subdivisées en deux fractions I’arachine ( globuline
11S) et la conarachine. Cette derniere peut €tre séparée par ultracentrifugation en deux
composants de 7.8S et 12.6S. Les autres composants de la fraction d’albumine de 1’arachide
sont I’agglutinine, la lectine, les inhibiteurs de protéase, inhibiteurs d’alpha amylases et les
phospholipases (Loza et Brostoff ,1995). Les deux principaux allergenes de I’arachide sont la

viciline (Ara h 1) et I’albumine 2S conglutine (Ara h 2) (Burks et al., 1991).

-La viciline Arah 1 :

La viciline de I’arachide est responsable de la majorité des cas d’anaphylaxie fatale. Il
s’agit d’une glycoprotéine qui possede un seul site de N-glycolysation (Van der Veen et al.,
1997 ; Rougé et al., 2009). Elle a une masse moléculaire comprise entre 63.5 a 65 kDa et un
pH isoélectrique de 4.55 (Burks et al .,1991 ; Mondoulet,2005). Elle représente 12 a 16 % des
protéines totales de I’arachide. Elle a une structure tridimensionnelle stable qui joue un role
primordial dans la protection des épitopes contre la dégradation (Burks et al .,1998 ; Pomes et
al., 2003). Les vingt trois épitopes de la viciline détectés sont distribués le long de 1a molécule
soit au niveau de la partie protéique ou glycannique (Shin et al .,1998). L’analyse de la
séquence de la viciline (Ara h 1) montre qu’elle présente une forte homologie avec les autres
protéines de réserve de la méme famille des globulines 7S. Cet allergene protéique possede un

seul résidu de cystéine dans toute la molécule.
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Figure Ned : Structure tridimensionnelle de la viciline d’arachide Arah 1

A /les hélices alpha sont localisés au niveau des extrémités de chaque monomere. Les trois monomeres sont
présentés par différentes couleurs. B/ la plupart des épitopes, colorés en rouge, sont localisées dans la région de
contact entre deux monomeres (Maleki et al., 2000).

La structure tertiaire a quatre domaines : une pelote d’hélice alpha dans une extrémité, deux
groupes de feuillet B antiparalleles opposé et une pelote d’hélice alpha dans I’extrémité
opposée. Les interactions hydrophobes sont responsables de la formation de cette structure. Les
acides aminés hydrophobes (alanine, isoleucine, leucine, méthionine, phénylalanine, proline,

tryptophane, valine) se condensent au niveau des extrémités moléculaires.

Figure Ne 5: Localisation des acides aminés hydrophobes dans la structure tertiaire de la
viciline Ara h 1 : orange : acides aminés hydrophobes (Maleki et al .,2000).

-Les autres protéines allergenes :

-Ara h 2 est un allergéne majeur de 1’arachide. Il appartient a la famille d’albumines 2S. Il a
un pH isoélectrique acide égal a 5.2 et un faible poids moléculaire de 17 kDa. C’est un
inhibiteur de la trypsine (Koppelman et al,, 2005 ). Il se compose de deux isoformes Ara h

2.0101 et Ara h 2.0201.
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-Ara h 3 est un allergene majeur. C’est une glycinine de 60 kDa et de pH isoélectrique égal a
5.5. Elle peut étre un inhibiteur de la trypsine. Elle se compose de plusieurs polypeptides de
14 a 45 kDa qui sont classés en sous unités acides et basiques. Le caractere allergénique de
I’Ara h 3 est du aux sous unités basiques (Restani et al .,2005 ). Elle possede deux sites de N-
glycolysation (Rougé et al.,2009).

-Ara h 4 est une glycinine de 61 kDa , elle présente 91% d’homologie avec Ara h 3 (Mondoulet
,2005).

-Ara h 5 est une profiline de 15 kDa peu abondante (Shin et al., 1998).

-Arah 6 et I’Ara h 7 sont des albumines 2S dont les masses moléculaire sont respectivement
14.5 kDa et 15.8 kDa ( Jacquenet et Moneret-Vautrin ,2007). Elles sont résistantes a la
protéolyse digestive et aux températures supérieures a 100°C.

-Ara h 8 est une protéine homologue a Bet v 1. Elle a un poids moléculaire de 16.9 kDa. Elle
est instable a la digestion gastrique et moins stable au rotissage.

-Ara h 9 est une protéine de transfert de lipide (Asero et al., 2002 ).

-Ara h oléosine est un allergene possédant un poids moléculaire de 18 kDa .

-Ara h agglutinine.

1.3.5.2-Les protéines allergenes de blé :

Le blé est une plante annuelle. Il appartient a la famille des Graminées. La teneur en
protéines des graines est comprise entre 10 a 15%, selon la variété. Ces protéines sont riches
particulierement en acide glutamique, en leucine et en proline mais pauvres en lysine. Ces
protéines sont divisées en deux grands groupes :

-Protéines de structure et de fonction : les albumines et les globulines.

-Protéines de réserves : les protéines du gluten (gliadines et gluténines).

Chaque groupe de protéines renferme un certain nombre de protéines allergénes qui sont
responsables des différentes formes d’allergies. Ces dernieres dépendent de la voie

d’exposition et des mécanismes immunologiques engendrés (Battais et al., 2007).

-Les protéines de structure et de fonction :

C’est la fraction salino-soluble, protéines métaboliques et cytoplasmique. Elle
représente 20% des protéines totales. Les albumines et les globulines sont des protéines
globulaires et se concentrent dans la périphérie de la graine (Chiron et Roussel ,2007 ). Les
albumines de blé sont des protéines glycolysées de masse moléculaire comprise entre 5 et 30
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kDa (Godon et al .,1984 ; Feillet , 2000). Elles ont un pH isoélectrique, approximativement,
7.3 (Sodini et al.,2001). Les globulines posseédent des poids moléculaires variant de 20 a 90
kDa. Les albumines et les globulines contiennent moins d’acide glutamique et de proline que
les protéines de gluten mais leur teneur en lysine est beaucoup plus élevée. Elles sont
constituées d’un grand nombre de protéines se différenciant par leurs propriétés
physicochimiques (masses moléculaires , composition en acides aminés et le pH isoélectrique
) et fonctionnelles (activité enzymatique : o et B amylases , protéases , oxydoréductases ,
inhibiteurs d’enzymes , agent d’échange de liaison dissulfure ). Les protéines allergénes des
fractions des albumines et des globulines sont nombreuses et ont des masses moléculaires
comprises entre 12 et 70 kDa (Battais et al., 2007). Parmi elles, la protéine de transfert de
lipide LTP1 de 9 kDa qui est responsable de I’eczéma et un groupe de protéines de poids
moléculaire de 12 a 18 kDa appartenant aux inhibiteurs de 1’alpha amylases. L’inhibiteur de
I’alpha-amylase du blé semble €tre un allergene important dans ’asthme du boulanger
(Saadoun-Cousin et al.,2002 ). 11 a été récemment identifié la thioredoxine qui est un

allergeéne de blé appartenant a la famille protéique des céréales (Weichel et al., 2006).

-Les protéines de réserve :

Ce groupe de protéines localisé dans ’amande de la graine est subdivisé en deux
groupes de protéines qui se différencient essentiellement par leurs solubilités.
-Les gliadines : sont des protéines monomériques solubles dans les alcools dilués et
représentent 40 a 50% des protéines totales de blé. Les gliadines sont riches en acide
glutamique et en proline. Elles contiennent des liaisons disulfures intramoléculaires (Saadoun-
Cousin et al .,2002). Elles sont réparties en quatre groupes selon leur mobilité
éléctrophoretique a pH acide. Il existe les a, B, y et ® gliadines. Les trois premiers, a, B, 7,
sont responsables de la dermatite atopique chez I’enfant avec ou sans asthme tandis que les
o5 gliadines provoquent I’anaphylaxie induite par I’effort et de 1'urticaire (Denery et
Bodinier ,2006).
-Les gluténines : sont des protéines polymériques, partiellement solubles dans les solutions
acides diluées et dans certains détergent ou dissociant. Les gluténines peuvent €tre classées
en deux sous unités, liées par des ponts disulfures : les gluténines de faibles poids moléculaire
(FPM) et les sous unités de haut poids moléculaire (HPM). Les gluténines de faibles poids

moléculaire (FPM ) représentent 60 a 80% des gluténines totales et ont une composition en
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acides aminés proche de celle des gliadines et sont des allergenes potentiels (Saadoun-Cousin

etal., 2002 ; Shewry et Halford ,2002).

1.3.5.3-Les protéines allergenes de la lentille :

La lentille (Lens culinaris) est une légumineuse herbacée annuelle appartenant a la
famille des Papilionacées. C’est une espece méditerranéenne, cultivée en Algérie (Baba Aissa
,2000). Elle contient des protéines, des lipides et de I’amidon, du fer et du phosphore et les
vitamines B1, B2 et B6. Le taux de protéines de la lentille varie de 15 a 40% selon les variétés.
Les principales protéines sont les globulines 11(légumines), les globulines 12S et les
vicilines. La composition en acides aminés est caractérisée par une teneur €levée en lysine , en
arginine, en glutamine , en acide aspartique et en leucine et une faible teneur en méthionine ,
en cystéine et en tryptophane (Swason , 1990). Parmi les protéines allergenes de lentille :

-Len ¢ 1.01 appelé viciline est une protéine allergene majeure de lentille. Il s’agit d’une
glycoprotéine de poids moléculaire de 48 kDa. Elle se compose de deux fragments qui sont la
gamma viciline (Len ¢ 1) et une protéine de poids moléculaire de 26 kDa. Sa séquence en
acides aminés présente 50% d’homologie avec celles des vicilines de 1’arachide et de soja (
Lopez-Torrejon et al., 2003).

-Len ¢ 1 possede un poids moléculaire de 12 a 16 kDa. C’est un allergéne majeur correspond a
la gamma viciline (Sanchez-Monge et al .,2000).

-Len ¢ 2 a un poids moléculaire de 66 kDa . C’est une protéine biotinylatée spécifique de la

graine (Sanchez-Monge et al., 2000).

1.3.5.4- les protéines allergenes de pois vert :

Le pois vert (Pisum sativum L.) appartient a la famille des Papilionacées. Le pois vert est
une espece méditerranéenne, cultivée en Algérie (Baba Aissa, 2000). La graine de pois, a 1’état
sec, contient 30 a 50% de glucides, 20 a 25% de protéines et moins de 2% de lipides selon les
variétés (Perrot,1995). Les protéines allergenes potentielles de pois sont la fraction
d’albumine et deux protéines de la fraction des globulines de type 7S qui sont la viciline et la

conviciline (Sanchez-Monge et al.,2000 ; Malley et al.,2004 ; Sell et al., 2005).

-La fraction d’albumines :
La fraction d’albumines représente 21% des protéines totales (Belitz et al.,2009 ). Le pH
1soélectrique est de 6.0 (Swanson, 1990). Elle contient plus de tryptophane, de lysine, de
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thréonine, de cystéine et de méthionine que la fraction de globulines. Elle se compose de :

a) Les albumines majeures: sont subdivisées en deux groupes selon leurs poids
moléculaires :

- L’albumine a haut poids moléculaire, PMA L, est un dimere de sous unités de 25 kDa .
Chaque sous unité est constituée d’une chaine polypeptidique unique et possede trois résidus
de cystéine dont deux forment un pont disulfure. Cette protéine a une structure compacte,
riche en feuillets B (Gruen et al., 1987).

- L’albumine de bas poids moléculaire, PMA S, est un dimere de 11 kDa, composé de
polypeptides d’environ 6 kDa. Elle est exceptionnellement riche en soufre et contient 50 %

des acides aminés soufrés totaux du pois (Gatehouse et al., 1985 ; Higgins et al., 1986).

b) Les lectines :

Les lectines représentent 2,5 % environ des protéines du pois (Masson et al., 1986). Elles
sont des protéines tétramériques de 50 kDa environ, composées de deux chaines
polypeptidiques 1égeres de 7 kDa (a) et de deux chaines lourdes () de 17 kDa. Les lectines de
pois ne contiennent pas d’acides aminés soufrés et leur structure secondaire contient une

proportion élevée de feuillets f3.

¢) les inhibiteurs trypsiques :

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

-La fraction de globulines :

La fraction de globulines constitue 66% des protéines totales de pois (Belitz et al., 2009).
Elle est riche en arginine, en phénylalanine, en leucine et en isoleucine (Swanson,1990). Elle
possede un pH isoélectrique acide variant de 4.4 a 4.6. La viciline et la conviciline
représentent les allergenes potentiels majeurs de cette fraction (Sanchez-Monge et al., 2004).
a) La viciline : est une protéine glycolysée trimérique de masse moléculaire égale a 150 kDa
(Swanson, 1990). Elle est composée de polypeptides de 50 kDa environ, et d’un grand nombre
de polypeptides de plus faible masse moléculaire (33, 30, 19, 15, 13, 12,5 kDa) issus du
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clivage post traductionnel d’un précurseur de 50 kDa. Sa structure secondaire est riche en
feuillet B (L’anson et al., 1988 ).
b) La conviciline : est une protéine trimérique de sous unités de 70 kDa, non glycolysée

(Newbigin et al., 1990). Elle présente de tres grandes homologies de séquence avec la viciline.

1.3.5.5-Les protéines allergenes des graines de sésame :

Sésame (Sesamum indicum L) est une herbacée annuelle et oléagineuse appartenant a la
famille des Pedaliacées. L’huile de sésame est de tres bonne qualité. La graine de sésame
contient 45 a 54% de lipides. Il renferme de glucides, de protéines, du fer, du calcium, du
phosphore, de I’acide folique, la vitamine A et la vitamine B (Agne et al .,2003). La plupart
des protéines de sésame ont un pH isoélectrique compris entre 4.9 et 6.4 (Fremont et al .,
2002). Les teneurs des albumines, des globulines, des prolamines et de gluténines par rapport
au taux de protéines totales sont respectivement 8.9%, 67.3% ,1.3% et 6.9%. Leur
composition en acides aminés est riche en méthionine et en cystéine mais pauvre en lysine. Les
accidents graves liés au sésame sont de type d’angicedeme et de choc anaphylactique mais il
existe beaucoup de sensibilisation sans allergie. Une hypothese a été supposée selon laquelle
I’importante sensibilisation au sésame pourrait étre liée a une réaction croisée entre le s€same

et I’arachide (Beyer et al., 2002). Les protéines allergénes majeures de cet aliment sont

-Les albumines 28 :

Les albumines 2S présentent 25% des protéines totales. Elles sont appelées
conventionnellement les f globulines. Elles sont hétérodimériques non glycolysée a pH
isoélectrique basique (Agne et al .,2003). Le premier allergene de cette fraction est une
conglutine, Ses i 1, appartenant a la famille des inhibiteurs de la trypsine et de 1’alpha amylase
des céréales. C’est une protéine non glycolysée de 9 kDa ayant un pH isoélectrique égal a 7.3.
Les pH isoélectrique de la petite et la grande sous unité composantes de cet allergéne sont
respectivement 6.5 et 6.0 (Pastorello et al., 2001). Elle est thermostable a 100°C pendant 5
minutes (Agne et al., 2003). La séquence N-terminale de la petite sous unité est Ala-Arg-Asp-
Leu-Pro-Arg-Arg-Cys-Asn-Met-Arg-Pro-Gln-GIn-Cys-Ala-Phe. L’extrémité N-terminale de
la grande sous unité est bloquée par un résidu d’acide pyroglutamique (Agne et al., 2003). Le
deuxieme allergene, Ses i1 2, est un allergéne majeur de 7 kDa . 1l est thermostable. Il est riche
en méthionine et présente 35% d’identité au Ses i 1 et 46% d’homologie (Beyer et al,
2002 ;Wolff et al.,2003 ).
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-La globuline 7S :
C’est une viciline, Ses i1 3, de 45 kDa (Beyer et al.,2002). Elle représente 5% des protéines
totales. Elle est composée d’un seul polypeptide (Tai et al., 2001).

-La globuline 11S :

Cette fraction est appelée conventionnellement a globuline. Les deux protéines de cette
fraction identifiées comme des allergénes sont Ses i 6 et Ses i 7. Cette derniere présente
36% d’identité avec Ses 1 6 (Beyer et al., 2007). Il existe d’autres protéines allergenes a
fonctions enzymatique et des protéines porteuses de graisses tel que la caléosine Sopl qui

possede un poids moléculaire de 76.6 kDa (Chen et al., 1999).

1.3.5.6-Les protéines allergenes de soja :

Le soja (Glycine max) est une herbacée annuelle d’origine asiatique. Il appartient a la
famille des l1égumineuses. C’est une plante protéagineuse. Sa teneur en protéines varie entre 40
et 45% selon la variété. Les protéines de soja ont une bonne valeur nutritionnelle et sont riches
en lysine. Elles sont séparées par précipitation acide a pH 4.8 en :

-globulines : Elles sont composées de quatre fractions qui se différencient par leur coefficient
de sédimentation 2, 7, 11 et 15 S. Elles représentent 85% des protéines totales.

-Le petit lait : Il renferme 10% des protéines totales. Il contient 1’inhibiteur de trypsine et
I’hémaglutinine (Dean ,1985 ).

Parmi les protéines allergenes de soja :

a) Les protéines de défense :

La PR-10 SAM 22 ou Gly m 4 appartient a la famille des homologues Bet v-1 secrétée en
réponses aux attaques des nématodes. Les inhibiteurs de protéases a sérine sont secrétés

contre les larves d’insectes et le thiol protéase, Gly m Bd 30 K (Collard et Tap , 2005) .

b) Les protéines de réserve :
b1) Les globulines 2S :

Elles sont désignées par STI ( Soybean Trypsin Inhibitor) . Elles regroupent : I’inhibiteur de
Kunitz (STKI) ayant un poids moléculaire de 21.5 kDa, I’inhibiteur de la trypsine Gly m TI ,
I’inhibiteur de Bowman-Birk, I’inhibiteur de la trypsine et la chymotrypsine. L’inhibiteur de
Kunitz et I’inhibiteur de Bowman-Birk forment un complexe équimoléculaire inactif avec la

trypsine (Alais et al. ,2004).
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b2) La B conglycinine:

La B conglycinine, Gly m 5, a un poids moléculaire de 170 kDa. Elle représente 27% des
protéines totales et 85% de la fraction de globuline 7S (Renkema et al., 2001 ;Amigo-
Benavent et al., 2009). C’est une glycoprotéine de pH isoélectrique acide égal a 4.98. Elle est
résistante a la dégradation par le liquide gastrique artificiel et renferme environ de 5% des
glucides (mannose et N-acétyl-glucosamine) (Cheftel et al ., 1985 ; Amigo-Benavent et al.,
2009 ; Belitz et al., 2009). Sa dénaturation thermique commence a partir de 67°C (Cheftel et
al. , 1985). Elle est composée de trois sous unités glycolysées a, a’et . La dissociation de la B
conglycinine en sous unités est possible en milieu acide ou alcalin et méme au cours d’une
dialyse a faible force ionique 0.5. Les sous unités o’ et [ sont basiques. La sous unité o , Gly
m Bd 68 K, ayant un poids moléculaire de 72 kDa est acide. La sous unité o est reconnue par
25% des patients sensibilisés au soja atteint de dermatite atopique (Owaga et al.,1995). La
composition de la sous unité a, dépourvue de cystéine et cystine, et celle de o’ ayant un poids
moléculaire de 67 kDa sont tres proches. La sous unité f de 53 kDa est dépourvue non
seulement de cystéine mais aussi de méthionine c’est la raison pour laquelle les sous unités o ,
o’ et B sont liées par des liaisons non covalentes (Chelfet et al. , 1985 ; Alais et al. ,2004). Gly
m Bd 28 K était le premier allergene isolé a partir de la farine de soja. Il s’agit d’une
glycoprotéine, glycolysée au niveau de deux sites, de 28 kDa . Elle est probablement

composée de deux peptides de 240 et 212 acides aminés.
b3) La globuline 118 :

C’est la glycinine, Gly m 6. C’est une glycoprotéine qui renferme moins de 1% de
glucides (Belitz et al. ,2009). C’est un oligomere de poids moléculaire de 350 kDa de pH
isoélectrique égal a 4.64 et représente 34% des protéines totales (Chelfet et al ,1985 ;
Renkema et al., 2001). Elle est formée de 12 sous unités dont six basiques “B ” et six acides
“A”. Les masses moléculaires des sous unités “A” varie de 37 a 42 kDa et celles de « B »
varie de 17 a 20 kDa. Les sous unités “A” sont responsables de la plupart des fixations d’IgE
sur la glycinine. 35% de la structure secondaire de la glycinine est sous forme feuillet plissé J3,
60% est sous forme d’une zone en pelote statistique et 5% est sous forme d’hélice a. Sa
dénaturation thermique commence a partir de 70°C (Alais et al. ,2004). Son chauffage a 80°C (
Cheftel et al. ,1985), en milieu acide ou basique et en présence d’urée ou d’un détergent , a

faible force ionique (0.01) dissocient facilement la glycinine en sous unités (Alais et al. ,2004).
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b4) les Albumine 28 :

La protéine allergene est appelée Gly m 2S Albumin (Kobayashi, 2005).
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II- MATERIEL ET METHODES D’ANALYSES :
I1.1-Matériel végétal :

Les produits utilisés sont : les graines d’arachide, de blé, de lentille, de pois vert, de

sésame blanc et de soja. Le blé a été fourni de Moulins Sybousse -Annaba. Les autres

aliments ont été achetés du marché.

I1.2- Méthodes d’analyses :

I1.2.1-Extraction des protéines allergenes :
I1.2.1.1-Extraction de la viciline d’arachide :

50 g de graines d’arachide broyées sont placées dans un Becher contenant 500 ml de Tris-
HCIl a 20 mM de pH 8.2. Le contenu est agité pendant 2 heures a température ambiante puis
centrifugé a 3000 g pendant 5 minutes a une température ambiante. Le surnageant résultant est
centrifugé a 10 000 g pendant 15 minutes a température ambiante pour enlever les particules
insolubles et les traces d’huiles (Kang et al., 2007). 1l est ensuite dialysé contre du Tris-HCI a
20 mM de pH 8.2 pendant 24 heures a froid puis centrifugé a 10 000 g pendant 15 minutes
pour récupérer 1’extrait protéique (Koppelman et al., 1999 ). Ce dernier est solubilisé dans un
litre de tampon composé du Tris-HCI a 50 mM de pH 8.3 , 1 mM d’EDTA, 1 mM de f-
Mercaptoethanol , 1 mM de PMSF et 200 mM de NaCl puis agité pendant 1 heure a
température ambiante. La solution est centrifugée a 13 000 g pendant 30 minutes a 4°C. Le
surnageant résultant est salé out par le sulfate d’ammonium (NH4),SO4 a 70% de saturation.
Apres centrifugation a 13 000 g pendant 30 minutes, le surnageant est salé out par le sulfate
d’ammonium (NH4),SO4 & 100% et la viciline est récupérée par centrifugation a 13 000 g

pendant 30 minutes (Maleki et al., 2000).

I1.2.1.2-Extraction de I’albumine et la globuline de blé

Dans un Becher, 500 ml de Na Cl a 0.5 M sont ajoutés a 50 g de blé moulu. Apres agitation
magnétique pendant 2 heures et filtration, la solution est centrifugée a 3000 g pendant 30
minutes. Le surnageant est dialysé contre du Tris—HCIl a 50 mM de pH 7.9 durant 24 heures a
froid. Par centrifugation a 3000 g pendant 30 minutes les albumines sont séparées des

globulines (Buchanan et al., 1997).
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I1.2.1.3-Extraction de la viciline de la lentille :

50 g de graines de lentille broyées et délipidées par 250 ml d’acétone dilué 1/10 pendant 1
heure a froid puis séchées a I’air libre sont ajoutées a 250 ml de tampon phosphate salin
composé de tampon phosphate a 0.1M de pH 7.4 et de NaCl a 0.15 M. Le mélange est agité a
froid pendant 1 heure puis centrifugé a 10 000 g pendant 30 minutes a 4°C. Le surnageant est
dialysé contre I’eau distillée pendant 24 heures a froid. L’extrait protéique est récupéré par
centrifugation a 10 000 g pendant 30 minutes a 4°C. La viciline est solubilisée dans NaCl a 0.5
M puis salé out par le sulfate d’ammonium (NH4),SO,4 a 85% de saturation. La solution est
laissée au repos pendant 2 a 4 heures a température ambiante puis centrifugée a 10 000 g
pendant 30 minutes a 4°C. Apres dialyse du surnageant contre I’eau distillée pendant 24 heures
a froid et centrifugation a 10 000 g pendant 30 minutes a 4°C, la viciline est récupérée (Lopez-

Torrejon et al., 2003).

I1.2.1.4-Extraction de la fraction d’albumine de pois vert :

Dans un Becher 500 ml de NaCl a 0.5 M sont ajoutés a 50 g de graines broyées de pois vert.
L’ensemble est agité pendant 2 heures puis centrifugé a 3000 g pendant 30 minutes a 4°C. La
fraction albumine reste dans le surnageant apres dialyse contre I’eau distillée pendant 24 heures

a froid et centrifugation a 3000 g pendant 30 minutes a 4°C (Malley et al., 2004) .

I1.2.1.5-Extraction de I’albumine 2S, la légumine et la viciline des graines de sésame

Apres la délipidation des graines blanches de sésame broyées pendant 12 heures a 1’éther de
pétrole en utilisant le Soxhlet, 25 g de farine délipidées sont ajoutées a 250 ml de tampon
phosphate salin composé de tampon phosphate a 20mM de pH7.5 et Na Cl a 1 M. Apres
agitation magnétique constante pendant 2 heures a température ambiante et centrifugation a
17 000 g pendant 1 heure 30 minutes a 4°C, le surnageant est filtré sur du papier Whatman
Nel et dilué au 1/5.5 puis laissé au repos pendant 1 heure. La 1égumine est extraite a partir du
surnageant obtenu par centrifugation a 17 000 g pendant 1 heure 30 minutes a 4°C et apres
I’ajout du sulfate d’ammonium (NH4)>,SOs a 40% de saturation et centrifugation a 11 600 g
pendant 30 minutes a 4°C. En ramenant le taux de sulfate d’ammonium (NH4),SO4 a 80% et
centrifugation a 17 000 g pendant 1 heure 30 minutes, la viciline et I’albumine 2S sont
précipitées. Apres ’ajout du tampon d’extraction au culot et dialyse contre I’eau distillée
pendant 24 heures a froid puis centrifugation a 17 000 g pendant 1 heure 30 minutes,
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I’albumine 2S est solubilisée dans le surnageant alors que la viciline reste dans le précipité
(Orruiio et Morgan ,2007).

I1.2.1.6-Extraction de la p conglycinine et la glycinine de soja :

Apres la délipidation a I’hexane des graines de soja broyées en utilisant le Soxhlet pendant 8
heures, 50 g de farine de soja délipidées placées dans un Erlen -Meyer de 2 litres, il est ajouté
1 litre de Tris-HCI a 0.03 M de pHS8 contenant 5 mM de p-Mercaptoethanol. Apres agitation
magnétique pendant 2 heures a température ambiante et centrifugation a 4000 g pendant 15
minutes, le surnageant acidifié par HCl de pH 6.4 est placé a 4°C pendant 2 a 4 heures. Apres
centrifugation a 4000 g pendant 15 minutes, le précipité contenant la glycinine brute est
solubilisé dans un tampon phosphate salin composé du phosphate monopotassique KH,PO,4 a
2.6 mM, du phosphate dipotassique K,;HPO4 a 32.5 mM de pH7.6, du NaCl a 0.4M et du -
Mercaptoethanol a 10 mM. Par acidification a pH 4.8 et centrifugation a 4000 g pendant 15
minutes du surnageant renfermant la  conglycinine brute et les fractions du petit lait, le
précipité est solubilis€é completement dans le tampon Tris-HCl a 0.03 M de pH 7.6. Les
solutions de glycinine et B-conglycinine sont dialysées completement contre 1’eau distillée a

4°C pendant 24 heures (Renkema et al., 2001).

I1.2.2-Détermination des parametres physicochimiques des protéines allergenes étudiées :

11.2.2.1-Détermination du taux de protéines :

Les protéines sont dosées selon la méthode de Bradford. Cette méthode est un dosage
colorimétrique basé sur le changement de la couleur du bleu de Coomassie apres sa liaison
avec les acides aminés aromatiques (tryptophane, tyrosine et phénylalanine) et les résidus
hydrophobes des acides aminés présents dans les protéines (Weckber et Cory ,1988). La

densité optique est lue a A= 595 nm.

-Préparation du réactif de Bradford :

100 mg de bleu de Coomassie G-250 sont ajoutés a 50 ml d’éthanol a 95%. Apres une
agitation magnétique pendant 2 heures, 100 ml d’acide orthophosphorique a 85% sont ajoutés
et le volume est ajusté avec I’eau distillée a 1 litre. La solution obtenue est filtrée et conservée

a 1’abri de la lumiere.
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-Réalisation de la courbe d’étalonnage :

A partir d’'une solution mere d’albumine bovine a Img/ml, des solutions filles de
concentrations croissantes : 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 et 1 mg/ml ont été préparées. S50ul de chaque
solution fille sont additionnés a 2.5ml du réactif de Bradford. Aprés 5 minutes de réaction, la

densité optique est lue a A= 595 nm (Weckber et Cory ,1988).

Tableau NeIII : Concentrations des solutions de sérum d’albumine bovine (BSA).

Concentration du BSA
0 3,92 7,84 11,7 15,6 19,6
(ng/ml)
Densité optique 0 0,189 0,372 0,553 0,765 0,9
17 y = 0,046x + 0,005
0,9 - R2= 0,997

Densite optique

0 T T T T 1
0] 5 10 15 20 25

Concentration du serum d'albunmine bovine (pg/ml)

Figure Ne 6: Courbe d’étalonnage pour le dosage des protéines.

-Dosage des protéines allergenes :

50ul sont prélevés des solutions de globulines solubilisées dans 1’acide acétique a 0.1M et
d’albumines sont ajoutés a 2.5 ml du réactif du Bradford. Apres 5 minutes de réaction, la
densité optique est mesurée a A= 595 nm.

Le taux de protéines, par rapport au poids sec, est calculé par la formule suivante :
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V x255 xC
Taux de protéines (%) = ---========mmmmmmmmm oo x 100
0.05 x (100-H%) x M

V : Volume de la solution de la protéine allergene (ml).
2.55 : Volume final dans la cuve (ml).

C : Concentration de I’essai (ug/ml).

0.05 : Volume prélevé de la solution protéique (ml).
H% : Teneur en eau de la protéine allergene (%).

M : Masse de la protéine allergene solubilisée dans le volume V (ug).

11.2.2.2- Détermination du taux des glucides :

La méthode a I’anthrone (oxo0-9 dihydro-10 anthracéne) est appliquée pour doser les
glucides. En milieu acide et a chaud, les glucides solubles sont dégradés en furfural qui forme
avec I’anthrone un composé bleu dont 1’absorbance est mesurée au spectrophotometre a 625

nm (Cerning-Beroard, 1975). 1l fait usage de la loi de Beer Lambert.

-Réalisation de la courbe d’étalonnage :

Des solutions étalons de glucose a concentrations croissantes 0, 30, 45, 60, 75, 90 et 105
pug/ml  ont été préparées. 2.5 ml d’acide sulfurique concentrés H,SOy4 sont coulés dans le tube
maintenu dans un bain d’eau glacée contenant 0.25 ml de la solution d’acétate d’éthyle a
I’anthrone 2% préparée dans un bain marie bouillant puis conservée a I’abri de la lumiere et 1
ml de chaque solution étalon. Ensuite, le tube est mis dans un bain d’eau bouillant pendant 12

minutes. Apres refroidissement, la densité optique est lue a A = 625 nm (Godon et al., 1984).

Tableau NelV : Concentrations de glucose et les densités optique.

Concentration de
glucose (ug/ml) 0 8 12 16 20 24 28
0 0.25 0.4 0.506 0.62 0.87 0.945
Densité optique
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17 y=0,034x- 0,019
R2=0,988¢
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Concentration de glucose (pug/ml)

Figure Ne7: Courbe d’étalonnage pour le dosage des glucides.

-Dosage des glucides :

A une quantité de chaque protéine allergéne séchée et placée dans un tube a essai sont
introduits de 1’acide sulfurique H,SO4 a 70% puis laisser au repos. Il y est ajouté ensuite de
I’eau distillée. Les proportions sont respectivement 1ml /0.1g et 6 ml /0.1g. Le tube est placé
a I’étuve réglée a 100°C pendant 12 a 13 heures. Apres I’hydrolyse, la solution est neutralisée
par I’hydroxyde de baryum Ba(OH), éliminé par centrifugation a 358 g pendant 20 minutes.
Apres I’addition de la silice, il est procédé a la filtration par papier Whatman Nel. Dans un tube
a essai contenant 1ml d’hydrolysat maintenu dans un bain d’eau glacée sont ajoutés 0.25 ml de
la solution d’acétate d’éthyle a I’anthrone 2% et 2.5 ml d’acide sulfurique concentré H,SOj,.
Apres 12 minutes dans un bain marie bouillant et refroidissement, la densité optique est lue a A

=625 nm (Godon et al ., 1984).

Le taux de glucides est calculé selon la formule suivante :

Vx375 xC
Taux de glucides (%) = x100

V  : Volume final de I’hydrolysat (ml).
3.75 : Volume final de solution dans la cuve (ml).
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C : Concentration de I’essai (ug/ml).

M : Masse de la protéine allergene seche (ug).

11.2.2.3-Détermination du pH isoélectrique :
Aux solutions des protéines allergenes sont ajoutés attentivement et progressivement de
I’acide acétique CH3COOH a 0.1M ou de la soude NaOH a 0.1M jusqu'a la précipitation des

protéines. La valeur du pH isoélectrique est indiquée sur le pH metre préalablement étalonné.

11.2.2.4-Détermination de la teneur en eau :

La teneur en eau est la quantité d’eau perdue par un produit lorsqu’il est placé en équilibre
avec une pression de vapeur d’eau nulle. Elle exprime la mesure en gramme d’eau pour cent
grammes d’échantillon (Godon et al., 1984 ; Frénot et Vierling ,1997 ). La protéine allergene
possédant une masse Py est placée dans des petites capsules en verre propres et séchées. Ces
dernieres sont introduites dans une étuve réglée a 80°C pendant 24 heures. Apres étuvage,
les capsules sont retirées et placées dans un dessiccateur pour refroidissement. La protéine
allergene seche est pesée jusqu'a masse constante P;. La teneur en eau est donnée par la
relation suivante :

(P() - P1) x 100
Teneur en eau (%) =

Py

Py : Masse de la protéine allergéne avant étuvage (g).

P; : Masse de la protéine allergene apres étuvage (g).

11.2.2.5-Détermination de la température de dénaturation :
Les tubes a 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 chaque 3 minutes jusqu’a

la précipitation de la protéine.

I1.2.3-Analyse statistique :

Il a été effectué trois essais dont les échantillons sont aléatoires, simples et indépendants.
Tous les calculs ont été réalisés a 1’aide du logiciel d’analyse et de traitement statistique des
données MINITAB (X, 2000).
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I1.2.3.1-Description des données :
Il a été calculé certains parametres statistiques de base tel que la moyenne arithmétique
("x) et I’écart-type (S) pour chacun des cinq parametres physicochimiques de chacune de dix

protéines allergenes d’origine végétale étudiées.

11.2.3.2-Test t de STUDENT pour échantillons indépendants :

Le test t de STUDENT consiste a comparer les moyennes de deux populations a 1’aide des
données de deux échantillons indépendants (Dagneli, 2008). Ce test a été réalisé pour
comparer les moyennes de chacun des parametres physicochimiques (le taux de protéines, le
taux de glucides, le pH isoélectrique, la teneur en eau et la température de dénaturation) des
globulines 11S de différents aliments d’origine végétale, des globulines de soja et des
globulines de graines de sésame. La réalisation du test t de STUDENT a été faite soit par la
comparaison de la valeur de t observée (tobs) avec la valeur théorique t 1-o2 tirée de la table
statistique t de STUDENT pour un niveau de signification a=0.05 et pour un certain nombre
de degrés de liberté (ddl), soit par la comparaison de la valeur de la probabilité p avec le
niveau de signification a=0.05. Pour le premier cas il est considéré qu’il existe des
différences significatives entre les deux moyennes si la quantité tobs est supérieure ou égale a
la valeur t 1-02 et dans le deuxieme cas il est considéré qu’il existe des différences

significatives si la valeur de p est inférieure ou égale a la valeur a=0.05.

I1.2.3.3-Analyse de la variance (ANOVA) :

L’analyse de la variance a un critere de classification consiste a comparer plus de deux
moyennes de plusieurs populations a partir des données d’échantillons aléatoires, simples et
indépendants (Dagneli, 2008). Ce test a été réalisé soit par la comparaison de la valeur de Fobs
avec une valeur théorique Fi-o tirée a partir de la table F de FISHER pour un niveau de
signification a (5% ,1% ou 0.1%) pour k1l et k2 degrés de liberté (ddl), soit par la
comparaison de la valeur de la probabilité p avec les différentes valeurs de o, mentionnées
précédemment.Selon que cette hypothese d’égalité des moyennes est rejetée au niveau o
=0.05 ,0.01 ou 0.001, 1l est dit conventionnellement que 1’écart observé est significatif,
hautement significatif ou tres hautement significatif. Ces écarts sont généralement marqués
d’un, deux ou trois étoiles. Ce test a été réalisé pour comparer les moyennes de chacun des
cinq parametres physicochimiques étudiés des protéines allergenes de nature albuminique de
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différents aliments d’origine végétale, des protéines allergénes du groupe des globulines de
différents aliments d’origine végétale et des vicilines de différents aliments d’origine

végétale.

I1.2.3.4-Analyse statistique bivariée :
-Calcul du coefficient de corrélation :

Pour mettre en évidence des relations linéaire entre les cinq parametres physicochimiques
(le taux de protéines, le taux de glucides, le pH isoélectrique, la teneur en eau et la
température de dénaturation) de dix protéines allergenes de différents aliments d’origine
végétale (arachide, blé, lentille, pois vert, graines de sésame blanc et soja), il a été calculé le
coefficient de corrélation «r » de Bravais-Pearson. Ce coefficient mesure I’intensité de la
relation qui existe entre les deux caractéristiques, variables, quantitatives quelconques pour
autant que cette liaison soit lin€aire ou approximativement lin€aire (Dagnelie , 2008). Pour
deux variables quelconques x et y le coefficient de corrélation est déterminé selon la formule
suivante :

r = Cov (x,¥)
Sx. Sy
Cov (x,y) : Lacovariance de x et y .

Sxet Sy : Les écart-types de x et de y.

-Test de signification du coefficient de corrélation :

La valeur du coefficient de corrélation est comprise entre +1 et —1. Il est en valeur absolue,
d’autant plus proche de 1 que la liaison entre les deux séries d’observations est nette. Par
contre si le coefficient de corrélation est nul ou presque nul, les deux variables ne sont pas
corrélées entre elles. Le signe du coefficient de corrélation indique si la relation est croissante
ou décroissante. Lorsque le coefficient de corrélation est positif, les valeurs élevées d’une
caractéristique correspondent dans 1’ensemble aux valeurs élevées de I’autre caractéristique ,
et les valeurs faibles d’une caractéristique correspondent aux valeurs faibles de 1’autre
caractéristique. Lorsque le coefficient de corrélation est négatif , les valeurs élevées d’une
caractéristique correspondent dans I’ensemble aux valeurs faibles de 1’autre caractéristique et
vice versa ( Dagnelie ,2008 ). Pour chaque valeur de r calculée, le logiciel MINITAB
(X,2000) donne la valeur de la probabilité p correspondante , permettant ainsi de tester la
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signification de la corrélation obtenue. Si la valeur de p est supérieure a la valeur critique o
=0.05 (p >0.05), il est dit qu’il n’existe pas une différence significative entre le coefficient
r et la valeur zéro et par conséquent il n’y a pas de corrélation entre les deux variables
étudiées (NS ). Par contre, si la valeur de p est inférieure ou égale a 0=0.05 (p <0.05), il est
dit qu’il existe une différence significative entre le coefficient r et la valeur zéro donc il y a
une corrélation entre les deux variables (*). Si la valeur de p est inférieure ou égale a a=0.01
(p £ a=0.01), le coefficient de corrélation est hautement significatif (**). Si la valeur de p est
inférieure ou égale a o =0.001 (p <a = 0.001), il est dit qu’il existe une différence tres

hautement significative (***) entre la valeur de r et la valeur zéro. (Dagnelie P ,2008).

-La régression linaire :

La régression linéaire a pour but de résumer le nuage de points par une droite de
régression. L’équation de cette droite est de la forme suivante : Y= a + bX
b : Coefficient de régression.

a : Ordonnée a I’origine.

-Test de signification du coefficient de régression :

Le test de signification du coefficient de régression est réalisé par 1’analyse de la variance.
La valeur F,,s calculée est comparée avec une valeur théorique F;_, tirée a partir de la table
F de FISHER pour un niveau de signification donné a et pour ki, k2 degré de liberté, avec ki
=1ddl et k2 =n-2 ddl. Si la valeur de F,,, est supérieure ou égale a la valeur théorique F;_,
(Fops = F 1_o) le coefficient de régression est significatif, le modele est significatif. Par contre,
si la valeur de Fg,s est inférieure a la valeur théorique Fi—, (Fops < Fi-q) le coefficient de

régression n’est pas significatif donc le modele n’est pas significatif.

-Autres parametres de la régression linéaire :

-Le coefficient de détermination R? % :

Ce coefficient exprime la part de la variation de la variabilité dépendante Y expliquée
ou justifiée par la régression. Ce parametre correspond au carré du coefficient de corrélation.
Il est compris entre 0 et 1 et s’exprime toujours en pourcentage. Si la valeur de R? est proche
de 1 ou 100%, la régression ou ajustement est alors d’excellente qualité. Par contre si la

-40-



valeur de R? est faible et tend, plus particulierement, vers 0 ou 0 % I’ajustement ou la

régression est mauvaise.

-L’écart type résiduel Sy :

C’est la racine carrée de la variance résiduelle. Il est appelé aussi I’erreur d’estimation
ou ’erreur de prédiction. Il représente I’erreur commise quand il est utilisé 1’équation de
régression pour faire des estimations. L’écart type résiduel constitue une mesure de la
dispersion des points observés autour de la droite de la régression de Y en fonction de X. Il
correspond a la part de la variance totale de Y qui n’est pas expliquée ou justifiée par la

régression.
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RESULTATS ET DISCUSSION



II1- Résultats et discussion :

III.1- Comparaison des parameétres physicochimiques des protéines allergenes des

différents aliments d’origine végétale étudiées :

Les figures Ne 8,9 ,10,11 et 12 illustrent les résultats concernant le taux de protéines,
le taux de glucides, le pH isoélectrique, la teneur en eau et la température de dénaturation des
protéines allergenes alimentaires d’origine végétale étudiées.

Les taux de protéines dans la viciline d’arachide, I’albumine et la globuline de blé, la
viciline de lentille, I’albumine de pois vert, I’albumine 2S, la 1égumine et la viciline de
graines de sésame, la B conglycinine et la glycinine de soja sont respectivement 56.36 %,
48.93 %, 59.49%, 60.82 %, 45.54%, 41.21%, 78.72%, 715.40%, 67.89% et 53.32 %. Les taux
de protéines de la B conglycinine et la glycinine de soja sont inferieurs a ceux obtenus par
Wu et al.,1999. Cela peut étre expliqué par 1’'impureté de ces deux substances.

Concernant les taux de glucides, toutes ces protéines allergenes sont glycolysées. Elles
renferment de faibles teneurs en glucides a 1’exception de 1’albumine 2S des graines de
sésame. Ces glycoprotéines peuvent €tre classées en trois groupes selon leurs teneurs en
glucides :

-La viciline d’arachide, I’albumine de blé, la viciline de lentille, 1’albumine de pois
vert, la légumine et la viciline de graine de sésame et la glycinine de soja renferment
les taux suivants 0.85%, 0.55%, 1.20 %, 1.25 %, 0.58%,1.06% et 0.77%.
-La globuline de blé et la [ conglycinine de soja renferment les taux de glucides
suivants 2.35 % et 2.32%.
-I’albumine 2S des graines de sésame contient la plus grande quantité de glucides, soit
29.99%.
Le taux de glucides de la glycinine est en accord avec celui annoncé par Belitz et al ., 2009.
Pour Alais et al. ,2004, la glycinine est une protéine non glycolysée. Le taux de glucides de
la B conglycinine est inférieur a ceux obtenus par Cheftel et al. , 1985 ,Amigo-Benavent et
al.,2009 et Belitz et al., 2009. Le résultat concernant le taux de glucides de 1’albumine 2S est
contradictoire avec celui d’Agne et al. ,2003 qui considere cette protéine comme une

holoprotéine.
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Figure Ne 8 : Histogrammes des taux de protéines des protéines allergenes des différents
aliments d’origine végétale .Ara h 1 :Viciline d’arachide , Alb blé : Albumine de blé , Glb blé :Globuline
de blé, Len ¢ 1.01 : Viciline de lentille , Alb pois : Albumine de pois vert , Alb 2S : Albumine 2S de sésame
,GIb 118 : Légumine de sésame ,Glb 7S : Viciline de sésame , Gly m 5 : B conglycinine de soja , Gly m 6 :
Glycinine de soja .
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Figure Ne9 : Histogrammes des taux de glucides des protéines allergénes des différents
aliments d’origine végétale . Arah 1 :Viciline d’arachide , Alb blé : Albumine de blé , GIb blé :Globuline
de blé, Len ¢ 1.01 : Viciline de lentille , Alb pois : Albumine de pois vert , Alb 2S : Albumine 2S de sésame
,GIb 118 : Légumine de sésame ,Glb 7S : Viciline de sésame , Gly m 5 : B conglycinine de soja, Gly m 6 :
Glycinine de soja .
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Figure Nel0 : Histogrammes des pH isoélectrique des protéines allergenes des
différents aliments d’origine végétale . Ara h 1 :Viciline d’arachide, Alb blé : Albumine de blé, Glb
blé :Globuline de blé,Len ¢ 1.01 : Viciline de lentille , Alb pois : Albumine de pois vert ,Alb 2S : Albumine 2S
de sésame ,Glb 11S : Légumine de sésame ,Glb 7S :Viciline de sésame ,Gly m 5 :B conglycinine de soja ,Gly m

6 : Glycinine de soja.
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Figure Nel1 : Histogrammes des teneurs en eau des protéines allergenes des différents

aliments d’origine végétale. Ara h 1 :Viciline d’arachide , Alb blé : Albumine de blé , Glb blé :Globuline
de blé, Len ¢ 1.01 : Viciline de lentille , Alb pois : Albumine de pois vert , Alb 2S : Albumine 2S de sésame
,GIb 118 : Légumine de sésame ,Glb 7S : Viciline de sésame , Gly m 5 : B conglycinine de soja, Gly m 6 :
Glycinine de soja .
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Figure Nel2 : Histogrammes des températures de dénaturation des protéines allergenes

des différents aliments d’origine végétale. Arah 1 :Viciline d’arachide , Alb blé : Albumine de blé,
Glb blé :Globuline de blé , Len ¢ 1.01 : Viciline de lentille , Alb pois : Albumine de pois vert , Alb 2S :
Albumine 28 de sésame ,Glb 118 : Légumine de sésame ,Glb 7S : Viciline de sésame , Gly m 5 : B conglycinine
de soja, Gly m 6 : Glycinine de soja .
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La fraction glycanique joue un rdle primordial dans 1’allergénicité de ces molécules. Il
a été montré que les anticorps synthétisés réagissent avec la partie glucidique des protéines
allergenes présentant une homologie structurale (Moneret-Vautrin ,1997). Les épitopes
glycosylés sont les plus puissants parce qu’ils se lient a leurs récepteurs cellulaire cent ou
mille fois plus rapidement que ceux non glycosylés (Huby et al., 2000 ; Dearman et Kimber,

2002).

Les pH isoélectrique de la viciline d’arachide, I’albumine et la globuline de blé, la
viciline de lentille, I’albumine de pois vert, I’albumine 2S, la 1égumine et la viciline de
graines de sésame , la B conglycinine et la glycinine de soja sont respectivement 4.47, 6.87 ,
4.24, 4.17, 5.66, 6.34, 4.29, 49, 4779 et 4.67. A I'exception des pH isoélectrique de
I’albumine de blé et I’albumine 2S de graines de sésame qui sont proches de la neutralité,
toutes les autres protéines allergenes étudiées possedent des pH isoélectrique acides.

Les valeurs de pH isoélectrique de la viciline d’arachide et de la glycinine du soja
concordent respectivement avec celles déterminées par Mondoulet ,2005 et Cheftel et al.,
1985. Les valeurs de pH isoélectrique de I’albumine 2S de sésame, 1’albumine de blé et de
pois vert mises en évidence par Agne et al .,2003, Sodini et al., 2001 et Swanson ,1990
sont respectivement des pH basique ,7.3 et 6 . Elles sont différentes des valeurs de pH

isoélectrique déterminées.

Les teneurs en eau de la viciline d’arachide, 1’albumine et la globuline de blé , la
viciline de lentille, I’albumine de pois vert, I’albumine 2S, la 1égumine et la viciline de
graines de sésame, la B conglycinine et la glycinine de soja sont successivement 84.41% ,
83.50 %, 63.56%, 86.34%, 86.91%, 90.47%, 91.45%, 82.01%, 89.95% et 86.97 %. 1l est
constaté que ces protéines allergenes possedent une grande capacité a retenir de I’eau. Ces
protéines allergenes peuvent étre riches en acides aminés hydrophiles. L hydrophilie de ces
molécules permet leur passage dans la vapeur de cuisson par conséquent elle favorise la
sensibilisation des muqueuses respiratoires donc la possibilité d’un asthme par allergie
alimentaire (Lehrer et al. ,1990 ; Moneret-Vautrin ,1997 ). Elle maximise leurs propriétés
fonctionnelles lors des processus industriels (Radauer et Breiteneder ,2009).

Les températures de dénaturation de la viciline d’arachide, 1’albumine et la globuline

de blé, la viciline de lentille, I’albumine de pois vert, I’albumine 2S, la 1égumine et la viciline
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de graines de sésame, la B conglycinine et la glycinine de soja sont respectivement 75°C,
74.06°C, 72.26°C, 71.1°C, 60.3 °C, 81°C, 80.76°C, 87°C, 74.26°C et 74.13°C. La
température de dénaturation obtenue de la glycinine est comparable a celle d’Alais et al.
,2004 mais differe de celle indiquée par Cheftel et al. ,1985. Pour ce qui est de la température
de dénaturation de la B conglycinine, elle concorde a celle rapportée par Cheftel et al. ,1985.
La viciline de graines de sésame est la protéine la plus résistante a la chaleur. L’albumine de
pois vert est la plus sensible a la chaleur. Toutes ces protéines allergenes sont caractérisées
par une résistance a la chaleur et leur allergénicité peut exister méme apres dénaturation
.Cela explique I’allergénicité constante de ces molécules. Le pouvoir allergénique de ces
molécules peut accroitre apres chauffage, c’est a cause d’un démasquage des épitopes par un
changement conformationnel au cours du quel des épitopes séquentiels localisés dans des
régions hydrophobes apparaissent (Wal ,2005) alors que les épitopes conformationnels sont
détruits lors de la dénaturation (Taylor et Lehrer ,1996 ). La diminution de I’immunoréactivité
des protéines allergenes peut tre provoquée par le chauffage, elle dépend de 1’équilibre entre
les épitopes conformationnels et séquentiels accessibles, I'immunoréactivité de la protéine est
réduite (Sanchez et Frémont, 2003). L’augmentation de 1’allergénicité peut €tre due aussi a

des modifications chimiques d’acides aminés par réaction de Maillard avec des sucres.

II1.2-Comparaison des parametres physicochimiques des protéines allergenes de nature
albuminique et ceux du groupe des globulines des différents aliments d’origine végétale

étudiées :

I11.2.1-Comparaison des parameétres physicochimiques des protéines allergenes de

nature albuminique de différents aliments d’origine végétale étudiées :
Le tableau Ne V donne les résultats de la comparaison des parametres physicochimiques

des protéines allergénes de nature albuminique des différents aliments d’origine végétale

étudiés. Pour les taux de protéines, les taux de glucides, les pH
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Tableau NeV : Résultats de la comparaison des parametres physicochimiques des protéines
allergenes de nature albuminique des différents aliments d’origine végétale par I’analyse de
la variance a un critere de classification modele fixe.

Statistiques
Parametres Différence factorielle Différence résiduelle
physicochimique F
ddl | SCE; CM; ddl | SCE, | CM, obs p
Taux de protéines 2 89,920 | 44,960 6 1,664 | 0,277 162,10%** 0,000
. 0,248
Taux de glucides 2 1693,5 846,79 6 0,041 | 20653.4***x | (,000%**
sksksk sksksk
pH isoélectrique ’ 2.184 1,092 6 0,0075 | 0,0012 | 869,85 0,000
36,406
Teneur en eau 2 72,813 6 0,3921 | 0,0653 | 557,15%** 0,000%*3*
A skekk
Terflperatul:e de 2 666,08 333,04 6 0,0267 00044 | 75690.90%* 0,000
dénaturation

NS . Différences non significatives, *: Différences significatives, ** : Différences hautement
significatives, *** : Différences tres hautement significatives.
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isoélectrique, les teneurs en eau et les températures de dénaturation, les valeurs de p données
par I’analyse de la variance sont nulles (p=0.000 <0.001). II existe des différences

tres hautement significatives entre chaque parametre physicochimique de ces albumines.
L’albumine 2S de graines de sésame est caractérisée par la plus grande teneur en glucides, la
plus grande teneur en eau et la plus grande résistance a la chaleur. La grande teneur en
glucides améliore sa capacité a retenir de I’eau et méme sa résistance thermique (Malandain
,2005). Ces protéines allergenes appartiennent a la méme famille protéique mais chacune a ses

propres caractéristiques.

II1.2.2-Comparaison des parametres physicochimiques des protéines allergenes du

groupe des globulines de différents aliments d’origine végétale :

Les tableaux Ne VI, VII, VIII, IX et X donnent les résultats des comparaisons des
parametres physicochimiques des protéines allergenes du groupe des globulines des
aliments d’origine végétale étudiés. Il est constaté qu’il existe des différences tres hautement
significatives entre tous les parametres physicochimiques de toutes les protéines allergenes
du groupe des globulines étudiées. Pour les vicilines, il existe des différences trés hautement
significatives entre les parametres physicochimiques. Des différences  se trouvent
essentiellement au niveau des régions N et C terminal (Belitz et al., 2009). Concernant les
légumines, des différences tres hautement significatives sont mises en évidence
(p=0.000<0.001) entre les teneurs en protéines de la glycinine de soja et la légumine de
graines de sésame ainsi qu’entre leur pH isoélectrique et leur températures de dénaturation.
Il existe des différences hautement significatives (p=0.008 <0.01) entre leur teneur en eau
alors qu’il existe de différences significatives (p=0.016 <0.05) entre le taux de glucides de la
légumine de graines de sésame et la glycinine de soja. Ces globulines se différencient
probablement dans leurs compositions en acides aminés. Ces différences se trouvent au
niveau des sous unités acides et des régions C terminal des sous unités basiques (Belitz et al.,
2009). En ce qui concerne la B conglycinine et la glycinine de soja, il existe des différences
tres hautement significatives entre les taux de protéines ainsi qu’entre les taux de glucides.
Les valeurs de p sont nulles. Il existe des différences trés hautement significatives (p=0.001<

0.001) entre les pH isoélectrique. Il n’existe pas des différences
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Tableau NeVI : Résultats de la comparaison des parametres physicochimiques des protéines

allergenes du groupe des globulines des différents aliments d’origine végétale par 1’analyse

de la variance a un critere de classification modele fixe.

Statistiques
Parametres —_ . —_ -
physicochimique Différence factorielle Différence résiduelle .
ddl | SCE; | CM; | ddl | SCE, | CM, obs P
Taux de protéines 6 1687,8 | 281,30 14 7,220 | 0,516 | 545,49 *** | (,000%**
Taux de glucides 6 9,613 1,602 14 0,032 | 0,0023 | 692,34 **% | (,000%**
pH isoélectrique 6 1,4794 | 0,2465 14 | 0,0064 | 0,0004 | 539,39 *** | (,000%:**
Teneur en eau 6 1576,9 | 262,82 14 55,82 3,99 65,92 *** 0,000
Température de 6 564,74 | 94,123 14 | 0,7667 | 0,0548 | 1718,78 *** | (,000%:**
dénaturation

NS . Différences non significatives, *: Différences significatives, ** : Différences hautement
significatives, *** : Différences tres hautement significatives.

Tableau NeVII : Résultats de la comparaison des parametres physicochimiques des vicilines,

globulines de type 7S, des différents aliments d’origine végétale par 1’analyse de la variance

a un critere de classification modele fixe.

Statistiques
Paramétres Différence factorielle Différence résiduelle
physicochimique | 40 | GCg, | cM, | adl | SCE. | CM, Fons P
Taux de protéines | 3 | 62626 | 208,75 | 8 | 3,587 | 0,448 | 465,57%%% | 0,000%%*
Taux de glucides | 3 | 3.8388 | 1,2796 | 8 | 0,0261 | 0,0032 | 391,72%%% | 0,000%%*
pH isoélectrique | 3 | 0,6588 | 02196 | 8 | 0,0022 | 0,0002 | 798,66%%% | 0,000%**
Teneur en eau 3110122 33,741 | 8 | 6258 | 0,782 | 43,13%% | 0,000%%*
Températurede | 3 | 3 e300 | 12796 | g8 | 0,0261 | 0,0032 | 301,72%%% | 0,000%*
dénaturation

NS . Différences non significatives, *: Différences significatives, ** : Différences hautement
significatives, *** : Différences tres hautement significatives.
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Tableau Ne VIII : Résultats de 1la comparaison des parametres physicochimiques des
légumines, globulines de type 11 S, des différents aliments d’origine végétale par le test t de

STUDENT.
Paramétres Moyennes
physicochimiques Glycinine de soja | Légumine de sésame Lobs p
skskesk
Taux de protéines (%) 53,323 78,73 34,34 0.0071 ***
Taux de glucides (%) 0,5867 0,7733 7,92% 0,016*
pH isoélectrique 4,6700 4,29667 56,00%** 0,000 *3*
Teneur en eau (%) o145 86,970 3305 0.008**
Température de 74,133 80,767 33 6AkH* 0.000%%*
dénaturation (°C) ’ ’

NS o e . . ops e e .
: Différences non significatives, *: Différences significatives, ** :

significatives ,*** : Différences trés hautement significatives .

Différences hautement

Tableau Ne IX: Résultats de la comparaison des parametres physicochimiques des

globulines de soja par le test t de STUDENT.

R Moyennes
Parametres

physicochimiques B conglycinine | Glycinine de soja tobs P
Taux de protéines (%) 67,8771 53,323 29,497 0,000%**
Taux de glucides (%) 2,3200 0,7733 58,007 | ppgpess
pH isoélectrique 4,7967 4,6700 12,02%%** 0,001 ***
Teneur en eau (%) 89,880 86,970 6,12%* 0,009%**
Température de 74,267 74,133 NS NS

dénaturation (°C) 0.71 0,519

NS . rps . . . oes . g . . ps
: Différences non significatives, *: Différences significatives, ** : Différences hautement
significatives ,*** : Différences trés hautement significatives .
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Tableau Ne X: Résultats de la comparaison des parametres physicochimiques des globulines
de graines de sésame par le test t de STUDENT.

. Moyennes
Parametres
physicochimiques Légumine de sésame | Viciline de sésame Lons p
*
Taux de protéines (%) 78,73 75,410 4,27 0,024
Taux de glucides (%) 0,5867 1,063 7,45% 0,018%*
pH isoélectrique 4,29667 4,9000 90,50%** | 0,000%**
*
Teneur en eau (%) 91,45 82,017 6,96 0.02*
Température de 80,767 87,0100 42,9455 | (0.00] %+
dénaturation (°C) ’ ’

NS . Différences non significatives, *: Différences significatives, ** : Différences hautement
significatives, *** : Différences tres hautement significatives.
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significatives entre les températures de dénaturation (p=0.519 >0.05). Il existe des
différences hautement significatives (p=0.009 <0.01) entre les teneurs en eau. Pour Belitz et
al., 2009, la glycinine est beaucoup plus stable que la B conglycinine. Ces deux protéines
allergénes différent par leur composition en acides aminés. La B conglycinine est plus
hydrophile que la glycinine. Ce résultat concorde avec ceux de Cheftel et al., 1985 et Alais et
al. ,2004. Elles se différencient principalement par leurs teneurs en méthionine. La glycinine
est la plus riche en cet acide aminé (Belitz et al ., 2009). Pour ce qui est de la 1égumine et la
viciline de graines de sésame, il existe des différences significatives entre les taux de
protéines, les taux de glucides ainsi qu’entre les teneurs en eau de ces molécules. Les valeurs
de p sont respectivement 0.024 ,0.018 et 0.02. Il a été mis en évidence I’existence des
différences tres hautement significatives entre les pH isoélectrique et les températures de
dénaturation. Les valeurs de p sont successivement 0.000 et 0.001. Ces protéines allergenes
possedent la méme origine alimentaire (graines de s€same ou soja) et appartiennent au méme

groupe protéique (globulines) mais chacune a ses propres caractéristiques.

II1.3-Détermination et analyses des relations entres les différents parametres physico-

chimiques des protéines allergenes des différents aliments d’origine végétale étudiées :

Le tableau Ne XI donne les différentes relations entre les parametres physicochimiques
des protéines allergenes d’origine végétale étudiées. Il y est indiqué les coefficients de
corrélation, les coefficients de détermination et les équations de régression linaire. Dans les
figures Ne 13, 14, 15 et 16 sont représentées les droites de régression des relations entre la
température de dénaturation et le taux de protéines, le pH isoélectrique et le taux de
protéines, le pH isoélectrique et le taux de glucides ainsi qu’entre le taux de glucides et le
taux de protéines.

Les coefficients de corrélation entre la température de dénaturation et le taux de
protéines, le taux de glucides, le pH isoélectrique et la teneur en eau sont successivement
+0.506, +0.281, -0.049 et +0.104. Le coefficient de corrélation entre la température de

dénaturation et le taux de protéines est hautement significatif. La valeur de p est de 0.004 <
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Tableau NeXI : Relations entre les différents parametres physicochimiques des protéines allergenes des différents aliments d’origir

végétale ctudices
Variables Probahilité | Coefficient | Coefficient | Equation de | Statistique [Ecart-type
de de régression résiduel
Corrélation |détermination| linéaire
Taux de prot€nes | Température de 0.004%% | +0.506 206% | Y=579240.0K | 964 | 6018°C
dénaturation
Taux de glucides | Température de 012° | 40281 / / / /
dnaturation
Hisoélectrique | Température de 0796 | 0049 / / / /
dnaturation
Teneureneau | Température de 0585 +0.104 / / / /
dnaturation
Taux de protéines | Teneur en eau 0974 | 0,006 / / / /
Taux de glucides | Teneur en eau 029° | 4020 / / / /
Taux e protéines | pHisoclectrique | 0.000%* | 0,643 7% | Y=192-0.048X | 19.99% | (.704
Taux de glucides | pH isolectrique 0000 | +0.467 8% | Y=484+0.048X | 780% | 0819
Taux de protéines | Tauxde glucides | 0.006%* | -0492 U2% | Y=2540302X | 892% | 7.801%

1=1ddl  ke=28ddl, Fos=4.20, F o9 =7.64, Foss =135
5 Différences non significatives, *: Différences significatives, ** ; Différences hautement significatives, *** ; Différences trés hautement

ignificatives
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Y =57,92+0,29X , R*% = 25,6 % , Syx = 6,018 °C

95 —]
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65 —
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i mmme 95%Cl
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55 —

Température de dénaturation ( °C)
|

40 50 60 70 80

Taux de protéines (%)

Figure Nel3 : Relation entre la température de dénaturation et le taux de protéines des
protéines allergenes des différents aliments d’origine végétale.

Y=7.92-0.048X, R*%=41.7%, S,x=0.704

75 —

65 —

55 —

pHisoélétrique

35 — — Régression

----- 95% Cl

25 — — 95% Pl

Tauxde protéines (%)

Figure Nel4: Relation entre le pH isoéléctrique et le taux de protéines des protéines
allergénes des différents aliments d’origine végétale.
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Y= 4,84+ 0,048X , R2% =21,8 %, S,,= 0,815

pH isoeléctrique
I

— Régression

----- 95% Cl

— - 95% PI

Tauxde glucides %

Fi
gure NelS : Relation entre le pH isoélectrique et le taux de glucides des protéines allergenes
alimentaires d’origine végétale.

Y=254-0,362X, R2% =24,2 %, Sy="7,801 %
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Figure Nel6 : Relation entre le taux de glucides et le taux de protéines des protéines
allergenes des différents aliments d’origine végétale.
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0.01. 25.6% des températures de dénaturation sont expliquées par le taux de protéines.
Lorsque le taux de protéines augmente la température de dénaturation augmente.

La température de dénaturation dépend de la quantité de protéines (Sanchez et Frémont,
2003). Le coefficient de corrélation entre la température de dénaturation et le taux de glucides
n’est pas significatif (p=0.132>0.05). Il n’y a pas de relation entre la température de
dénaturation et la quantité de glucides. La dénaturation thermique n’entraine ni la rupture des
liaisons peptidiques ni les liaisons reliant les glucides aux protéines mais elle provoque un
changement conformationnel se traduisant par la perte de la structure secondaire et tertiaire.
Elle peut dépendre de la nature des glucides. La partie glycanique contribue a la stabilité de
la protéine allergene, cependant la résistance a la chaleur n’indique pas nécessairement une
stabilité structurale mais la persistance d’'une immunoréactivité apres chauffage (Sanchez et
Frémont ,2003). Les protéines allergenes peuvent réagir avec les IgE spécifiques méme apres
la perte de la conformation moléculaire. Le rdle de la partie glucidique peut étre un role de
reconnaissance (Weil, 2001 ; Moneret-Vautrin et al., 2006). En outre, la fraction glycanique a
une fonction primordiale dans la protection de la chaine peptidique contre les attaques des
enzymes protéolytiques en jouant le rdle de boucliers (Weil, 2001). Les coefficients de
corrélation entre la température de dénaturation et le pH isoélectrique ainsi qu’entre la
température de dénaturation et la teneur en eau ne sont pas significatifs. Les valeurs de p sont
successivement 0.796 et 0.585. Les coefficients de corrélation entre la teneur en eau et le
taux de protéines ainsi qu’entre la teneur en eau et le taux de glucides sont respectivement -
0.006 et +0.222. Ces coefficients ne sont pas significatifs. Les valeurs de p sont
respectivement 0.974 et 0.239. Ces résultats montrent que la teneur en eau ne dépend ni de la
quantité des protéines ni de celle des glucides. Elle dépend non seulement de la nature des
acides aminés mais aussi de la nature des glucides (Wu et al., 1999) . Les coefficients de
corrélation entre le pH isoélectrique et le taux de protéines, le pH isoélectrique et le taux de
glucides ainsi qu’entre le taux de protéines et le taux de glucides sont successivement -
0.645, +0.467 et -0.492. Si ces deux derniers coefficients de corrélation sont hautement
significatifs, le premier coefficient de corrélation est treés hautement significatif. 41.7% des
valeurs de pH isoélectrique sont expliquées par le taux de protéines, 21.8 % des valeurs de pH
isoélectrique sont expliquées par le taux de glucides et 24.2% des taux de glucides sont
expliqués par le taux de protéines. D’apres ces résultats, le pH isoélectrique est inversement
proportionnel au taux de protéines. Lorsque le taux de protéines augmente le pH isoélectrique
tend vers 1’acidité et lorsque le taux de protéines diminue le pH isoélectrique tend vers
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I’alcalinité. Le pH isoélectrique est proportionnel au taux de glucides, quand le taux de
glucides augmente le pH isoélectrique tend vers I’alcalinité et lorsque le taux de glucides
diminue le pH isoélectrique tend vers I’acidité. Ce résultat concorde avec ceux décrit par
Huby et al., 2000. La partie glycanique modifie le pH isoélectrique de la protéine allergene
(Huby et al., 2000). Le taux de protéines et le taux de glucides sont inversement
proportionnels. Quand le taux de protéines augmente le taux de glucides diminue. Pour les
protéines allergenes, lorsque la fraction glucidique est faible, le pH isoélectrique est acide et

la température de dénaturation est élevée.

Le coefficient de régression linéaire de 1’équation de régression du pH isoélectrique en
fonction de taux de protéines et celui de I’équation de régression du pH isoélectrique en
fonction de taux de glucides sont respectivement -0.048 et +0.048. Ce dernier est hautement
significatif (Fops=Fo.99), donc le modele de régression linéaire est hautement significatif alors
que celui du pH isoélectrique et le taux de glucides est tres hautement significatif (Fops =F 999)
donc le modele de régression linéaire est trés hautement significatif. Le taux de protéines
et le taux de glucides exercent la méme influence sur le pH isoélectrique mais de facon

opposée.
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CONCLUSION GENERALE



Conclusion générale :

L’arachide, le blé, la lentille, le pois vert, les graines de sésame et de soja sont parmi les
aliments d’origine végétale les plus incriminés dans 1’allergie alimentaire. Leurs protéines

allergenes sont responsables de réactions d’hypersensibilité.

La viciline d’arachide, ’albumine et la globuline de blé, la viciline de lentille,
I’albumine de pois vert, I’albumine 28, la légumine et la viciline des graines de sésame, la 3
conglycinine et la glycinine de soja ont été extraites par des techniques basées sur la
solubilisation, la centrifugation et la dialyse. Les taux de protéines et de glucides ont été
déterminés par méthode spectrophotométrique. Le pH isoélectrique a ét€é obtenu par pH
précipitation. La teneur en eau a été déterminée par différence de pesée et la température de
dénaturation par augmentation de la température jusqu'a la précipitation. La comparaison des
parametres physicochimiques des protéines allergenes de nature albuminique et ceux de
groupe des globulines et la recherche de relations entre les différents parametres ont été
possible grace a ’analyse de la variance a un critere de classification modele fixe, le test t de
STUDENT, le calcul du coefficient de corrélation linéaire et 1’établissement des équations de

régression.

I a été montré que toutes les protéines allergenes étudiées sont de nature
glycoprotéique. Elles ont des pH isoélectrique acides ou proches de la neutralité. Elles sont
caractérisées par une grande teneur en eau et une résistance a la chaleur. La température de
dénaturation dépend de la quantité 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 la méme influence sur le pH isoélectrique mais de facon opposée.
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Nom et prénom : MAHROUG Hamida

Theéme : Contribution a I’étude de certaines protéines allergénes alimentaire d’origine
végétale et détermination de relations entre différents parametres physicochimiques.

Résumé :

L’allergie alimentaire est une réaction immunitaire caractérisée par la production des
IgE spécifiques, chez les atopiques, dirigés contre un antigene d’origine alimentaire dis
trophallergene. Elle provoque des manifestations séveres qui peuvent conduire a la mort.

Parmi les aliments d’origine végétale incriminés dans I’allergie alimentaire existe
I’arachide, le blé, la lentille, le pois vert, les graines de sésame et de soja. Pour étudier leur
protéines allergenes, il a été procédé a :

-L’extraction de la viciline d’arachide, 1’albumine et la globuline de blé, la viciline de

lentille, I’albumine de pois vert, I’albumine 25, la 1égumine et la viciline des graines de

sésame, la  conglycinine et la glycinine de soja.

-La détermination du taux de protéines, du taux de glucides, la teneur en eau, le pH

isoélectrique et la température de dénaturation.

-la comparaison des parametres physicochimiques.

-La recherche de relations entre les différents parametres physicochimiques.
Il a été montré que ces protéines allergenes sont de nature glycoprotéique et possedent des pH
isoélectrique acides ou proches de la neutralité. Elles sont résistantes a la chaleur et ont une
grande capacité a retenir de I’eau. La température de dénaturation dépend de la quantité 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. Le taux de protéines et le taux de glucides exercent la méme influence
sur le pH isoélectrique mais de fagon opposée.
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