N

N
N

HAL

open science

Contribution a I’étude d’oligopeptides (

Caroline Bauchart

» To cite this version:

‘ Caroline Bauchart. Contribution & ’étude d’oligopeptides (

HAL Id: tel-00688406
https://theses.hal.science/tel-00688406

Submitted on 17 Apr 2012

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-00688406
https://hal.archives-ouvertes.fr

| | ,
ECOLE DOCTORALE &

UNIVERSITE DES SCIENCES DE LA VIE ET DE LA SANTE
D'A NE

Universite Blaise Pascal

These

Présentée a I'Université d'Auvergne
pour l'obtention du grade de Docteur d'Université

Spécialité : NUTRITION
Soutenue le 18 décembre 2006

Caroline BAUCHART

Contribution a I’étude d'oligopeptides (< 5 kDa)
générés par la préparation et la digestion de deux aliments carnés,

la viande bovine et la chair de la truite

Directeur de thése : Philippe PATUREAU MIRAND
Encadrants : Martine MORZEL et Didier REMOND

Jury
Président : Pr. Yves BOIRIE Professeur, Université d'Auvergne
Rapporteurs : Pr. Daniel TOME Professeur, INA-PG
Dr. Véronique VERREZ-BAGNIS Cadre de Recherches, IFREMER
Membres : Dr. Joélle LEONIL Directeur de Recherches, INRA
Dr. Martine MORZEL Chargée de Recherches, INRA
Dr. Didier REMOND Chargé de Recherches, INRA
i Qﬁ é _ Centre de Recherches INRA de Clermont-Ferrand/Theix
AR nité de Nutrition Humaine
il UMR 1019 Unité de Nutrition Humai
‘%sgﬁigm;ﬁ‘ Unité Qualité des Produits Animaux
L 63122 Saint Genés Champanelle



a mes parents

a Arnaud



REMERCIEMENTS




Remerciements

REMERCIEMENTS

Ce travail de these a débuté en octobre 2003 au Centre de Recherches INRA de
Clermont-Ferrand/Theix au sein de deux équipes d'unités différentes : 1'équipe Biochimie
et Protéines du Muscle (BPM) de la Station de Recherche sur la Viande (SRV) dirigée par
Monsieur Joseph Culioli, et I'équipe Vieillissement de 1'Unité Nutrition et Métabolisme
Protéique (UNMP) dirigée par Monsieur Jean Grizard. Je souhaite ainsi remercier
Messieurs Joseph Culioli et Jean Grizard pour m'avoir accueillie dans leurs unités, ainsi
que les nouveaux responsables d'unités, Monsieur Jean-Pierre Renou, Directeur de 1'Unité
Qualité des Produits Animaux (QuaPA, ex-SRV) et Monsieur Yves Boirie, Directeur de
I'UMR 1019 de Nutrition Humaine (nouvelle unité née de la fusion de 3 anciennes unités

dont 'UNMP).

Je tiens a exprimer mes plus sinceres remerciements a Monsieur Philippe Patureau
Mirand, Directeur de Recherches a I'Unité de Nutrition Humaine (UNH), Madame Martine
Morzel, Chargé de Recherches a 1'Unité QuaPA et Monsieur Didier Rémond, Chargé de
Recherches a I'UNH, pour m'avoir confi¢ ce travail et en avoir assuré¢ la direction
scientifique et technique de maniére complémentaire et efficace. Je vous remercie pour vos
participations actives a l'ensemble de mes travaux, vos connaissances, vos précieux et
pertinents conseils dispensés tout au long de ces années, notamment dans la réalisation des
expérimentations ainsi que dans la valorisation des résultats sous forme d'articles et de
communications, et pour m'avoir donné les moyens de mener a bien ce travail dans les
meilleures conditions possibles. Vos disponibilités, vos soutiens et la confiance que vous
m'avez portée, m'ont été trés utiles dans la conduite et I'aboutissement de ce projet. J'ai
beaucoup appris et progressé auprés de vous durant ces 3 années de thése et je tiens a vous

exprimer ma plus profonde considération pour la qualité de vos encadrements.

Je souhaite remercier de nouveau Monsieur Yves Boirie, Professeur a 1'Université
d'Auvergne et Directeur de I'UMR 1019 Nutrition Humaine, d'avoir accepté de présider ce
jury, ainsi que Monsieur Daniel Tomé, Titulaire de la Chaire de Nutrition Humaine a
|'Institut National Agronomique Paris-Grignon et Directeur de 'UMR INRA/INA-PG 914
Physiologie de la Nutrition et du Comportement Alimentaire, et Madame Véronique

Verrez-Bagnis, Cadre de Recherches a I'Institut Francais de Recherche pour 1'Exploitation



Remerciements

de la Mer (IFREMER de Nantes), pour m'avoir fait I'honneur d'étre les rapporteurs de ce
travail, et Madame Joélle Léonil, Directrice adjointe de 'UMR 1253 INRA/Agrocampus
Science et Technologie du Lait et de I'Buf a Rennes, pour avoir accepté d'étre

examinatrice de ce travail.

La majeure partie de ce travail de thése repose sur les analyses faites par
spectrométrie de masse, en particulier par les techniques de MALDI-ToF et de nano-
HPLC-ESI-IT MS/MS, pour la caractérisation et 1'identification de peptides présents dans
des aliments tels que la chair de truite et de la viande bovine. Je tiens a remercier
chaleureusement Monsieur Christophe Chambon, Ingénieur Responsable du Plateau
Protéome a I'INRA de Clermont-Ferrand/Theix, pour tout le temps consacré a la réalisation
de l'ensemble de ces analyses. Ta patience, ta rigueur et ta pertinence dans l'analyse des
résultats nous ont permis d'obtenir des résultats intéressants et tout a fait prometteurs dans
le domaine de la peptidomique. L'exploitation des résultats de MALDI-ToF repose
essentiellement sur la collaboration avec Christelle Reynes, jeune chercheuse au
Laboratoire de Physique Moléculaire et Structurale de la Facult¢ de Pharmacie a
Montpellier, qui a traité les données brutes de spectrométrie de masse et réalisé des
algorithmes permettant d'établir des listes des masses présentes dans nos échantillons. Je
tiens a lui exprimer toute ma gratitude pour sa disponibilité dans le traitement de nos
résultats. La derniére partie de ce travail repose sur l'identification des peptides de faibles
poids moléculaire (< 1500 Da) par spectrométrie de masse HPLC-ESI-Q-ToF dans les
contenus digestifs et les échantillons plasmatiques de la veine porte. Je remercie
sincérement Cindy Faveyrial, stagiaire en Master 2 Professionnel Analyse et Controle,
pour avoir préparé et réalisé¢ les analyses par HPLC-ESI-Q-ToF en collaboration avec
Madame Estelle Pujos, Ingénieur Responsable de la Plateforme Métabolomique a I'INRA
de Clermont-Ferrand/Theix, et Monsieur Jean-Frangois Martin, Ingénieur a 1'UNH, pour

I'analyse des résultats réalisée avec le logiciel Markerlynx.

Je tiens également a remercier Madame Isabelle Savary-Auzeloux, Chargée de
Recherches a 1'Unité de Recherche sur les Herbivores (URH) a I'INRA de Clermont-
Ferrand/Theix, et Céline Cossoul, Technicienne a 1'URH, pour le temps qu'elles ont
consacré au dosage de la carnosine et I'ansérine dans nos différents échantillons par RP-

HPLC.



Remerciements

J'adresse tous mes remerciements a I'ensemble des personnes qui ont contribué, de
pres ou de loin, a la réalisation expérimentale de ce travail, et plus particuliérement :
- Le moulin de Pagnat a Saint-Saturnin pour nous avoir fourni les truites arc-en-ciel ;
- Monsieur Roland Jailler et toute I'équipe de 1'Abattoir Expérimental de I'URH, pour nous
avoir fourni les échantillons de muscle pectoral profond de bovin charolais ;
- Mesdames Emilie Thomas et Valérie Scislowski et Monsieur Alain Peyron de
I'Association pour le Développement de I'Institut de la Viande (ADIV) pour nous avoir
fourni des viandes et pour avoir financé une partie de ce travail en collaboration avec le
Conseil Scientifique de 1'Interprofession bovine (Interbev) et 1'Office National
Interprofessionnel des Viandes, de I'Elevage et de I'Aviculture (OFIVAL) ;
- Monsieur Denys Durand, Ingénieur de Recherche a I'URH, pour avoir réalis¢ avec
Monsieur Didier Rémond les opérations chirurgicales sur les animaux (pose de canules
digestives et de cathéters sanguins), ainsi que Monsieur Philippe Gaydier pour s'étre
occupé¢ de I'anesthésie des animaux, Monsieur Christian Lafarge et toutes les personnes de
I'Unité Expérimentale de Nutrition Comparée (UENC) a I'INRA de Clermont-
Ferrand/Theix pour le soin apporté aux animaux ;
- Alban Berne, stagiaire de I'Ecole Pratique des Hautes Etudes (EPHE) a 1'Unité QuaPA
pour sa gentillesse, sa disponibilité et ses précieux conseils en HPLC ;
- Madame Caroline Buffi¢re, Assistante Ingénieur a I'UNH pour sa disponibilité et son aide
précieuse pour les prélevements de sang et la préparation des échantillons lors des
expérimentations sur les animaux, ainsi que pour la réalisation de nombreux dosages ;
- Madame Madeleine Dudilieu de 'URH pour m'avoir permis d'effectuer des dosages
d'azote par la méthode de Kjeldahl dans son laboratoire ;
- Mesdames Aline LeMorvan et Eveline Aurousseau de 1'URH a I'INRA de Clermont-
Ferrand/Theix pour m'avoir accueillie dans leur laboratoire pour la préparation et la
réalisation des dosages d'ytterbium dans les contenus digestifs par spectrométrie
d'absorption atomique, ainsi que Monsieur Claude Poncet de 'URH pour sa disponibilité et
son aide précieuse dans la lyophilisation des contenus digestifs pour le dosage d'ytterbium ;
- Madame Paulette Rousset et Monsieur Christophe Giraudet de I'UNH au Laboratoire de
Nutrition Humaine (LNH) pour nous avoir dépanné et avoir effectué des hydrolyses acides

pour des dosages d'acides aminés totaux.

J'adresse toute ma reconnaissance et ma sympathie a Madame Hé¢léne Lafarge de

I'UNH pour sa disponibilité et son aide précieuse dans la recherche et I'enregistrement de



Remerciements

toutes mes données bibliographiques dans Procite et la base de données de 1'UNH, ainsi
que Mesdames Madeleine Paccard, Michéle Borel, Marie-Christine Bayle et Vanessa
Boisserie de I'UNH a et Mesdames Eliane Bachelard et Frangoise Lassalas de 1'Unité

QuaPA pour leur aide dans toutes les démarches administratives.

Un grand merci & Monsieur Gérard Donadille, Technicien Informatique de 1'UNH,
pour m'avoir trés souvent dépannée et secourue pour de petits et grands soucis

informatiques.

Je souhaite remercier également Madame Christine Chopin de I'FREMER de

Nantes pour avoir fait partie de mon comité de thése.

Je remercie trés sincérement toutes les personnes des Unités QuaPA et UNH pour
leur accueil chaleureux, leur gentillesse, leur bonne humeur et leur soutien contribuant
ainsi a l'accomplissement de ce travail dans une ambiance tres agréable et sympathique. Je
tiens a remercier plus particulierement Muriel, Alban, Carlos, Véronique, Claire, Anthony,
Cindy, Barbara, Solange, mais aussi Monsieur Laurent Mosoni et Madame Caroline
Buffi¢re, avec qui j'ai partagé le méme bureau a 1I'UNH, pour leur sympathie, leur

disponibilité et leur soutien amical.

Enfin, je ne peux terminer ces remerciements sans adresser mes plus profondes
pensées a mes parents auxquels je dois tout, qui m'ont toujours encouragée et soutenue
dans mes choix et dans les moments difficiles et a Arnaud, pour ton amour, ton soutien, la

confiance que tu as su me porter et pour tous les sacrifices que tu as di faire.



LISTE DES PUBLICATIONS ET
DES COMMUNICATIONS




Liste des publications et communications

PUBLICATIONS

Bauchart C., Chambon C., Patureau Mirand P., Savary-Auzeloux 1., Rémond D., Morzel
M. (2007). Peptides in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) muscle subjected to ice
storage and cooking. Food Chem. 100 (4), 1566-1572.

Bauchart C., Rémond D., Chambon C., Patureau Mirand P., Savary-Auzeloux I., Reynés
C., Morzel M. (2006). Small peptides (<5 kDa) found in ready-to-eat beef meat. Meat
Sci. 74 (4), 658-666.

Bauchart C., Savary-Auzeloux I., Patureau Mirand P., Thomas E., Morzel M., Rémond D.
Carnosine concentration of ingested meat affects carnosine net release into the portal

vein of minipigs. J. Nutr. (sous presse).

Bauchart C., Rémond D., Chambon C., Patureau Mirand P., Reynes C., Buffiere C.,
Morzel M. Peptides containing bioactive sequences released during digestion of

cooked trout flesh in pigs. J. Agric. Food Chem. (soumis).

Bauchart C., Morzel M., Chambon C., Paturecau Mirand P., Reynes C., Buffiere C.,
Rémond D. Specific peptides are reproducibly released in digestive contents during

digestion of cooked beef meat in pigs. Br. J. Nutr. (soumis).

COMMUNICATIONS

Bauchart C., Rémond D., Chambon C., Morzel M. (2004). Occurrence of peptides in trout
muscle during post mortem storage and cooking. Proceedings of the 34" congress of
The West European Fish Technologists Association, 12-15 September 2004, Liibeck
(Germany), pp. 25-29 (Text and Oral Communication).

Bauchart C., Chambon C., Patureau Mirand P., Savary-Auzeloux I., Rémond D., Morzel
M. (2005). Caractérisation de peptides dans le muscle Pectoral profond de bovin apres
maturation et cuisson. 2"“congrés de la Société Frangaise de Nutrition, 17-19

Novembre 2005, Marseille (France), p. 114 (Résumé et Affiche).



Liste des publications et communications

Bauchart C., Rémond D., Chambon C., Patureau Mirand P., Savary-Auzeloux I., Reynés
C., Morzel M. (2006). Caractérisation de peptides présents dans les produits carnés.
Journeées de l'Ecole Doctorale des Sciences de la Vie et de la Santé, 30-31 Mars 2006,

Clermont-Ferrand (France) (Résumé et Communication Orale).

Bauchart C., Savary-Auzeloux 1., Cossoul C., Buffi¢re C., Patureau Mirand P., Thomas E.,
Morzel M., D. Rémond (2006). Bioavailability of carnosine from beef meat in mini-
pigs. Proceedings of the 52" International Congress of Meat Science and Technology,
13-18 August 2006, Dublin (Ireland), pp. 711-712 (Text and Poster).



ABREVIATIONS




Abréviations

AAL
AAP
AAT
ACE
ACN
ADP
ARNm
ATP
a-CHCA
CPP
CMP
Cr
CTAB
Da

ESI
GA3PDH
GLP-1
GRF
ICso

IT

kDa
KOH
LDL
m/v
m/z
MALDI
MS/MS
OATP
PCA
PCr
PEPTI

ABREVIATIONS

Acides amings libres

Acides aminés peptidiques

Acides aminés totaux

Enzyme de conversion de I'angiotensine
Acétonitrile

Adénosine diphosphate

Acide ribonucléique messager
Adénosine triphosphate
o-cyano-4-hydroxycinnamique
Caséinophosphopeptide
Caséinomacropeptide

Créatine

Cétrimonium bromide

Dalton

Electrospray Ionisation
Glycéraldéhyde-3-phosphate deshydrogénase
Glucagon-like peptide 1

Growth regulating factor

Inhibition concentration 50%

Ion trap

Kilo dalton

Hydroxyde de potassium

Low-density lipoprotein

Masse/volume

Masse/charge

Matrix-assisted laser desorption-ionisation
Spectrométrie de masse en tandem
Organic anion transporting polypeptide
Acide perchlorique

Phosphocréatine

Peptide transporter 1



Abréviations

POT
PRP
PTR
RP-HPLC
SEM
SHR
SSA
TAC
TCA
TD
TFA
TGI
ToF
Tr
UFC

v/iv

Proton-coupled oligopeptide transporter
Protéine riche en proline

Peptide transporter

Chromatographie liquide haute pression en phase inverse
Erreur standard de la moyenne
Spontaneously hypertensive rat

Acide sulfosalicylique

Capacité antioxydante totale

Acide trichloroacétique

Tube digestif

Acide trifluoroacétique

Tractus gastro-intestinal

Time of flight

Temps de rétention

Unités formant colonies

Volume/volume
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Introduction générale

La viande et le poisson représentent une source privilégiée de protéines dans
l'alimentation humaine. En effet, par leur abondance dans les aliments sources, leur
équilibre en acides aminés indispensables et leur forte digestibilité, ces protéines ont une
haute valeur nutritionnelle. Toutefois, I’intérét nutritionnel des protéines alimentaires ne se
limite probablement pas a un simple apport d’acides aminés. En effet, il a ét¢ montré, avec
le lait par exemple, que certains peptides issus de I’hydrolyse des protéines posseédent des
activités biologiques intéressantes pour la santé humaine pouvant se manifester a différents
niveaux de ’organisme : le tube digestif (régulateur du transit), le systtme immunitaire
(immuno-stimulants), le systéme nerveux central (avec impact comportemental) ou encore
le systéme cardiovasculaire (antihypertenseurs, antithrombotiques). Depuis une vingtaine
d'années, la recherche de peptides a activité biologique ou peptides bioactifs d'origine
alimentaire suscite un intérét croissant en raison de leurs effets éventuels sur la santé et le
bien-étre. Cependant, pour I’instant, elle s’est encore peu intéressée a la viande et au
poisson, peut-étre parce que les filieres industrielles concernées n’ont pas développé
I’extraction et le fractionnement de leurs protéines comme cela 1’a été pour les produits
laitiers, favorisant ainsi leur pénétration dans I’industrie des aliments fonctionnels et des
compléments ou suppléments alimentaires. Pourtant, la viande et le poisson pourraient
aussi constituer des sources alimentaires non négligeables en peptides bioactifs du fait de
leur contribution a I’apport protéique quotidien dans le cadre de I’alimentation actuelle.
Cette fonction potentielle dépend de 1’existence de ces composés dans le muscle ou de leur
production par les processus de transformation du muscle en aliments et/ou de la digestion
des protéines. L’évaluation de cette potentialit¢ repose donc sur la recherche de ces
peptides et 1’étude de leur devenir a ces différents stades de 1’utilisation des aliments
carnés. Pour pouvoir exprimer leur éventuelle activité, ces composés doivent étre présents
en quantités suffisantes et persistantes sur les sites de leur action, c’est-a-dire dans le
tractus digestif ou dans le sang pour €tre transportés sur des cibles plus éloignées. C’est sur
ce raisonnement qu’est bati le travail de recherche de cette thése qui vise a évaluer le
potentiel d’aliments tels que la viande et le poisson a €tre des sources de peptides bioactifs.

Cette notion de peptide bioactif sera développée dans la premiere partie de ce
travail qui en décrira les multiples aspects. Apres un point sur les connaissances actuelles
concernant leurs nombreux effets physiologiques caractéristiques, la diversité des
composés impliqués et les sources alimentaires éventuelles seront présentées. Ensuite,

I’importance centrale des phénoménes digestifs, que ce soient I’hydrolyse enzymatique des
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protéines alimentaires, 1’absorption intestinale des peptides et leur devenir apres
absorption, sera détaillée pour expliquer 1’organisation du travail expérimental.

Ce travail expérimental sera développé en 3 parties. La premicre étudiera les
oligopeptides du muscle de truite et de bovin puis leur évolution lors de sa transformation
en aliment prét a étre consommé. La seconde sera centrée sur 1’étude de la production de
peptides dans la lumiére intestinale lors de la digestion gastrique, pancréatique et
intestinale des protéines alimentaires. La troisieme examinera les possibilités d’absorption

de ces peptides d’origine alimentaire.
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I. LES PEPTIDES BIOACTIFS

Le terme de "peptide bioactif" fut mentionné pour la premiere fois en 1950 par
Mellander qui observa que des peptides phosphorylés, issus de caséine, favorisaient la
fixation de calcium par I’os chez des enfants rachitiques. Puis, en 1979, Zioudrou et al. ont
mis en évidence une activité opioide dans un hydrolysat de gluten. Depuis une vingtaine
d'années, 1'é¢tude des peptides bioactifs, appelés aussi peptides fonctionnels, suscite un
intérét croissant dans le domaine de la recherche en nutrition humaine en raison de leurs
effets potentiellement bénéfiques pour la santé humaine. En effet, de nombreux peptides
bioactifs ont été découverts dans des hydrolysats de protéines de lait, d'ceuf, de poisson ou
de céréales ayant des effets sur le systeme digestif, le systtme immunitaire, le systéme
cardiovasculaire ou le systéeme nerveux central. Ces peptides qui sont inclus au sein des
protéines alimentaires, correspondent a des séquences de 2 a 20 acides aminés (2 quelques
exceptions pres, par exemple le caséinomacropeptide). Dans le cadre de cette thése, a ces
peptides obtenus par 1’hydrolyse des protéines alimentaires, seront adjoints aussi, sous le
méme vocable de peptides bioactifs, des peptides pré-formés et abondants dans le substrat
alimentaire originel dont la synthése n’emprunte pas les voies habituelles de la synthése et
de la dégradation des protéines (transcription, traduction, protéolyse) mais susceptibles
d’agir aussi sur diverses fonctions physiologiques ; ce sont par exemple pour les viandes et
produits carnés, le glutathion ou les dipeptides de I’histidine. Ces peptides, d’origine
protéinique ou non présentent un fort potentiel d'application dans le secteur des aliments
fonctionnels et des nutraceutiques en raison de leurs effets physiologiques variés pouvant
contribuer a améliorer la santé des individus.

Apres une description des principaux effets physiologiques attribués a ces peptides

bioactifs, les mécanismes a 1’origine de leur production seront présentés.

1. Les effets physiologiques

1.1. Effet sur le systéme digestif

Avant d’étre hydrolysés en acides aminés, les peptides alimentaires peuvent agir sur
des fonctions importantes dans le tractus gastro-intestinal, notamment sur la régulation de

la digestion (transit et sécrétions) et la modulation de I'absorption des nutriments dans le
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tractus gastro-intestinal (Shimizu, 2004). Cela a été particuliecrement mis en évidence avec

des peptides issus de protéines du lait ou du soja.

1.1.1. Régulation de la digestion

L’implication possible de peptides alimentaires dans la régulation de la digestion a
surtout été¢ suggérée par leur effet sur la stimulation de la sécrétion de cholécystokinine
(CCK), hormone gastro-intestinale qui a de multiples fonctions, et notamment dans cette
régulation (stimulation de la sécrétion pancréatique et biliaire, inhibition de la sécrétion
gastrique). En effet, des hydrolysats enzymatiques (pepsiques le plus souvent) de caséine,
d’ovalbumine, de soja, de viande, de gluten peuvent stimuler la sécrétion de CCK par un
intestin de rat en perfusion (Cuber et al., 1990 ; Beucher et al., 1994), par des cellules
intestinales isolées (Nishi et al., 2001) ou par des cellules intestinales tumorales (Némoz-
Gaillard et al., 1998), ce qui démontre un effet direct de certains composés de ces
hydrolysats. Plusieurs d’entre eux ont été identifiés. Dans la caséine, il s’agit du
caséinomacropeptide (CMP) de la caséine K ou de peptides qui en dérivent (Beucher et al.,
1994). L’implication du CMP dans la sécrétion de CCK a été confirmée par le fait que
comme la CCK, il stimule la sécrétion pancréatique (Ledoux-Rolf Pedersen et al., 2000) et
que des antagonistes de la CCK annulent 1’effet satiétogene de la CCK induit par un pré-
repas de caséine (Froetschel et al., 2001). Dans I’hydrolysat de protéines de soja, il pourrait
s’agir du fragment 51-63 de la B-conglycinine VRIRLLQRFNKRS qui présente une forte
affinité pour la bordure en brosse des cellules intestinales, stimule la sécrétion de CCK
dont la concentration portale augmente, et provoque les mémes effets que cette hormone
sur la consommation alimentaire, effets annulés par I’administration d’un antagoniste de la
CCK chez le rat (Nishi et al., 2003). Un effet similaire a été rapporté pour le peptide RIY
issu la napine, une protéine de réserve majeure de la graine de colza (Marczak et al., 2006).
D’autres effets du CMP sur la physiologie digestive, notamment le blocage de la
stimulation de la sécrétion acide dans I’estomac, ont été rapportés (pour revue, voir Yvon
et al., 1994).

D’autres peptides peuvent aussi étre impliqués dans la régulation des phénomenes
digestifs. L’intervention possible de peptides alimentaires ayant une activité opioide sur la
vidange stomacale et le transit digestif a ét¢ démontrée chez le rat. Il s’agit notamment de
peptides provenant des caséines ag; et B, les casomorphines. En effet, une part du retard de
I’évacuation gastrique de la caséine par rapport aux protéines de lactosérum était abolie par

un traitement a la naloxone qui bloque les récepteurs opioides. De plus, dans ce cas, le
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Tableau 1 : Séquence primaire de caséinophosphopeptides (CPPs) issus de caséine bovine

(d'aprés Silva et Malcata, 2005).

Caséine Fragment Séquence

Caséine og 43-58 DIGSESTEDQAMEDIK
45-55 GSESTEDQAME
59-79 QMEAESISSSEEIVPNSVEQK
66-74 SSSEEIVPN
106-119 VPQLEIVPNSAEER

Caséine as, 2-21 NTMEHVSSSEESIISQETYK
46-70 NANEEEYSIGSSSEESAEVATEEVK
55-75 GSSSEESAEVATEEVKITVDD
126-136 EQLSTSEENSK
138-149 TVDMESTEVFTK

Caséine 1-25 RELEELNVPGEIVESLSSSEESITR
1-28 RELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK
2-28 ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK
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ralentissement du transit a travers le tractus gastro-intestinal observé avec la caséine était
complétement supprimé (Daniel et al., 1990). En outre, la sécrétion de mucus peut étre
stimulée par un hydrolysat de casé€ine. Dans ce dernier cas, cela pourrait s’expliquer par la
présence de B-casomorphine 7, issue de la caséine 3 qui a un effet encore plus marqué. Cet
effet n’est cependant pas spécifique car il est observé aussi avec un hydrolysat de
lactalbumine. En revanche, des hydrolysats de protéines d’ceuf ou de viande étaient sans

effet (Claustre et al., 2002).

1.1.2. Modulation de 'absorption des nutriments

C’est cette propriété qui est en partie a 1’origine du concept de peptide bioactif a la
suite de la mise en évidence par Mellander en 1950 de [D’effet bénéfique de
phosphopeptides de la caséine sur la fixation de calcium par I’os chez des enfants
rachitiques. Ces caséinophosphopeptides (CPPs) ont la propriété de fixer le calcium du lait
(Sato et al., 1986). En évitant la précipitation des ions calcium sous forme de phosphates
de calcium insolubles et en les maintenant sous forme soluble, ces phosphopeptides
facilitent 1'absorption intestinale de calcium (Li et al., 1989 ; Erba et al., 2001). Toutefois,
leur efficacité a été récemment remise en question, le taux d’absorption d’un supplément
calcique sous forme de lactate n’étant pas amélioré par 1’ingestion simultanée de 380 mg
de CPPs (Teucher et al., 2006). Les CPPs agissent également sur la fixation d'autres ions
tels que le fer, le zinc, le magnésium (FitzGerald, 1998). Ainsi, le fragment 1-25 de la
caséine B, en fixant le fer, favorise son absorption digestive (Péres et al., 1997)
probablement par endocytose (Péres et al., 1999).

Ces peptides ont été mis en évidence a la fois in vitro a partir de 1'hydrolyse
trypsique ou chymotrypsique de caséine bovine (Sato et al., 1991) ou de I'hydrolyse de
cas¢inate de sodium par différentes enzymes commerciales d'origine bactérienne, fongique,
végétale et animale (McDonagh et FitzGerald, 1998) et in vivo a partir de I'hydrolyse des
caséines 0Osj, Osy et B par les enzymes du tractus gastro-intestinal (Smacchi et Gobbetti,
2000). Des CPPs ont été détectés dans 1'estomac et le duodénum aprés ingestion de lait
chez I'homme (Chabance et al.,, 1998) ainsi que dans l'iléon chez des personnes
iléostomisées apres l'ingestion de lait et de CPPs (Meisel et al., 2003). Ce dernier résultat
montre que les CPPs sont relativement résistants a la dégradation par les enzymes gastro-
intestinales et qu'ils peuvent atteindre la partie distale de 1'iléon.

Malgré leur différence de taille et de composition en acides aminés, la plupart des

CPPs (Tableau 1) partagent un motif commun constitué de 3 résidus phosphosérine suivis
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de 2 résidus d'acide glutamique, S®’SPS®'EE. Environ 30% des ions phosphate du lait
sont fixés au niveau des résidus sérine des caséines. Les chaines latérales des CPPs
chargées négativement, en particulier au niveau des groupements phosphate, représentent
des sites de fixation pour les minéraux (Meisel, 1998). En effet, les CPPs déphosphorylés
ne fixent plus de minéraux tandis que la phosphorylation de CPPs déphosphorylés restaure
leur capacité a fixer des minéraux (Ferraretto et al., 2003). De plus, la capacité des CPPs a
fixer des minéraux, en particulier le calcium, est différente et dépend notamment des
acides aminés présents de part et d'autres des sites de fixation phosphorylés (FitzGerald,
1998).

Une autre source de tels phosphopeptides est la phosvitine du jaune d'ceuf (Jiang et
Mine, 2001). Ces peptides fixent le calcium et favorisent son absorption (Choi et al.,
2005). De fagon comparable, un peptide de 1561 Da provenant d’un hydrolysat pepsique
de résidus de filetage de hoki solubilise des quantités de calcium aussi importantes que les
CPPs et en améliore la biodisponibilité. Sa séquence VLSGGTTMYASLY AE est similaire
a celle d’un fragment d’actine (Jung et Kim, 2006).

1.2. Effet immunomodulateur

L’activité immunomodulatrice de peptides d’origine alimentaire, appréciée in vitro
le plus souvent par leur effet sur les capacités de phagocytose et/ou de prolifération des
cellules immunitaires, a été observée surtout avec des protéines de lait (Gill et al., 2000)
mais aussi avec des protéines de soja (Yoshikawa et al., 2000). Ainsi, Migliore-Samour et
al. (1989) ont observé que le fragment TTMPLW (194-199) de caséine ag; et les fragments
YQQPVLGPVR (193-202), PGPIPN (63-68) et LLY (191-193) de caséine B pouvaient
stimuler la phagocytose des hématies de mouton par des macrophages murins. Le fragment
193-209 de la caséine B (qui contient le peptide anti-hypertensif 193-202), est capable de
stimuler la prolifération de lymphocytes de rat in vitro (Coste et al., 1992). En revanche, le
fragment YPFPGPI (60-66) de la caséine B, appelé B-casomorphine 7, inhibe in vitro la
prolifération de lymphocytes humains dérivés de la [lamina propria, cet effet
antiprolifératif étant supprimé par la naloxone, un antagoniste des récepteurs des opioides
(Elitsur et Luk, 1991). Le dipeptide YG, issu de l'a-lactalbumine (18-19/50-51) et de la
caséine k (38-39), et le tripeptide YGG, provenant de 1'a-lactalbumine (18-20), augmentent
significativement la prolifération des lymphocytes du sang périphérique humain in vitro
(Kayser et Meisel, 1996). Le CMP, issu de la caséine k (106-169), peut également agir sur

la réponse immunitaire puisqu’il inhibe in vitro la réponse cellulaire suite a l'activation du
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systéme immunitaire par les lipopolysaccharides (LPS) ou la phytohémagglutinine (PHA)
(Otani et al., 1995). Les séquences TTMPLW 194-199 de la caséine as;, PGPIPN 63-68 et
LLY 191-193 de la caséine B, et GLF 51-53 de I’a-lactalbumine sont capables d’accroitre
la résistance des souris a une infection par Klebsiella pneumoniae (Migliore-Samour et al.,
1989 ; Fiat et al., 1993). 1l a été montré récemment que 1'administration orale de peptides
issus de protéines de poisson fermenté a des souris stimulait I'immunité non spécifique
associée a l'intestin sans état inflammatoire (Duarte et al., 2006).

Le mécanisme moléculaire par lequel les peptides dérivés du lait exercent des effets
immunomodulateurs reste a ce jour encore inconnu. Cependant, les résultats obtenus avec
les lymphocytes humains (Elitsur et Luk, 1991 ; Kayser et Meisel, 1996) suggerent que les
peptides opioides, tels que le B-casomorphine 7, puissent affecter I'immunoréactivité des
lymphocytes par l'intermédiaire de leur récepteur aux opioides. En effet, il semble exister
une relation étroite entre le systéme immunitaire et les peptides opioides puisque des
récepteurs opioides de type p pour les endorphines sont présents sur les lymphocytes
(Elitsur et Luk, 1991). La réponse de macrophages médullaires murins au peptide 193-209
de la caséine B se manifeste par une augmentation de leur sécrétion de TNF-a, et

d’interleukines 6 et 12 (Sandr¢ et al., 2001).

1.3. Effet antimicrobien

Des peptides antimicrobiens ont ¢té identifiés dans de nombreux hydrolysats de
protéines laitiéres (Clare et al., 2003 ; Pellegrini, 2003 ; Gobbetti et al., 2004). Les plus
¢tudiés sont les lactoferricines dérivées de lactoferrines bovine et humaine (Wakabayashi
et al., 2003). Certains fragments de la caséine k ou encore des fragments issus de la caséine
a possedent €galement ce type d'activité.

Les lactoferricines posseédent une activité¢ bactéricide résultant d'une interaction
directe des peptides (notamment les séquences 17-41 ou 20-30 de la lactoferrine bovine)
avec la membrane bactérienne. Elles possédent une activité d'inhibition de la croissance de
nombreuses souches bactériennes telles que les bactéries & gram + et gram — mais aussi
certaines levures et champignons (Tomita et al., 1994). Ces propriétés semblent étre
corrélées a la charge nette positive de ces peptides qui pourrait éliminer les
microorganismes sensibles par augmentation de la perméabilité membranaire.

Le CMP est également capable in vitro d'inhiber 'adhésion d'agents pathogeénes
(actinomycetes, streptocoques) aux entérocytes (Neeser et al., 1988). Il inhibe la fixation

de la toxine du choléra a son récepteur (Kawasaki et al., 1992).
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Figure 1 : Les principales voies de la coagulation sanguine.

La coagulation comporte une cascade de réactions enzymatiques impliquant les facteurs de la coagulation.
L'étape finale est la transformation du fibrinogéne soluble en filaments de fibrine par la thrombine. La
coagulation met en jeu deux voies, I'une intrinséque, l'autre extrinseque, aboutissant a une voie finale
commune. La voie intrinséque comporte les facteurs présents dans la circulation et la voie extrinséque, les
facteurs tissulaires non présents normalement dans la circulation mais qui sont libérés lors d'une lésion
vasculaire.
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La casocidine I, fragment 165-203 de la caséine s, libéré sous l'action de la
chymosine, inhibe la croissance de Escherichia coli et de Staphylococcus carnosus (Zucht
et al., 1995). L'isracidine, segment N-terminal 1-23 de la caséine ag;, protége les souris
contre Staphylococcus aureus (Lahov et Regelson, 1996).

Des peptides antimicrobiens ont aussi été trouvés dans des hydrolysats d’autres
protéines alimentaires. Ainsi récemment, il a ét¢é montré la présence de 5 peptides
présentant des activités antimicrobiennes dans un hydrolysat pepsique d’hémoglobine
bovine, trois d’entre eux correspondant aux séquences 107-141, 137-141 et 133-141 de la
chaine a et le quatriéme a la séquence 126-145 de la chaine B (Nedjar-Arroume et al.,

2006).

1.4. Effet sur le systéme cardiovasculaire

1.4.1. Effet antithrombotique

Au cours de la coagulation sanguine, le fibrinogéne joue un role particulierement
important (Figure 1). En effet, cette molécule, apres s'étre fixée sur son récepteur
plaquettaire, induit I'agrégation des plaquettes. Des homologies structurales entre certaines
séquences peptidiques de la caséine «k et le dodécapeptide C-terminal HHLGGAKQAGDV
(400-411) de la chaine y du fibrinogéne ont été observées. Ces ressemblances sont a
l'origine d'une compétition vis-a-vis des récepteurs glycoprotéiques entre ces peptides et le
fibrinogéne, ce qui confere a ces peptides une activité de type antithrombotique (Jolles et
al., 1986).

Les principaux peptides antithrombotiques connus sont les fragments
MAIPPKKNQDK (106-116), MAIPPKK (106-112), NQDK (113-116) (Jolles et al., 1986)
et KNQDK (112-116) (Léonil et Moll¢, 1990) de la caséine « et le fragment KRDS (39-42)
de la lactotransferrine humaine (Raha et al., 1988 ; Drouet et al., 1990). Ce type d'effet a
été évalué in vitro, en étudiant l'agrégation plaquettaire humaine (Jolles et al., 1986 ;
Léonil et Mollé, 1990) mais également in vivo chez le rat et le cobaye ou l'inhibition de la
formation du thrombus provoqué par Iésion endothéliale des vaisseaux sanguins a été
observée aprés administration du peptide KRDS (Drouet et al., 1990). Une étude chez
I’homme a révélé qu’a la suite de 1’ingestion de lait ou de yaourt, les peptides de la caséine
K qui inhibent I’agrégation plaquettaire et la formation du thrombus (le CMP et les
séquences 106-116 et 113-116), étaient retrouvées dans 1’estomac, ’intestin et méme dans

le sang pour le CMP (Chabance et al., 1998).
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Figure 2 : Role de 1'enzyme de conversion de I'angiotensine (ACE) dans le controle de la
pression artérielle.

La vasoconstriction des artéres est sous la dépendance d’un systéme impliquant les reins, le sang et les
glandes surrénales par I’intermédiaire de la rénine, 1’angiotensine et 1’aldostérone. Lors d’une chute de la
pression artérielle, la rénine est sécrétée par les reins. Elle active alors la transformation de
I’angiotensinogene, d’origine hépatique, en angiotensine-I. Sous 1’action de I’ACE (angiotensin converting
enzyme), une métalloprotéase endothéliale, 1'angiotensine-I (décapeptide) est hydrolysée en angiotensine-II.
Cet octapeptide est un puissant vasoconstricteur des artérioles qui induit alors une augmentation de la
pression artérielle. Cet effet est amplifié par la synthése d’aldostérone qui provoque une rétention des fluides
et du sodium par les reins. D’autre part, I’ACE hydrolyse la bradykinine, un nonapeptide vasodilatateur, et
libére un heptapeptide inactif. Cette double action de I’ACE sur I’angiotensine-I et la bradykinine Iui confére
donc un role trés important dans le contréle de la pression artérielle.
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1.4.2. Effet antihypertenseur

Les peptides a effet antihypertenseur agissent en inhibant I'enzyme de conversion
de l'angiotensine (ACE). L'hydrolyse de I'angiotensine par 1'enzyme de conversion dans le
plasma représente une étape clé dans le systéme rénine-angiotensine et dans la cascade
d'événements biochimiques aboutissant a la vasoconstriction responsable de la montée
rapide de la tension artérielle (Figure 2). Les premiers peptides possédant une action
inhibitrice vis-a-vis de I'ACE ont été identifiés pour la premiére fois dans le venin d'un
serpent brésilien (Ondetti et al., 1971). Depuis, de nombreux peptides inhibiteurs de I'ACE
ont ¢ét¢ découverts dans des hydrolysats de diverses protéines alimentaires (Yamamoto,
1997 ; FitzGerald et Meisel, 2000 ; Rutherfurd-Markwick et Moughan, 2005 ; Vercruysse
et al, 2005).

Les principaux peptides sont issus de I'hydrolyse enzymatique de la caséine as;
bovine (Maruyama et Suzuki, 1982 ; Maruyama et al., 1987), de la caséine B bovine
(Maruyama et al., 1985; Yamamoto et al., 1994), de caséine B humaine (Kohmura et al.,
1989) et de protéines musculaires (Vercruysse et al., 2005). L'activité antihypertensive de
ces peptides a été mise en évidence in vivo chez un modele de rats rendus hypertendus ou
rats SHR (Spontaneously hypertensive rats) (Karaki et al., 1990 ; Maeno et al., 1996).
L’ingestion de lait fermenté riche en deux peptides ayant une activité anti-hypertensive
(VVP séquence 84-86 de la caséine B, et IPP séquence 74-76 ou 108-110 des caséines 3 et
K, respectivement) par des rats SHR, s’accompagne d’une baisse de la pression artérielle
systolique et de I’activité de ’ACE. De plus, ces peptides ont été retrouvés dans l'aorte
(Masuda et al., 1996) des rats hypertendus mais pas chez les témoins. Une étude menée
chez I'homme a montré une baisse significative de la pression artérielle par rapport a un
groupe témoin, suite a 1'ingestion répétée de lait fermenté qui contenait les peptides anti-
hypertenseur VPP et IPP (Hata et al., 1996 ; Seppo et al., 2003).

Des peptides a activité¢ antihypertensive ont également été isolés a partir d'autres
protéines alimentaires d’origine animale telles que celles de muscle de porc (Arihara et al.,
2001 ; Katayama et al., 2003) et de poulet (Fujita et al., 2000), de thon (Yokoyama et al.,
1992 ; Matsumura et al., 1993), de sardine (Matsufuji et al., 1994), de saumon (Ono et al.,
2003), a partir de gélatine de beeuf (Oshima et al., 1979 ; Kim et al., 2001), d'ovalbumine
(Fujita et al., 1995), de gelée royale (Matsui et al., 2002), et aussi d’origine végétale, la
zéine du mais (Maruyama et al., 1989 ; Miyoshi et al., 1991), la rubisco de 1'épinard (Yang
et al., 2003) et de protéines de germe de bl¢ (Matsui et al., 1999), de colza (Marczak et al.,
2003), de sarrasin (Ma et al., 2006), de soja (Wu et Ding, 2001 ; Chen et al., 2004), de pois
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chiche (Pedroche et al., 2002 ; Yust et al., 2003), de champignons (Choi et al., 2001 ; Lee
et al., 2004), d'algue wakamé (Undaria pinnatifida) (Sato et al., 2002).

L’¢tude comparée des différents peptides inhibiteurs de ’ACE suggére que leur
capacité a se lier a ’enzyme et a I'inhiber soit trés dépendante de la séquence du tripeptide

C terminal qui est riche en proline et en acides aminés a chaine ramifiée, aromatique ou

basique (FitzGerald et Meisel, 2000).

1.5. Effet sur le systéme nerveux

La mise en évidence d’effets semblables a ceux de peptides a activité opioide, tels
que les enképhalines et les endorphines sécrétés par le cerveau et I’hypophyse, a conduit a
qualifier d'exorphines certains peptides d’origine alimentaire (Klee et al., 1978). Ces
exorphines ont ét¢ mises en évidence dans des hydrolysats pepsiques de gluten de blé, de
caséine o (Zioudrou et al., 1979) et de caséine B (Brantl et al., 1979). Deux peptides
présents dans 1'hydrolysat de caséine B ont été séquencés par Henschen et al. (1979). 11
s'agit de la B-casomorphine 7 TPFPGPI et de la B-casomorphine 5 TPFPG correspondant,
respectivement, aux séquences 60-66 et 60-64 de cette protéine.

D'autres peptides opioides ont été trouvés au niveau de la séquence 90-96 de la
caséine og; bovine (Loukas et al., 1983) et de la séquence 41-44 de la caséine B humaine
(B-casorphines) (Yoshikawa et al., 1986). D'autres ont aussi été isolés a partir des protéines
sériques. Il s'agit de la séquence 50-53 YLGF de 1'a-lactalbumine humaine et bovine ou a-
lactorphine, de la séquence 102-105 YLLF de la B-lactoglobuline bovine ou B-lactorphine
(Yoshikawa et al., 1986) et de la sérorphine, séquence 399-404 YGFNA de l'albumine
sérique (Tani et al., 1994).

De facon générale, les peptides opioides dérivés des protéines alimentaires
présentent une séquence N-terminale du type YXF ou YX;X,F. Le résidu tyrosine en
position N-terminale et la présence d’un autre acide aminé aromatique a la troisiéme ou
quatrieéme position forment un motif structural particulier qui favorise leur interaction avec
les récepteurs p du cerveau (Maubois et Léonil, 1989 ; Pihlanto-Leppild, 2001). L'absence
de ce groupement tyrosine conduit a une absence d'activité biologique (Chang et al., 1981).

Des activités antagonistes des opioides existent au sein de la caséine K appelés les
casoxines (casoxine A, résidus 35-41 YPSYGLNY, dérivés de la caséine K bovine ;

casoxine B, résidus 58-61 YPYY, chez le bovin et 31-34 chez I'homme ; casoxine C,
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résidus 25-34 YIPIQYVLSR, de la caséine k bovine ; Chiba et al., 1989) et de la

lactoferrine humaine (lactoferroxines) (Tani et al., 1990).

1.6. Autres effets

D’autres effets ont aussi été attribués a des peptides d’origine alimentaire. Ainsi, le
décapeptide 91-100 de la caséine as; (YLGYLEQLLR) qui se fixe sur un récepteur aux
benzodiazépines et qui présente des effets anxiolytiques chez le rat (Miclo et al., 2001) et
améliore la qualit¢é du sommeil chez cet animal soumis a un stress modéré chronique
(Guesdon et al., 2006), pourrait aussi atténuer les effets d’un stress sur la pression artérielle
et la cortisolémie chez ’homme (Messaoudi et al., 2005).

En outre, il a été suggéré que I’effet hypocholestérolémiant des protéines de soja
résulte en partie de I’action d’un peptide de 24 acides aminés de la B-conglycinine sur les
récepteurs des LDL (Lovati et al., 2000). De plus, une partie des effets anti-athéromateux
des protéines de soja observés chez la souris pourrait étre due a un peptide de la fraction -
conglycinine des protéines de soja (Adams et al., 2004) et n’impliquerait pas les récepteurs
des LDL.

Récemment, une activité antiproliférative de peptides issus d'hydrolysats de
protéines de poisson a été observée in vitro sur des cellules humaines cancéreuses du sein

(Picot et al., 2006).

L'ensemble des séquences des peptides bioactifs d'origine protéinique est répertorié
dans la base de données BioPep (Dziuba et al., 1999) accessible sur le site

http://www.uwm.edu.pl/biochemia.

1.7. Quelques éléments sur les aspects quantitatifs

La mise en évidence des activités biologiques des peptides bioactifs repose sur des
approches tres différentes selon 1’activité, la cible et la nature de la substance testée, si bien
qu’il est souvent difficile de savoir quelle est la dose de peptide, et encore plus la quantité
d’aliment source a consommer pour observer I’effet in vivo.

Cependant, cela parait possible dans le cas de I’effet inhibiteur de I’ACE. Ainsi,
une premieére estimation du potentiel d’inhibition du peptide peut étre fournie par 1’ICsg
(concentration nécessaire pour obtenir 50% de l'inhibition). Ce paramétre est trés variable
selon les peptides des protéines laitieres, de 3 a 2349 umoles/L (FitzGerald et Meisel,

2000). I permet donc de comparer leur activité potentielle. Comme il est de 3 et
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5 pmoles/L pour les séquences IPP et VPP respectivement, c’est elles qui seraient
principalement responsables de I’effet anti-hypertensif observé apres ingestion quotidienne
de 150 mL de lait fermenté apportant, entre autres, 2,25 et 3 mg de ces 2 peptides
respectivement (Seppo et al., 2003).

L’amélioration de 1’assimilation de certains cations par les phosphopeptides fournit
un autre exemple. L’ingestion quotidienne de caséinophosphopeptides sous la forme de
30 mg d’un hydrolysat de caséine  ou du peptide 1-25 de la caséine P enrichis en fer a été
plus efficace pour améliorer le statut en fer de rats anémiés qu’un supplément de sulfate
ferreux apportant la méme quantité de fer (Ait-oukhatar et al., 1997). De plus, une étude
isotopique chez la femme a montré que si le taux d’absorption d’une dose de 3 mg de fer
n’était pas différent selon qu’elle était sous forme d’ascorbate de fer ou de fer complexé a
42 mg du peptide 1-25 de la caséine B, ce fer était présent en quantité plus importante dans
le foie, la rate et la moelle osseuse 7 jours plus tard lorsqu'il était apporté avec le peptide
(Ait-oukhatar et al., 1999).

Enfin, le troisitme exemple concerne I’effet anxiolytique d’un hydrolysat de
caséine ag;. La dose du peptide 91-101 de la caséine ag; (a-casozépine) qui présente des
effets anxiolytiques était de 0,4 mg/kg par voie intrapéritonéale chez le rat (Miclo et al.,
2001). L’ingestion quotidienne de 15 mg/kg d’un hydrolysat trypsique de caséine ag; qui
apportait au maximum (sur la base du rapport molaire) 0,7 mg/kg d’ a-casozépine mais
aussi d’autres peptides opioides, améliorait la qualité¢ du sommeil chez le rat soumis a un
stress chronique (Guesdon et al., 2006). Chez I’homme, 1’ingestion de 1200 mg de
hydrolysat trypsique de caséine ag; en 3 prises sur 1,5 jours atténuait les effets d’un stress
sur la pression artérielle et le cortisol plasmatique (Messaoudi et al., 2005). Cette dose
d’hydrolysat correspondait d’une part a 60 mg (au maximum) d’a-casozépine auxquels
¢taient associés d’autres peptides éventuellement actifs et d’autre part, a la consommation
d’environ 120 g de lait.

Ces 3 exemples montrent qu’il est possible de trouver dans les protéines d’une
alimentation équilibrée des sources de peptides bioactifs. Toutefois, il peut étre difficile de
déterminer quels sont les composés actifs lorsqu’ils sont apportés par une protéine ou un

hydrolysat.
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Figure 3 : Formules chimiques de la carnosine, I'ansérine et I'ophidine.
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Tableau 2 : Concentration (mg /100 g de muscle) en carnosine, ansérine et ophidine dans
le muscle de diverses espéces animales.

Animal Muscle Carnosine Ansérine Ophidine
Boeuf® Jarret 396 77,6 -
Coeur 22,6 - -
Mouton ° Gigot 190 252 3
Porc? Jambon 449,5 22,9 36,3
Collier 186,4 10,7 16,6
Poulet Blanc 400 1037 -
Cuisse 124 334 -
Truite ° - - 51,6 -
Saumon ° - - 1020 -
Chat ® - 228 293 -
Chien ° - 746 1474 -
Baleine ° - - - 1080
Homme ¢ Vastus lateralis 153,6 n.d. n.d.

* Aristoy et Toldra (2004) ; ° Chan et Decker (1994) ;  Harris et al. (2006).
n.d. : donnée non disponible



Etude bibliographique

2. Peptides endogénes non protéiniques dans le muscle

Dans les aliments, il existe des peptides d’origine non protéinique qui sont
synthétisé€s par des mécanismes spécifiques a chacun d’entre eux et qui présentent d’autres
caractéristiques susceptibles d’interagir avec la physiologie lorsqu’ils sont ingérés en
quantités suffisantes. C’est le cas de la viande qui re¢oit du muscle originel des dipeptides

dérivés de I'histidine tels que la carnosine et I'ansérine, et un tripeptide, le glutathion.

2.1. Les dipeptides de 'histidine

La carnosine (B-Ala-His), l'ansérine (p-Ala-1-méthyl-His) sont des dipeptides de
I’histidine présents en abondance dans le muscle squelettique de différentes especes
animales. Avec I'ophidine ou la balénine (B-Ala-3-méthyl-His) (Figure 3), ils peuvent étre
présents aussi dans d’autres tissus tels que le cerveau, le cceur, la peau, le foie (Crush,
1970 ; Boldyrev et Severin, 1990 ; Chan et al., 1994). Les concentrations en carnosine et
ansérine sont les plus ¢élevées dans le muscle squelettique, en particulier dans les muscles a
métabolisme glycolytique (Aristoy et Toldra, 1998 ; Cornet et Bousset, 1999) ; elles
peuvent également varier selon l'espéce animale (Crush, 1970), 1'age (Carnegie et al.,
1982 ; Chan et Decker, 1994) et/ou l'alimentation (Chan et Decker, 1994 ; Chan et al.,
1994). En effet, une carence alimentaire en histidine réduit la concentration en carnosine
dans le muscle et 1'ajout de 5% d'histidine au repas augmente la concentration en carnosine
dans le muscle de 2,8 fois chez le rat (Chan et Decker, 1994). De méme, la concentration
en carnosine du muscle squelettique soleus chez le rat est augmentée de 5 fois aprés 8
semaines d'un régime supplémenté par 1,8% de carnosine (Maynard et al., 2001). Chez
I'homme, une augmentation de 66% de la concentration en carnosine dans le muscle a
¢galement ét¢ observée apres 4 semaines d'une supplémentation journaliere de 13 g (Harris
et al., 2006).

Le contenu en dipeptides de I'histidine dans le muscle de diverses espéces animales
est répertori¢ dans le Tableau 2. Les concentrations en carnosine de différents muscles de

bovin sont présentées dans le Tableau 3.

2.1.1. Les activités biologiques des dipeptides de l'histidine

Ces peptides ont diverses activités biologiques. La principale parait étre le maintien
du pH intracellulaire grace a leur pouvoir tampon afin de neutraliser, par exemple, la

production d'acide lactique dans les muscles ou la glycolyse anaérobie est particulieérement
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Tableau 3 : Concentration (mg/100 g de muscle) en carnosine dans différents muscles de
bovin.

Muscle Carnosine Référence
Faux-filet 520 Rao et al. (1989)

373 Aristoy et Toldra (2004)

449 Watanabe et al. (2004)

433 Purchas et Busboom (2005)
Rond de gite 490 Purchas et al. (2004)
Paleron 250 Rao et al. (1989)

299 Purchas et Busboom (2005)
Collier 253 Aristoy et Toldra (2004)
Steak haché 124 Park et al. (2005)

(25% de matiéres grasses)

Figure 4 : Métabolisme des dipeptides de 1'histidine (d'aprés Boldyrev et Severin, 1990).
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active (Davey, 1960 ; Harris et al., 1990 ; Abe, 2000 ; Decker, 2001 ; Suzuki et al., 2006).
IIs présentent des propriétés antioxydantes par leur capacité a fixer des ions métalliques
éventuellement pro-oxydants (Kohen et al., 1988 ; Guitto et al., 2006) tels que le cuivre, le
zinc, le cobalt, le vanadium et le fer (Baran, 2000), en inhibant la peroxydation des lipides
membranaires (Boldyrev et al., 1987 ; Chan et Decker, 1994 ; Gopalakrishnan et al., 1999 ;
Nagasawa et al., 2001). Ils auraient aussi un role prépondérant dans la protection contre la
glycation des protéines par les aldéhydes et les produits terminaux des glycations (Hipkiss,
1998). Ils peuvent exercer une action de neurotransmetteur, décrite notamment pour la
carnosine dans le bulbe olfactif (Snyder, 1980 ; Bonfanti et al., 1999), ainsi qu'une action
vasodilatatrice (Ririe et al., 2000). IIs peuvent également réguler l'activité de certaines
d'enzymes telles que des aminopeptidases, des phosphorylases et des calpaines (Johnson et

al., 1982 ; Johnson et Hammer, 1989 ; Gianelli et al., 2000).

2.1.2. Le métabolisme des dipeptides de l'histidine

Le métabolisme des dipeptides de I'histidine est illustré dans la Figure 4. Dans le
muscle squelettique, la carnosine est synthétisée a partir de la B-alanine (acide aminé non
usuel absent des protéines et provenant essentiellement du catabolisme des bases
pyrimidiques) et de l'histidine (acide aminé indispensable) par une enzyme spécifique, la
carnosine synthétase (EC 6.3.2.11). La méthylation de la carnosine en position 1 ou 3 de
I'histidine produit 'ansérine et 'ophidine, respectivement ; 'homocarnosine est synthétisée
a partir de l'histidine et de 1'acide y-aminobutyrique dans le tissu nerveux.

En raison de la position spécifique du groupement aminé de la P-alanine, la
carnosine et l'ansérine ne sont pas dégradées par des dipeptides hydrolases (EC 3.4.13).
Leur hydrolyse est catalysée par deux enzymes spécifiques appelées aminoacyl-histidine
dipeptidases ou carnosinases. Une est présente en grande quantité dans de nombreux tissus
tels que le rein, le foie et les poumons et en plus faible quantité dans le muscle squelettique
et l'intestin gréle (EC 3.4.13.3) (Lenney, 1976), et une autre est présente spécifiquement
dans le sérum (EC 3.4.13.20) (Jackson et al., 1991).

2.2. Le glutathion
Le glutathion (GSH : y-Glu-Cys-Gly) (Figure 5) est un tripeptide ubiquitaire dont

la majeure partie est présente dans le muscle squelettique (Martensson et Meister, 1989), et
c'est le thiol intracellulaire de faible poids moléculaire le plus abondant, compris entre 0,2

et 10 mM (Anderson, 1998). Il posséde une liaison peptidique particuliere y-carboxyle
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Figure S : Formule chimique du glutathion réduit (GSH) et oxydé (GSSG).
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entre le glutamate et la cystéine, ce qui lui confére une grande stabilité. Par la fonction
thiol du radical de la cystéine, le glutathion peut exister sous une forme réduite (GSH) ou
sous une forme oxydée (GSSG) dans laquelle deux molécules de glutathion sont liées par
un pont disulfure (Figure 5), ces deux formes étant en €quilibre 1'une avec 1'autre dans un
¢état physiologique normal. Ces deux molécules constituent ainsi un couple d'oxydo-
réduction ou le glutathion sert de coenzyme transporteur dhydrogeéne destiné
principalement a maintenir les protéines a 1'état réduit. La forme biologiquement active du
glutathion est sa forme réduite qui contient le résidu cystéine porteur d’un groupement
thiol hautement réactif et résistant a 1’oxydation spontanée. De nombreuses activités
biologiques importantes du glutathion pour la cellule ont été¢ mises en évidence (Deneke et

al., 1985 ; Beutler, 1989).

2.2.1. Les activités biologiques du glutathion

Le glutathion est impliqué dans la synthése de I'ADN et des protéines (Kan et al.,
1988 ; Suthanthiran et al., 1990), ainsi que dans la synthése des leucotrienes qui sont des
médiateurs importants de I'inflammation (Rouzer et al., 1982). Le glutathion maintient
¢galement la réduction du groupement sulthydryl de nombreuses protéines, groupement
nécessaire a leur fonction (Gérard-Monnier et Chaudicére, 1996). Il est utilis¢ comme
réserve de cystéine lors d'une sous-nutrition (Cho et al., 1981) et représente la source
majeure de cystéine pour les lymphocytes. En effet, I'activité normale des lymphocytes est
dépendante de 1'apport cellulaire de cet acide aminé (Drdge et al., 1986). Le glutathion joue
¢galement un réle important dans la protection cellulaire contre les attaques toxiques
(Deneke et al., 1985 ; Beutler, 1989). Il participe a la détoxification des métabolites
¢lectrophiles des xénobiotiques.

Enfin, le glutathion est le principal antioxydant hydrosoluble des cellules. Il piege
efficacement les radicaux libres, protégeant ainsi les cellules des dommages liés aux
especes réactives de l'oxygene (ROS) (Beutler, 1989). Les changements de concentrations
en GSH et GSSG reflétent directement les altérations de leur potentiel redox. Il maintient
I’équilibre redox intracellulaire et les antioxydants non-enzymatiques (thiols et vitamines)
sous leur forme biologiquement active réduite, il régule 1’expression et/ou ’activation de
facteurs de transcription sensibles a I’oxydation et nécessaires au fonctionnement de la
réponse antioxydante, il exerce un effet cytoprotecteur en neutralisant les métabolites du
stress oxydant a 1’aide de ses propriétés réductrices et en servant de coenzyme a la

glutathion S-transférase (GST) et la glutathion peroxydase (GPX).
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Figure 6 : Métabolisme du glutathion (d'aprés Anderson, 1998).
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2.2.2. Le métabolisme du glutathion

Le GSH est synthétisé par 1’action séquentielle de deux enzymes cytosoliques
(Figure 6) : la y-glutamylcystéine synthétase (y-GCS) catalyse la formation de la y-
glutamylcystéine a partir de la cystéine et de l'acide glutamique puis la glutathion
synthétase (GS) synthétise le GSH par liaison de la glycine a la y-glutamylcystéine
(Anderson, 1998 ; Meister, 1988). Le GSH peut étre converti en GSSG par la glutathion
péroxydase (GPX) qui catalyse la réduction du H,O, ou d'autres peroxydes (ROOH). La
glutathion S-transférase (GST) catalyse la conjugaison du glutathion avec divers composés
indésirables qui sont ensuite ¢liminés par la bile et 'urine. Pour maintenir 1’équilibre redox
cellulaire, le GSSG est réduit en GSH par la GSSG réductase, avec comme cofacteur le

NADPH, formant ainsi un cycle redox.

3. Multifonctionnalité des peptides

Quelle que soit leur origine, les peptides bioactifs correspondent & une multiplicité
de composés, qui de ce fait sont susceptibles d’agir sur de multiples fonctions. De plus, un
méme peptide peut avoir plusieurs effets. C’est particulierement le cas des peptides de
I’histidine ou du glutathion mais c’est aussi constaté pour des peptides provenant des
protéines alimentaires. Ainsi, la f-casomorphine 7 qui a une activité opioide, a également
des propriétés immuno-modulatrices et peut inhiber I’ACE. Souvent, ces peptides ont des
séquences qui se recouvrent partiellement et proviennent de zones qui échappent en partie

a la protéolyse en raison de la structure primaire de la protéine.

4. Modes de production et sources

Certains peptides bioactifs peuvent étre naturellement présents dans l'aliment mais
la plupart sont issus de protéines. Inactifs au sein de leur protéine précurseur, ils doivent
étre libérés par protéolyse pour devenir fonctionnels. Ces peptides peuvent €tre produits
directement dans l'aliment par l'action de protéases endogeénes au cours de différents
procédés technologiques de transformation de l'aliment, tels que la fermentation, la
maturation de la viande et la cuisson, mais ils peuvent étre également générés in vitro par
l'utilisation de protéases exogenes. Néanmoins, la majorit¢ des peptides bioactifs sont
principalement formés au cours de la digestion au sein de l'organisme. De plus, toute

source protéique alimentaire est susceptible d'apporter des peptides bioactifs. En dehors du
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lait et des produits laitiers, qui ont été les plus étudiés, des peptides bioactifs ont pu étre
isolés a partir d'hydrolysats de protéines d'ceuf, de poisson, de céréales et de soja

notamment.

4.1. Action des protéases fermentaires

La présence de diverses protéases dans l'aliment permet la formation de peptides
bioactifs dans certains aliments transformés. A co6té des procédés de maturation de la
viande et de la cuisson qui seront développés par la suite, des peptides bioactifs ont été¢ mis
en ¢évidence dans des aliments fermentés. Le processus de fermentation implique
généralement des enzymes issues de microorganismes. C'est le cas notamment de la
fermentation du lait par des bactéries lactiques qui produit divers peptides bioactifs ayant
des activités antihypertensives (Yamamoto et al., 1994; Nakamura et al., 1995 ;Belem et
al., 1999), immunomodulatrices (Matar et al., 1996 ; Gill et al., 2000) et antimicrobiennes
(Gobetti et al., 2004). Des peptides a activité antihypertensive ont été mis en évidence dans
des aliments fermentés japonais tels que l'alcool de riz (saké), la pate de soja ou la
séquence peptidique antihypertensive est HHL, dans la sauce de soja ou le peptide
inhibiteur de I'ACE identifié est la nicotianamine (un dérivé peptidique non protéinique des
plantes), et des activités antihypertensives ont été également détectées dans la sauce de
poisson, les graines de soja et le tofu (Yamamoto et al., 2003). Récemment, des peptides
ayant une activit¢ immunomodulatrice ont ét¢ mis en évidence dans des protéines de
poisson fermenté : aprés administration orale chez des souris, une augmentation de
I'immunité non spécifique intestinale a été observée en l'absence d'état inflammatoire

(Duarte et al., 20006).

4.2. Action des protéases ajoutées

L'hydrolyse enzymatique contrdlée reste la méthode la plus couramment utilisée
pour produire des peptides bioactifs. Plusieurs ont été produits par protéolyse in vitro a
l'aide d'enzymes du tractus gastro-intestinal, principalement la pepsine et la trypsine. Par
exemple, les peptides inhibiteurs de 1'enzyme de conversion de I'angiotensine (ACE) et les
phosphopeptides fixant du calcium (CPPs) sont produits principalement par la trypsine
(Meisel et FitzGerald, 2003 ; Yamamoto et al., 2003 ; FitzGerald et al., 2004: Gobbetti et
al., 2004 ; Vermeirssen et al., 2004). D'autres enzymes digestives et différentes
combinaisons d'enzymes protéolytiques, telles que l'alcalase, la chymotrypsine, la

pancréatine et la pepsine ainsi que des enzymes d'origine bactériennes et fongiques, ont
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Figure 7 : Digestion et absorption des protéines alimentaires.
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¢galement été utilisées pour générer des peptides bioactifs a partir de protéines diverses
(Kilara et Panyam, 2003 ; Korhonen et Pihlanto, 2003). Différents peptides bioactifs ont
¢té mis en évidence dans des hydrolysats ainsi obtenus a partir de protéines d'ceuf, de
poisson, de céréales, de soja, de pois chiche, de gélatine, de gelée royale, d'algue wakamé,

d'épinard, dans le muscle de porc et de poulet.

4.3. Hydrolyse digestive

Au cours de la digestion, les protéines alimentaires, suite a leur ingestion, sont
soumises a une hydrolyse enzymatique au sein du tractus gastro-intestinal (Figure 7). Les
peptides libérés peuvent a leur tour étre hydrolysés en acides aminés, et participer au
métabolisme protéique. Mais certains peuvent résister a I'hydrolyse et sont capables
d'exercer un effet soit localement dans le tube digestif, soit a distance dans l'organisme,

apres étre passés dans le systeéme circulatoire.

II. PRODUCTION DE PEPTIDES AU COURS DE L'HYDROLYSE
DIGESTIVE

Une des principales fonctions de 1’appareil digestif est de réduire les
macromolécules des aliments en composés de taille plus faible et plus hydrophiles de fagon
a en permettre I’assimilation. Ainsi, les protéines alimentaires sont dégradées par les
enzymes protéolytiques en peptides et en acides aminés qui peuvent étre absorbés. La
digestion est donc par essence une étape majeure de la production de peptides alimentaires.
L’hydrolyse des protéines débute dans 1’estomac et se poursuit au niveau de I’intestin.
Plusieurs facteurs peuvent influencer I’efficacité de la digestion. L’acidité stomacale, la
vidange gastrique, le taux de sécrétion des différentes enzymes digestives, le pH de
I’intestin gréle, la durée du transit intestinal et la flore microbienne sont des exemples de
ces facteurs. D’autre part, certaines caractéristiques des protéines alimentaires peuvent
aussi influencer leur hydrolyse gastro-intestinale telles leur composition en acides aminés,
leur séquence primaire et leur conformation. De plus, les sécrétions digestives peuvent étre

a I’origine d’un flux luminal de peptides endogenes.
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1. La digestion buccale

La bouche a un rdle limité dans la digestion des protéines et donc dans la
production de peptides alimentaires. Toutefois, les glandes salivaires et la muqueuse
buccale sécrétent une grande variété de protéines (mucoprotéines, enzymes,
immunoglobulines, lysozyme, lactoferrine, défensines, inhibiteurs de protéases, etc)
(Vitorino et al., 2004 ; Hardt et al., 2005 ; Hu et al., 2005) et de peptides (cytokines,
facteurs de croissance, glutathion, etc) dont les proportions relatives varient en fonction de
la nature de I’aliment (Neyraud et al., 2006), 1’état physiopathologique et le cycle
nycthéméral (Humphrey et Williamson, 2001).

2. La digestion gastrique

La dégradation des protéines alimentaires débute réellement dans 1'estomac ou la
sécrétion d’acide chlorhydrique (HCI) par les cellules pariétales, stimulée par la gastrine,
provoque leur dénaturation, ce qui favorise 1’exposition des liaisons peptidiques aux
protéases gastriques. Les pepsines (A et C), endoprotéases a aspartate sécrétées par la
muqueuse gastrique sous forme de pepsinogeénes, sont activées par 1’acidité de 1’estomac et
autolyse. Elles hydrolysent préférentiellement les liaisons peptidiques situées a l'intérieur
de la chaine polypeptidique impliquant des acides aminés aromatiques (phénylalanine,
tyrosine ou tryptophane) ou la leucine. Elles fragmentent les protéines en polypeptides de
tailles variées. Ainsi, de nombreux peptides issus de la dégradation des caséines ont été
identifiés dans les contenus gastriques apres ingestion de lait ou de yaourt (Chabance et al.,
1998). Ces protéases gastriques peuvent hydrolyser partiellement un trés grand nombre de
protéines alimentaires, y compris le collagéne, permettant ainsi de les solubiliser (Sato et
al., 1998 ; Galea et al., 2000). La spécificit¢ de I'hydrolyse pepsique a été décrite par
Kageyama et al. (2002).

L’efficacité¢ de la digestion gastrique des protéines alimentaires est variable. Elle
dépend de la nature de la protéine ingérée et des facteurs qui conditionnent 1’action des
protéases gastriques tels que le pH gastrique, la nature des autres composés du chyme et la
vitesse d’évacuation gastrique. Une proportion variable, mais mal connue, des protéines
alimentaires (5-80% selon leur nature) est transformée en composés solubles correspondant

a des peptides de taille variée, les acides aminés libres étant peu abondants (Rérat et al.,
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1976 ; Scanff et al., 1990). Une fraction apparemment importante de ces peptides est de
taille réduite car ils sont solubles dans 1’acide trichloracétique (TCA) 10% (0,6 M) mais le
manque de données au niveau stomacal ne permet pas de la connaitre précisément. Deux
¢tudes anciennes permettent d’en avoir un ordre de grandeur chez le porc. En effet, cette
fraction soluble représente 36% de 1’azote alimentaire ayant quitté I’estomac en 12 h chez
des porcs ayant ingéré des protéines de soja et de blé (Zebrowska et al., 1982). De plus, 3
heures aprés un repas a base de mais et de soja, environ un quart des compose€s
hydrosolubles des contenus gastriques (soit 20% de 1’azote total) avait une masse molaire
comprise entre 2 et 5 kDa, un quart entre 5 et 7 kDa et un quart entre 7 et 10 kDa (Asche et
al., 1989).

3. La digestion intestinale

La digestion intestinale continue la production luminale de peptides d’origine
alimentaire par une hydrolyse plus compléte des polypeptides et protéines alimentaires
entrant dans I’intestin. L’arrivée dans le duodénum du chyme gastrique acide stimule la
sécrétion d’une hormone intestinale, la sécrétine. Cette hormone stimule a son tour la
sécrétion pancréatique de bicarbonate qui neutralise le chyme gastrique. Cette
neutralisation permet d’inhiber [’action de la pepsine qui subit une dénaturation

irréversible a pH 6-7 (Konno et al., 2000).

3.1. Hydrolyse par les enzymes pancréatiques

La digestion des protéines se poursuit ensuite au niveau de la lumiére intestinale
sous ’action de cinq enzymes protéolytiques synthétisées et sécrétées par les cellules
acineuses du pancréas sous forme de zymogenes inactifs : le trypsinogene, le
chymotrypsinogene, la proélastase et les procarboxypeptidases A et B. En milieu
légérement alcalin (pH 7,6-8,2), le trypsinogeéne est activé en trypsine par l'entérokinase,
enzyme de la muqueuse intestinale. La trypsine, a son tour, active le chymotrypsinogene,
la proélastase et les procarboxypeptidases respectivement en chymotrypsine, €lastase et
carboxypeptidases. La trypsine est l'enzyme la plus abondante, représentant 20% des
protéines pancréatiques. Cette endopeptidase scinde la liaison peptidique au voisinage des
acides aminés hydrophiles, notamment la lysine et l'arginine. La chymotrypsine agit au
niveau d'un acide aminé aromatique (phénylalanine, tyrosine) ou volumineux (tryptophane,

leucine, méthionine). L'action de I'¢lastase se situe au niveau des acides aminés neutres
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Tableau 4 : Spécificité des principales peptidases de la membrane de la bordure en brosse
de l'intestin (d'apres Langguth et al, 1997).

Enzyme Substrat

Aminopeptidase N AA neutres en position N-terminale
(EC3.4.11.2)

Aminopeptidase A AA anioniques (Glu, Asp) en position N-terminale
(EC3.4.11.7)

Aminopeptidase P Hydrolyse la liaison X-Pro en position N-terminale
(EC3.4.11.9)

Aminopeptidase W Hydrolyse la liaison X-Trp en position N-terminale
(EC3.4.11.-)

Dipeptidyl aminopeptidase IV Libere les dipeptides X-Pro ou X-Ala en position N-terminale
(EC 3.4.14.5)

v-glutamyltranspeptidase Transfere le groupement y-Glu sur un AA ou un peptide en position
(EC2.3.2.2) N-terminale

Endopeptidase 24.11
(EC3.4.24.11)
Endopeptidase 24.18
(EC 3.4.24.18)
Carboxypeptidase P
(EC3.4.17.-)
Carboxypeptidase M
(EC 3.4.17.12)

ACE ou dipeptidyl carboxypeptidase

(EC3.4.15.1)

AA hydrophobes

AA hydrophobes et aromatiques

Hydrolyse les liaisons Pro-X, Ala-X, Gly-X en position
C-terminale

Lysine ou arginine en position C-terminale

Libere les dipeptides -Pro-X, -Phe-X, -Leu-X en position
C-terminale

AA : acides aminés ; ACE : enzyme de conversion de 1'angiotensine
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(alanine, glycine, sérine) (Schmitz et Triadou, 1982). La carboxypeptidase A coupe
préférentiellement au niveau d'un acide aminé aromatique ou aliphatique et la
carboxypeptidase B au niveau d'un acide aminé basique (arginine, lysine) a l'extrémité C-

terminale (Langguth et al., 1997).

3.2. Hydrolyse par les peptidases intestinales

L'action de ces enzymes est complétée par celle des peptidases liées a la bordure en
brosse de l'intestin par Il'intermédiaire de liaisons hydrophobes. De nombreuses
aminopeptidases sont présentes a ce niveau, notamment les aminopeptidases N et A qui
libérent les acides aminés neutres et les acides aminés anioniques en position N-terminale,
respectivement. Les aminopeptidases P et W hydrolysent les liaisons X-P- et X-W-,
respectivement, en position N-terminale. La dipeptidyl aminopeptidase IV libére des
dipeptides a partir de peptides ayant en avant-derniére position N-terminale un résidu
proline ou alanine. La y-glutamyltranspeptidase catalyse le transfert du groupement v-
glutamyl du glutathion ou d'autres molécules sur un acide aminé ou un peptide en position
N-terminale.

En plus de ces enzymes, la bordure en brosse de l'intestin contient également des
endopeptidases et des carboxypeptidases. L'endopeptidase 24.11 ou enkephalinase, qui
hydrolyse la liaison peptidique -G>-F*- de l'enképhaline, et les liaisons peptidiques au
niveau d'un acide aminé hydrophobe. L'endopeptidase 24.18 ou néprilysine, qui a une
activité équivalente a la chymotrypsine, hydrolyse les liaisons peptidiques au niveau d'un
acide aminé hydrophobe ou aromatique. La carboxypeptidase P libére les acides aminés en
position C-terminale lorsque une proline, mais aussi une alanine et une glycine, sont en
avant dernicre position. La carboxypeptidase M libere la lysine et I’arginine en position C-
terminale. Enfin, 'ACE ou la dipeptidyl carboxypeptidase hydrolyse les dipeptides avec un
résidu proline, phénylalanine ou leucine a I’extrémité C-terminale (Langguth et al., 1997 ;
Ganapathy et Leibach, 1999).

La spécificité des principales peptidases de la membrane de la bordure en brosse de

l'intestin est présentée au Tableau 4.

L’activité de ces systémes enzymatiques est considérable et compléte rapidement
I’action des protéases gastriques. Ainsi, la part de 1’azote peptidique (soluble dans 1’éthanol
70% v/v) dans I’azote alimentaire qui transite dans le jéjunum proximal (20 cm apres le

ligament de Treitz) au cours des 2 heures qui suivent un repas est de 67% avec du lait et
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Tableau 5 : Composition et role de la salive.

Substance Nature Rale

Mucine Glycoprotéine Lubrification

Ptyaline (amylase salivaire) Enzyme Digestion de 'amidon

Lipase linguale Enzyme Digestion des lipides

Lysozyme Enzyme Antibactérien

IgA Protéine Antibactérien et défense immunitaire

PRPs (protéines riches en proline)  Protéine

Protection et minéralisation de 1’émail

Tableau 6 : Composition et role du suc gastrique.

Substance Nature Role

Mucine Glycoprotéine (75 kDa) Lubrification

HCO;5 Ion Protection

HCI Ion Digestion des protéines

Facteur intrinséque Glycoprotéine (44 kDa) Lier la vitamine B12
Pepsinogéne Enzyme (43 kDa) Digestion des protéines

Lipase gastrique Enzyme Digestion des lipides

Gastrine Hormone Régulation de la sécrétion d'acide
Histamine Hormone Régulation de la sécrétion d'acide
Somatostatine Hormone Régulation de la sécrétion d'acide




Etude bibliographique

65% avec du yaourt (Gaudichon et al., 1995). Elle est de 82%, 4 heures apres un repas de
caséine (Mahé et al., 1994). Toutefois, la présence dans la lumiére intestinale de peptides
spécifiques d’origine alimentaire présentant des propriétés particulieres susceptibles de
modifier certaines fonctions physiologiques n’a €té rapportée que plus rarement et jamais
quantifiée. Ce sont principalement :

- les exorphines détectées dans les contenus intestinaux chez I’homme (Svedberg et
al., 1985) ou duodénaux chez le porc (Meisel, 1986) ;

- les caséinophosphopeptides retrouvés au niveau de 1’estomac et du duodénum
(Chabance et al., 1998) et de I’iléon chez I’homme (Meisel et al., 2003) ;

- les peptides a activité antithrombotique provenant des caséines k ou ags; trouvés
dans les contenus d’estomac ou du duodénum chez ’homme (Chabance et al., 1998) et
chez le rat (Fosset et al., 2002) ;

- et enfin les autres fragments du CMP, susceptibles d’agir sur la régulation de la
digestion, observés dans des contenus gastriques et intestinaux chez le rat apres

administration d’un repas enrichi en CMP (Fosset et al., 2002).

3.3. Rdle de la microflore intestinale

La microflore intestinale qui renferme environ 100 000 milliards de bactéries
appartenant a plus de 400 especes différentes (Bourlieux, 1998) constitue une biomasse
trés importante qui présente une activité¢ de synthése et de dégradation des protéines et
peptides considérable. Alors qu’elle est quasi inexistante dans l'estomac (<10° UFC/g,), du
fait d'un pH bas, et peu présente dans l'intestin gréle (duodénum 10°-10* UFC/g, jéjunum
10*-10° UFC/g, iléon 10°-10° UFC/g), la population bactérienne est trés importante dans le
colon (de 10°-10"" UFC/g). Du fait de sa localisation distale par rapport aux principaux
sites de digestion des protéines alimentaires, on peut considérer que sa participation a la
production de peptides bioactifs d’origine alimentaire est sans doute réduite dans la plupart
des cas avec les protéines digestibles des aliments usuels mais cela doit étre étudié pour

des protéines moins digestibles.

3.4. Résistance a I'hydrolyse digestive

Les peptides contenant de la proline ou de I'hydroxyproline sont généralement plus
résistants a I'hydrolyse par les enzymes digestives. De plus, les tripeptides contenant un
groupement Proline-Proline en position C-terminale ont ét¢ décrits comme étant résistants

aux peptidases spécifiques des prolines (Vanhoof et al., 1995 ; FitzGerald et Meisel, 2000).
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Tableau 7 : Les enzymes et les hormones contenues dans le suc pancréatique.

Substance Nature Réle

Trypsinogene Enzyme Digestion des protéines

Chymotrypsinogene Enzyme Digestion des protéines

Proélastase Enzyme Digestion des protéines

Procarboxypeptidase A Enzyme Digestion des protéines

Procarboxypeptidase B Enzyme Digestion des protéines

Lipase pancréatique Enzyme Digestion des lipides

Phospholipase Enzyme Digestion des phospholipides

Cholestérol-ester-hydrolase Enzyme Digestion des esters de cholestérol

Amylase pancréatique Enzyme Digestion de l'amidon

Ribonucléase Enzyme Digestion de I'ARN

Désoxyribonucléase Enzyme Digestion de I'ADN

Sécrétine Hormone (3 kDa) Active la sécrétion de bicarbonate

Cholécystokinine Hormone (13 kDa) Stimule la sécrétion des enzymes
pancréatiques

Glucagon Hormone (21 kDa) Hormone hyperglycémiante

Insuline Hormone (12 kDa) Hormone hypoglycémiante

GRP (Gastrin Releasing Peptide)
Somatostatine

Peptide YY
VIP (Vasoactive Intestinal

Peptide)
Motiline

Hormone (1 kDa)
Hormone (12,7 kDa)

Hormone (4,3 kDa)
Hormone (19 kDa)

Hormone (12,8 kDa)

Stimule la sécrétion de gastrine

Inhibe la sécrétion d'insuline et de
glucagon

Active I'absorption d'eau et
d'¢lectrolytes

Active l'excrétion d'eau et d'électrolytes

Active les mouvements péristaltiques de
l'intestin

Tableau 8 : Composition et rdle de la bile.

Substance Nature Raole

Sels biliaires Acide Favorisent l'absorption des graisses
Phospholipides Lipide

Cholestérol Lipide

Bilirubine Protéine Pigment biliaire

HCO;5 ion

Electrolytes ion
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Ainsi, certains peptides, non digérés dans l'intestin, peuvent étre soit absorbés intacts par
l'entérocyte soit métabolisés par les microorganismes présents dans le colon (Vermeirssen

et al., 2004).

3.5. Peptides endogénes

La lumiére intestinale contient également des protéines endogénes qui sont les
enzymes et les glycoprotéines contenues dans la salive (Tableau 5), les sucs gastrique
(Tableau 6), pancréatique (Tableau 7) et intestinal (35 g par jour) ainsi que les protéines
de la bile (Tableau 8) (10 g par jour). La desquamation cellulaire due au renouvellement
rapide de 1’épithélium intestinal apporte également environ 30 g de protéines par jour.
Ainsi, les protéines endogenes (20 a 50 g par jour) sont digérées de la méme facon que les
protéines ingérées (40 a 110 g par jour) et apportent ainsi des peptides endogénes qui
peuvent étre absorbés au niveau de la bordure en brosse de l'intestin en méme temps que
les peptides alimentaires. La microflore dans la partie distale de I’intestin surtout est aussi

une source de peptides tres divers dont les effets commencent aussi a étre étudiés.

Si les mécanismes de I’hydrolyse des protéines alimentaires par les enzymes
gastriques, pancréatiques et intestinales sont bien décrits, la nature et les proportions
des peptides qu’ils libérent lors de la digestion in vivo de protéines alimentaires, sont
beaucoup moins connues. Or, ce sont elles qui conditionnent I’activité potentielle de
certains peptides au niveau du tractus digestif et aussi leur absorption, étape

nécessaire pour leur permettre d’agir au niveau périphérique dans I’organisme.

ITI. L'ABSORPTION DES PEPTIDES DANS L'INTESTIN GRELE

L'absorption est ici définie comme le passage a travers la muqueuse intestinale, de
la lumiere digestive jusqu’a la circulation sanguine.
Un bref rappel de la structure de I’intestin gréle est présenté avant d’aborder les

mécanismes d’absorption des peptides.
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Figure 8 : Anatomie de la paroi de l'intestin gréle.
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1. L'intestin gréle

L'intestin gréle s'étend du pylore a la valvule iléocolique. Il est divisé en trois
segments : un segment initial court, le duodénum, suivi par le jéjunum puis par le segment
terminal qui est le plus long, 1lléon. Le jéjunum est considéré comme étant le sicge
principal de l'absorption intestinale des peptides.

La paroi de l'intestin gréle est constituée des quatre couches concentriques : la
séreuse, la musculeuse, la sous-muqueuse et la muqueuse (Figure 8). En contact avec la
lumiére intestinale, la muqueuse est constituée d'un épithélium de revétement reposant sur
un tissu conjonctif. Elle est parcourue de capillaires qui nourrissent I'épithélium et
absorbent les nutriments résultant de la digestion.

La structure de la muqueuse de l'intestin gréle (Figure 9) offre une surface
considérable d'échange entre le milieu extérieur et le milieu intérieur. La muqueuse
intestinale est d’abord tapissée de nombreux replis transversaux et circulaires : les valvules
conniventes. Ces valvules sont elles-mémes tapissées de villosités, invaginations de la
muqueuse intestinale dans la lumiére de I’intestin, ce qui a pour effet d’augmenter de 40 a
60 fois la surface d’absorption de la muqueuse. Les villosités sont recouvertes par une
seule couche de cellules épithéliales, appelée "plateau stri¢", dont les membranes de
surfaces forment de petites projections appelées microvillosités. Ces microvillosités
augmentent a leur tour la surface d’absorption de la muqueuse de 10 a 20 fois. On estime
ainsi que la surface absorbante de I’intestin gréle humain peut atteindre environ 300 m”.

La villosité intestinale (Figure 10) est 1’unité essentielle de 1’absorption. En
moyenne, elle est formée pour trois quarts par la villosité proprement dite et pour un quart
par la crypte de Lieberkiihn qui s’ouvre a la base de celle-ci et qui assure le renouvellement
de I’épithélium. Les cellules germinatives situées dans la crypte vont progresser le long de
la villosité, devenir matures puis atteindre le sommet et se détacher pour tomber dans la
lumicere intestinale. Chaque villosité comprend un épithélium de revétement et un axe
conjonctif, le chorion. L'épithélium comprend cinq types cellulaires (Figure 11) : des
entérocytes, des cellules caliciformes, des cellules neuroendocrines, des cellules de Paneth
et au niveau de l'iléon des cellules "M" appartenant au systéme immunitaire. Les
entérocytes sont les cellules les plus nombreuses et sont responsables de la fonction
d'absorption. Leur partie apicale, appelée bordure en brosse, est garnie de microvillosités
(plus de 2000 par cellule). Les cellules caliciformes, au pdle apical large et au pole basal

étroit, sécrétent en continu un mucus qui protege 1'épithélium contre les enzymes
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Figure 10 : Anatomie des villosités intestinales.
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Figure 11 : Types cellulaires de 1'épithélium des villosités intestinales.
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intraluminales. Les cellules neuroendocrines, disséminées sur la totalité de l'épithélium,
sécretent différentes substances telles que la gastrine, la somatostatine, la sécrétine, la
cholécystokinine, le VIP (Vasoactive Intestinal Peptide), le GIP (Gastric Inhibitory
Peptide). Les cellules de Paneth, localisées uniquement au niveau des cryptes de
Lieberkiihn, possédent de volumineux grains de sécrétion au pdle apical. Elles possedent
¢galement des capacités phagocytaires vis a vis de la microflore intestinale. Elles sécrétent
du lysozyme intestinal et des défensines (peptides naturels a vocation d’antibiotiques). Les
cellules de Paneth jouent donc un rdle évident dans les processus de défense et de
bactériostase. Les cellules M, situées au niveau d'une zone particuliére de 1'épithélium
intestinal de 1'iléon appelée EAF ou épithélium associ¢ aux follicules lymphoides, jouent
un grand réle dans le passage de l'information antigénique aux structures immunitaires
sous-jacentes. Ces cellules dérivent des entérocytes ; elles sont dépourvues de lysosome et
sont douées de propriétés d'endocytose. Elles sont ainsi capables de transporter des
macromolécules ou des micro-organismes jusqu'au tissu lymphoide sous-jacent sans

dégradation.

2. L'absorption intestinale des peptides

Jusqu’aux années 70, il était généralement admis que I’absorption de 1’azote a-
aminé par l'intestin gréle s’effectuait exclusivement sous la forme d’acides aminés libres,
aprés hydrolyse des protéines et des peptides dans la lumiére digestive (Pour revue,
Matthews, 1975). On sait maintenant qu’une partie considérable des acides aminés traverse
la bordure en brosse des entérocytes sous forme de di- et tripeptides, par I’intermédiaire
d’un transporteur spécifique (PEPT1). La plupart des peptides entrant dans I’entérocyte
sont hydrolysés par les peptidases cytosoliques avant d’étre libérés dans la circulation
sanguine sous forme d’acides aminés libres. Les peptides qui résistent a 1’hydrolyse
intracellulaire peuvent étre transportés intacts a travers la membrane basolatérale des
entérocytes et atteindre la circulation sanguine. Depuis la découverte du transporteur
PEPTI1, d’autres transporteurs de peptides ont ét¢ mis en évidence dans 1’épithélium
intestinal (OATP, PHT1, etc), leur rdle est cependant encore assez mal connu.

L'absorption des peptides de plus de 4 acides aminés semble également possible,
par trancytose (Shimizu et al., 1997) ou par voie paracellulaire (Pappenheimer et al., 1994)

(Figure 12). La diffusion passive a travers la double couche phospholipidique des
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Figure 12 : Absorption intestinale par voie transcellulaire ou paracellulaire.
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Figure 13 : Absorption intestinale des di- et tripeptides au niveau du transporteur PEPT1
(Daniel, 2004).
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membranes apicales et basolatérales des entérocytes est, quand a elle, limitée en raison de

I’hydrophilicité de la plupart des peptides.

2.1. Absorption par voie transcellulaire

2.1.1. Transporteurs membranaires de peptides

2.1.1.1. Transporteurs associés a la membrane apicale

- PEPT1

Les di- et tripeptides libérés par la digestion gastro-intestinale traversent la
membrane apicale des entérocytes par l'intermédiaire d'un co-transport H'/peptide au
niveau d'un transporteur spécifique nommé PEPTI (Figure 13). Un gradient
électrochimique de protons (H") apporte I'énergie nécessaire aux peptides pour entrer dans
la cellule intestinale. Les ions H' sont excrétés de la cellule épithéliale de 1'entérocyte par
un antiport Na'/H" (transport inverse) au niveau de la membrane apicale (Daniel, 2004).

Le géne du transporteur PEPT1 appartient a la famille de génes SLC15A (Daniel et
Kottra, 2004 ; Steffansen et al., 2004). Cette famille de génes regroupe un ensemble de
transporteurs de peptides qui font partie de la superfamille des transporteurs de peptides
couplés a l'entrée d'ions H' appelés POT pour Proton-coupled Oligopeptide Transporter,
¢galement connus sous le nom de PTR pour Peptide Transporter. Les principales
caractéristiques de chaque membre de cette famille sont présentées dans le Tableau 9. La
protéine PEPT1 humaine est localisée dans la membrane apicale des entérocytes matures
sur toute la longueur de l'intestin gréle, avec une plus forte expression de 'ARNm au
niveau du duodénum qu'au niveau du jéjunum et de 1'iléon (duodénum > jéjunum > iléon)
(Terada et al., 2005). Il est intéressant de noter qu’il existe sur I’axe jéjuno-iléal un
gradient inverse dans la répartition des transporteurs de peptides et d’acides aminés libres :
la présence de transporteurs de peptides est plus importante dans la partie proximale de
I’intestin gréle alors que pour les acides aminés libres elle est plus €élevée dans la partie
distale.

Chez 1'homme, la protéine PEPT1 (Figure 14) comprend 708 acides aminés et
possede 12 domaines transmembranaires avec ses extrémités N- et C-terminale dans le
cytosol (Daniel et Kottra, 2004). La tyrosine en position 167 (Y47), située dans le 5™

domaine transmembranaire, tient un rdle essentiel dans le transport des substrats par
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Tableau 9 : Principales caractéristiques des transporteurs de peptides POT ou PTR
(d'aprés Bhardwaj et al., 2006 ; Daniel et Kottra, 2004).

Géne Transporteur Substrat Distribution tissulaire
SLC15A1 PEPT1 Di-, tripeptides et H Intestin gréle, rein,
SLC15A2 PEPT2 Di-, tripeptides et H' Rein, poumon, cerveau,
glande mammaire
SLC15A3 PHT2 (hPTR3) Histidine, di-, tripeptides et H*  Poumon, rate, thymus
(en plus faible quantité
dans cerveau, foie,
glande surrénale, cceur)
SLC15A4 PEPT1 (PTR4) Histidine, di-, tripeptides et H™ Cerveau, rétine, placenta

hPHT1

Histidine, di-, tripeptides et H"

Estomac, intestin gréle,
colon

Figure 14 : Structure secondaire du transporteur PEPT1 (Daniel et Kottra, 2004).
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PEPTI1. En effet, Yeung et al. (1998) ont montré qu'un changement de cet acide aminé en
alanine, phénylalanine ou sérine empéche complétement le transport de [*H]-Gly-sar utilisé
comme substrat.

Les di- et tripeptides dérivés de 1'hydrolyse des protéines alimentaires sont tres
variables en taille, en poids moléculaire, en charge nette, en solubilité et en polarité, en
fonction des acides aminés qu'ils contiennent. PEPT1 posséde la capacité de transporter un
grand nombre de di- et tripeptides différents dérivés des 20 acides aminés entrant dans la
composition des protéines, ainsi que 1'acide aminé libre histidine (Daniel et Kottra, 2004).
Les structures moléculaires et conformationnelles nécessaires a la reconnaissance du
substrat par la protéine PEPT1 sont résumées dans la Figure 15.

La liaison peptidique n'est pas utilisée dans la reconnaissance du substrat par
PEPT1, une modification telle qu'une méthylation de cette liaison ne change pas l'affinité
du substrat pour PEPT1 (Daniel et Adibi, 1994). Cependant, la conformation de la liaison
peptidique (cis-trans) peut modifier I’affinité des peptides pour PEPT1. Brandsch et al.
(1999) ont testé in vitro, sur des cellules Caco-2 en culture, l'affinit¢ de dipeptides
contenant de la proline (X-Pro) pour le transporteur PEPT1 en fonction de la conformation
de la liaison peptidique, 24 a 70 % des liaisons étant de type trans. Ces résultats indiquent
qu'il existe une corrélation positive entre l'affinité de X-Pro pour PEPT1 et la proportion de
la liaison peptidique de type trans.

Les peptides anioniques et cationiques sont transportés par le méme systéme que les
peptides sous forme de zwitterions. Cependant, les dipeptides chargés ont une plus faible
affinit¢ pour PEPT1 que les dipeptides non chargés. En effet, différents auteurs ont montré
dans différents systémes cellulaires in vitro (cellules Caco-2 et cellules LLC-PK1) que le
dipeptide KK avait une faible affinité pour PEPT1 (Eddy et al., 1995 ; Terada et al., 2000).
De plus, dans les cellules Caco-2, le dipeptide AA a une meilleure affinit¢ pour PEPT1
(0,08 mM) que les dipeptides EA (0,25 mM) et KA (0,34 mM), et qu'une modification du
dipeptide KA en norleucyl-alanine augmente son affinit¢ a 0,14 mM (Brandsch et al.,
1999). Le méme effet a été observé pour le changement du dipeptide KP en norleucyl-
proline.

D’une fagon générale, les dipeptides contenant de la proline en position N-
terminale (PX) présentent en général une faible affinité pour PEPT1 (Brandsch et al.,
2004).

Une modification du groupement o aminé de l'extrémit¢ N-terminale par

méthylation, acétylation ou d'autres substitutions diminue 1'affinité¢ du peptide pour PEPT1.
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Figure 15 : Structures moléculaires et conformationnelles nécessaires a la reconnaissance
du substrat par la protéine PEPT1 (Daniel et Kottra, 2004).
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Tableau 10 : Classification des genes des transporteurs OATP (Hagenbuch et Meier,

2004).
Nom de la protéine Alias Symbole du géne  Symbole du géne  Symbole du géne
humain de rat de souris

Oatpl Oatp - Slc21al Slc2lal

PGT hPGT (homme), rPGT (rat), mPGT Slc2142 Slc21a2 Slc21a2
(souris)

OATP-A OATP, OATP1 Slc21A43 - -

OAT-K1 - Slc21a4 -

Oatp2 - Slc2la5 Sic21a5

OATP-C LST-1, OATP2, OATP6 Slc2146 - -

Oatp3 - Slc2la7 Sic2la7

OATP8 LST-2 Slc2148 - -

OATP-B OATP-RP2 (homme), moat 1 (rat), Oatp9  Slc21A49 Slc21a9 Slc21a9

Oatp4 Rlst-1 (rat), mlst-1 (souris) - Sic21al0 Slc21al0

OATP-D OATP-RP3 (homme), Pgt2 (rat), MJAM Sle21A11 Slc21all Slc2lall
(souris), Oatpl1

OATP-E OATP-RP1 (homme), oatpE (rat), Oatpl2  Sic21A412 Slc21al2 Slc2lal2

Oatp5 - Slc21al3 Slc2lal3

OATP-F OATP-RP5 (homme), BSA T1 (rat), Slc21414 Slc21al4 Slc2lal4
Oatp2 (souris), Oatpl4

OATP-J OATP-RP4 Slc21A415 - -

Oatpl6 TST-1, GST-1 - Slc21al6 Slc2lal6

Oatpl7 - - Slc21al7

Oatpl8 TsT-2, GST-2 - Slc21al8 Slc2lal8

OATP-1 GST Slc21419 - -

OATP-H Slc21420 - -
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Ainsi, par rapport au peptide GP, ’affinité pour PEPT1 est fortement diminuée pour les
dipeptides Sar-Gly ou Sar-Pro, dans lesquels 1'azote du groupement o aminé est méthylé, et
pour les dipeptides PG ou PP, pour lesquels l'azote du groupement o aminé est inclus dans
un cycle (Thwaites et al., 1994 ; Eddy et al., 1995 ; Brandsch et al., 1999). De méme,
l'incorporation d'acides aminés 3 dans les dipeptides, comme dans la carnosine, diminue
l'affinité (Nielsen et al., 2002). Une modification du groupement carboxy-terminal, comme
une conversion en un groupement aminé, diminue également l'affinit¢é mais dans un
moindre degré que dans la modification de l'extrémité N-terminale (Hidalgo et al., 1995 ;
Meredith et al., 2000).

La stéréospécificité des di- et tripeptides joue également un role important dans
I'affinit¢ pour PEPTI1. Les L-L-dipeptides et les L-L-L-tripeptides ont une plus grande
affinité que les di- et tripeptides contenant des acides aminés de conformation D (Lister et

al., 1995 ; Li et al., 1998).

- OATP-B

Les génes des transporteurs OATPs pour Organic Anion Transporting Polypeptides
appartiennent a une large famille de génes (Tableau 10) (Hagenbuch et Meier, 2004). Les
transporteurs permettent le transport transmembranaire de substrats anioniques de
structures chimiques diverses tels que les sels biliaires, les hormones stéroidiennes et leurs
conjugués, les hormones thyroidiennes, de nombreuses drogues, xénobiotiques et peptides.
Ce mode de transport Na'-indépendant semble faire appel a un mécanisme d'échange
d'anions bidirectionnel. Les OATPs ont été mis en évidence dans de nombreux tissus tels
que le cerveau, le foie, l'intestin, le rein, le placenta, les yeux (Ganapathy et Miyauchi,
2005).

Chez I’homme, seul OATP-B a été clairement localisé au niveau de la membrane
apicale des entérocytes (Kobayashi et al., 2003), celui-ci pourrait transporter des peptides
ayant une masse supérieure a 450 Da (Hagenbuch et Meier, 2003). Son mode de
fonctionnement et sa spécificité de substrat sont encore mal connus. Sa sensibilité au pH
suggere cependant qu’il est dépendant d’un gradient de protons (Nozawa et al., 2004). Son

role dans I’absorption des peptides d’origine alimentaire reste encore a évaluer.

2.1.1.2. Transporteur associé a la membrane basolatérale

Un transporteur de peptides est également présent au niveau de la membrane

basolatérale de l'entérocyte permettant le passage des peptides de l'entérocyte vers les
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vaisseaux sanguins. Ce transporteur est beaucoup moins sensible au pH que PEPTI1 ; il a
une plus faible affinité de substrat, mais une spécificité¢ de substrat similaire (Terada et al.,
1999 ; Irie et al., 2004). Il semble agir en coopération avec PEPT1 permettant ainsi le
passage des di- et tripeptides a travers 1’épithélium. Son affinit¢ de substrat est
asymétrique. Considérant 1’accumulation rapide de peptides dans I’entérocyte induite par
PEPT1, sa faible spécificité de substrat a I’intérieur de I’entérocyte semble approprié a une

exportation des peptides efficace et sans saturation (Irie et al., 2004).

2.1.2. Absorption par transcytose

Les peptides formés de plus de 4 acides aminés ne sont pas reconnus par PEPT1. Ils
peuvent étre transportés par transcytose, comme les protéines (Gardner, 1988 ; Heyman et
Desjeux, 1992).

L’absorption par transcytose (Figure 12) fait appel a un processus d’endocytose au
niveau de la bordure en brosse des entérocytes, et d’exocytose au niveau de la membrane
basolatérale. L'internalisation par endocytose des peptides de la lumicre intestinale
s’effectue par invagination de la membrane plasmique et formation de vésicules
intracellulaires. Les peptides peuvent ainsi franchir la membrane apicale soit de manicre
aspécifique, par endocytose liquidienne ou endocytose avec adsorption, soit en se fixant de
facon spécifique a des récepteurs membranaires (Shen et al., 1992). Les vésicules peuvent
alors migrer jusqu'a la membrane basolatérale et exporter leur contenu dans le liquide
interstitiel.

Les cellules M ont également la capacité de transporter des polypeptides par
transcytose (Gangwar et al, 1997).

L'hydrophobicité des peptides augmente fortement l'absorption intestinale par
transcytose aspécifique (Shimizu et al., 1997). La bradykinine (RPPGFSPFR, 1060 Da)
apparait comme un exemple de peptide pouvant étre absorbé par transcytose apres
adsorption au niveau de la membrane épithéliale de 1'entérocyte (Shimizu et al., 1997). De
méme, il a ét¢ montré que des polypeptides tels que I'insuline (51 acides aminés)

pouvaient étre absorbés par transcytose (Ziv et Bendayan, 2000).

2.1.3. Devenir des peptides entrés dans l'entérocyte

Une fois entrés dans l'entérocyte, que ce soit par l'intermédiaire d'un transporteur ou
par endocytose, la plupart des peptides (di-, tripeptides et peptides formés de plus de 4

acides aminés) sont hydrolysés par des peptidases cytosoliques telles que des dipeptidases,
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des tripeptidases, la prolidase ou peptidase D (EC 3.4.13.9) qui catalyse I'hydrolyse de di-
et tripeptides ayant un résidu proline a leur extrémité C-terminale (2 l'exception du
dipeptide PP), la prolinase qui hydrolyse les dipeptides dans lesquels la proline occupe la
position N-terminale, et la leucine aminopeptidase (peptidase S) (EC 3.4.11.1) qui libére
l'acide aminé en position N-terminale, préférablement si cet acide aminé est la leucine et si
il n'est pas basique. A notre connaissance, il n'existe aucune donnée disponible sur la demi-

vie des peptides dans l'entérocyte.

2.2. Absorption par voie paracellulaire

La voie paracellulaire, voie de passage entre les cellules (Figure 12), peut
également étre envisagée pour l'absorption intestinale des peptides. Les jonctions serrées,
structures d'assemblage et de polarisation cellulaires, localisées a l'apex des cellules
épithéliales, séparent la membrane apicale du domaine basolatéral et forment une barric¢re
sélective régulant le passage des ions et molécules a travers l'espace paracellulaire. De
plus, en empéchant les protéines et les lipides de la membrane apicale de diffuser dans la
membrane basolatérale, et inversement, elles contribuent au maintien de la polarité
cellulaire (Zahraoui, 2004).

Les travaux de Pappenheimer et al. (1994) qui mettent en évidence chez le rat une
absorption intestinale significative (30-50%) de l'octapeptide EASASYSA (784 Da),
suggerent une absorption par voie paracellulaire. Des études in vitro montrent que le
passage trans-épithélial du tétrapeptide GGYR (450 Da) pourrait se faire principalement
par diffusion paracellulaire (Shimizu et al., 1997), et que ce mode de transfert pourrait
également étre prépondérant pour certains tripeptides tel que I’inhibiteur d’activité ACE
VPP (Satake et al., 2002).

Adson et al. (1994) ont observé que le taux de diffusion paracellulaire était
étroitement 1i¢ a la taille des peptides, le flux paracellulaire du tétrapeptide FFFG étant
plus faible que pour le dipeptide FG. Okumu et al. (1995) ont également montré que
I'hexapeptide WAGGXA cyclisé était 2 a 3 fois plus transporté que sous forme linéaire
dans des cellules Caco-2 en culture. La cyclisation diminuerait le poids moléculaire, ce qui
pourrait expliquer 'augmentation du flux d'absorption paracellulaire. Ainsi, la taille des
peptides apparait comme l'un des facteurs limitants majeurs de cette voie d’absorption,
normalement limitée aux peptides d'une taille inférieure a 600 Da, dans des conditions
physiologiques ou les jonctions serrées ne sont pas modifiées (Watson et al., 2001). La

charge des peptides ne semble pas limiter de fagon prépondérante la perméabilité par voie
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paracellulaire, par contre étant donné que cette voie est une voie "aqueuse", une certaine
hydrophilicité des peptides est nécessaire. Les peptides les plus hydrophiles utiliseront
préférentiellement la voie paracellulaire par rapport aux peptides lipophiles qui
s'orienteront vers la voie transcellulaire par interaction avec la membrane plasmique.

La perméabilité des jonctions serrées peut étre modulée par l'alimentation. En effet,
Shimizu (1999) a montré que la perméabilité des jonctions serrées des cellules intestinales
Caco-2 en culture était augmentée par traitement avec un extrait de poivre ou les
substances actives ont ¢été identifiées comme étant des capsianosides ("diterpene esters of
monomeric diterpene glycosides"”) qui agiraient en altérant la structure des jonctions
serrées aprés avoir été incorporés dans la membrane cellulaire et associés dans les
filaments d'actine intracellulaires. Il a également observé une augmentation de la
perméabilité des jonctions serrées avec un extrait de champignon (Flammulina velutipes)
ou la substance active est une protéine de 31 kDa. Cette protéine aurait la propriété d'ouvrir

les jonctions serrées mais le mécanisme reste a ce jour inconnu.

2.3. Absorption des peptides chez ’homme

On considére généralement que trés peu de peptides traversent intacts 1’épithélium
intestinal, et que 1’absorption des peptides contribue peu a ’absorption des acides aminés
d’origine alimentaire. Cependant, on manque de données expérimentales pour étayer cette
affirmation. Nous venons de voir que plusieurs mécanismes peuvent permettre le
franchissement de 1’épithélium par des peptides de taille variable et des travaux sur
animaux adultes suggérent que [’absorption intestinale de peptides de faible poids
moléculaire (<3000 Da) peut représenter 25% de la libération des acides aminés libres et
peptidiques absorbés dans le sang porte (Rémond et al., 2000 ; 2003).

Chez I’homme, la possibilit¢ d’une absorption de peptide intact a travers
I’épithelium a été peu étudiée, mais démontrée pour quelques peptides : les peptides riches
en proline et hydroxyproline aprés I’ingestion de gélatine (Prockop et al., 1962), la
carnosine apres un repas de viande (Park et al., 2005), des peptides issus du CMP et des
fragments des caséines détectés dans le plasma aprés 1’ingestion de produits laitiers
(Chabance et al., 1998), GG apres perfusion dans I’intestin (Adibi, 1971) et VY apres

administration orale (Matsui et al., 2002).
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Tableau 11 : Spécificité des principales peptidases du plasma (d'aprés Werle et Bernkop-

Schniirch, 2006).
Nom Substrats
Aminopeptidase N AA neutres en position N-terminale
(EC34.11.2)
Aminopeptidase A AA anioniques (Glu, Asp) en position N-terminale
(EC3.4.11.7)
Aminopeptidase P Hydrolyse la liaison X-Pro en position N-terminale
(EC3.4.11.9)
Carnosinase Hydrolyse la carnosine ($-Ala-His) et I'anserine (f-Ala-1-méthyl-
(EC3.4.13.3) His)

Prolyl-dipeptidase
(EC 3.4.13.18)
Dipeptidyl-peptidase 1T
(EC3.4.14.2)
Dipeptidyl-peptidase IV
(EC3.4.14.5)
Pyroglutamyl-peptidase I
(EC3.4.19.3)
y-glutamyltranspeptidase
(EC23.2.2)
ACE ou dipeptidyl carboxypeptidase
(EC3.4.15.1)
Prolyl-carboxypeptidase
(EC3.4.16.2)
Carboxypeptidase B
(EC3.4.17.2)
Carboxypeptidase N
(EC3.4.17.3)
Carboxypeptidase U
(EC 3.4.17.20)
Glutamate carboxypeptidase 11
(EC3.4.17.21)

Dipeptides hydrophobes ayant un résidu proline

Libere les dipeptides X-Pro ou X-Ala en position N-terminale

Libere les dipeptides X-Pro ou X-Ala en position N-terminale

Goupement pyroglutamyl en position N-terminale

Transfere le groupement y-Glu sur un AA ou un peptide en position
N-terminale

Libeére les dipeptides -Pro-X, -Phe-X, -Leu-X en position
C-terminale

Hydrolyse les liaisons Pro-X, en position C-terminale

Lysine et arginine en position C-terminale

AA basiques (Lys) en position C-terminale

Lysine et arginine en position C-terminale

Libére un résidu glutamyl en position C-terminale

AA : acides aminés ; ACE : enzyme de conversion de 1'angiotensine
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IV. DEVENIR DES PEPTIDES APRES ABSORPTION INTESTINALE

1. Hydrolyse plasmatique des peptides

L'activité des peptides dépend fortement de leur résistance a la dégradation par les
peptidases plasmatiques (Tableau 11), qui est fonction notamment de leur taille et de leur
structure moléculaire.

Les petits peptides sont généralement rapidement hydrolysés dans le plasma. En
effet, il a été montré que la demi-vie des dipeptides AQ et GYr administrés par voie
intraveineuse sous la forme d'une charge a des volontaires sains est de 3,8 et 3,4 min
respectivement (Albers et al., 1988), celle du tétrapeptide RGDS incubé dans du plasma
humain est de 10 min (Fok et al., 1991). L'angiotensine II, un octapeptide, est dégradée tres
rapidement en quelques secondes par 'ACE (Moskowitz, 2003). La diminution de la
concentration plasmatique de ces peptides, suite a leur dégradation, s'accompagne
généralement d'une augmentation consécutive de la concentration de leurs acides aminés
constitutifs dans le plasma. La présence de certains résidus tels que la proline et la glycine
limiterait I'hydrolyse plasmatique des peptides. En effet, Chabance et al. (1998) ont montré
que le CMP, issu de la caséine «k (résidus 106-169), restait présent dans le plasma pendant
8 h aprés l'ingestion de lait ou de yaourt chez des volontaires sains. De méme, le
remplacement d'un résidu alanine par un résidu glycine en position N-terminale dans des
dipeptides diminue significativement leur hydrolyse et par conséquent augmente leur demi-
vie (Adibi et al., 1986).

La conformation des acides aminés impliquée dans la structure secondaire du
peptide peut également influencer son affinité vis-a-vis de peptidases spécifiques et jouer
un réle important dans sa dégradation. En effet, Darlak et al. (1988) ont observé que la
substitution d'acides aminés de conformation L par des acides aminés de conformation D
dans la dermorphine (heptapeptide opioide) augmentait son hydrolyse. La majorité des
peptidases présentes dans le plasma sont des exopeptidases (aminopeptidases et
carboxypeptidases). La protection des extrémités N- et C-terminales, telle que la N-
acétylation et la C-amidation, augmenterait la stabilité des peptides en empéchant leur
dégradation enzymatique. Par exemple, Brinckerhoff et al. (1999) ont significativement
prolongé la demi-vie du peptide immunogénique MART-I7.35 (AAGIGILTV) par
amidation de l'extrémité C-terminale et/ou acétylation de I'extrémité N-terminale. De

méme, la N-pyroglutamylation améliore la stabilité du peptide GLP-1 (7-36) incubé dans
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du plasma humain (Green et al., 2004). La cyclisation du peptide peut également prolonger
sa demi-vie. En effet, Su et al. (1991) ont montré¢ que la cyclisation du peptide GRF (1-29)
(Growth regulating factor) entre les résidus Asp® et Lys'? augmentait significativement sa

demi-vie, passant de 13 min a plus de 2 h.

2. Prélévement tissulaire

Le prélevement tissulaire des peptides peut ¢galement expliquer leur diminution de
concentration dans le plasma. Les peptides présents dans le sang périphérique sont extraits
principalement par le foie, le rein, le muscle et 1'intestin (Lochs et al., 1988) L'extraction
hépatique de la cholécystokinine (octapeptide) et de huit analogues structuraux de synthese
marqués au '>°I a été étudiée dans un modéle de foie isolé perfusé chez le rat (Hunter et al.,
1990). Le taux d'extraction hépatique, compris entre 4% et 86%, était positivement corrélé
au degré d'hydrophobicité du peptide, indépendamment de sa charge. Abumrad et al.
(1989) ont observé que des dipeptides de la glutamine (GQ et AQ) administrés a des chiens
¢taient captés par le foie, l'intestin, le rein et le muscle mais avec des affinités différentes.
La glycylglutamine est davantage captée par le rein que par l'intestin, le foie et le muscle
tandis que le muscle extrait préférentiellement I'alanylglutamine. Ces observations
montrent la spécificité des organes pour certains peptides en fonctions de leur besoin

nutritionnel en acides aminés spécifiques.

3. Les peptides dans le sang

Le développement des techniques de spectrométrie de masse permet aujourd’hui
d’¢étudier le profil des peptides présents dans le sang dans différents états
physiopathologiques. Ces techniques d'analyse sont regroupées sous le terme de
peptidomique (Richter et al., 1999 ; Schrader et Schulz-Knappe, 2001 ; Schulte et al.,
2005 ; Hortin, 2006). Ainsi, Richter et al. (1999) ont recensé dans le sang humain plus de 5
000 masses moléculaires correspondant a des peptides dans une gamme de 900 a 10 000
Da. La moiti¢é de ces peptides a été identifiée comme des fragments de protéines
plasmatiques, un tiers correspond a des fragments de co-facteur, d’enzyme, d’inhibiteur
d’enzyme ou de transporteur. Dans la fraction restante se trouvent les peptides a activité
biologique et des précurseurs de peptides. Les techniques utilisées (notamment le MALDI-

ToF) ne permettent cependant pas d’étudier la fraction des petits peptides (PM < 600 Da),
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Figure 16 : Anatomie du muscle squelettique au niveau macroscopique et microscopique.
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dans laquelle il parait plus vraisemblable de trouver des peptides d’origine alimentaire. De

ce fait, elle est mal connue.

V.LE MUSCLE ET LA VIANDE, SOURCES DE PEPTIDES

La viande (chair chez le poisson) est 1’aliment issu du muscle squelettique apres
transformation post mortem. Le muscle contient des peptides endogénes non protéiniques
(cf paragraphe 1.2.) qui peuvent résister aux procédés de transformation et cuisson.
Quelques ¢tudes suggerent ¢galement que ces mémes procédés technologiques peuvent
générer des peptides a partir des protéines des aliments. La viande pourrait donc
représenter une source de peptides bioactifs d’origine protéinique ou non. Dans cette
partie, nous présenterons donc le muscle et particulierement sa composition en protéines

puis les procédés de transformation pouvant aboutir a la génération de nouveaux peptides.

1. Le muscle squelettique

1.1. Anatomie et fonction

Le muscle squelettique, recouvrant le squelette osseux, est un muscle stri¢ assurant
essentiellement le maintien de la posture et la production de mouvements volontaires.

Chez le bovin, et les mammiferes en général, le muscle squelettique (Figure 16) a
généralement la forme d'un fuseau aux extrémités duquel se trouvent les tendons qui
assurent la fixation sur les os. Le muscle est un assemblage de faisceaux parall¢les,
enveloppés dans un tissu conjonctif élastique. Les faisceaux sont formés de fibres
musculaires. Chez les poissons, il n'existe pas de systéme tendineux. Les muscles des
poissons sont segmentés en myotomes ou myomeres (Figure 17) qui ont la forme d'un W
et qui s'emboitent les uns dans les autres. Les myotomes sont délimités par des myoseptes
conjonctifs, ou myocommes.

L’unité de base du muscle squelettique est la fibre musculaire. Une fibre musculaire
est une longue et fine cellule plurinucléée formée de la fusion de plusieurs centaines de
cellules appelées myoblastes. Les noyaux des fibres musculaires sont accolés a la
membrane plasmique ou sarcolemme. Chaque fibre contient des organites fibrillaires

appelés myofibrilles (Figure 16).
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Figure 17 : Structure métamérique des muscles de poisson (d'apreés Dunajski, 1979).
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Au niveau ultrastructural, la fibre musculaire se caractérise par une alternance de
bandes sombres (bande A) et claires (bande I). Ces différences de densité sont dues a la
présence de filaments fins (d’actine) et épais (de myosine) se chevauchant partiellement
(Figure 16). La bande I est traversée par une ligne étroite et dense, la strie Z, ou
s’accrochent les filaments fins a une de leur extrémité. Le sarcomere (Figure 18), segment
de myofibrille compris entre deux stries Z successives, est l'unité de contraction
¢lémentaire. La contraction musculaire s’effectue par glissement des filaments de myosine
le long des filaments d’actine, glissement assuré par I’ancrage puis le basculement de tétes
de myosine sur ’actine (Figure 19).

Une fibre se caractérise par son type métabolique (oxydatif ou glycolytique) et son
type contractile (rapide ou lent). Les fibres oxydatives produisent I'ATP nécessaire au
fonctionnement de la cellule par la voie aérobie, tandis que les fibres glycolytiques le
produisent par le systéme anaérobie. On distingue ainsi au moins trois types de fibres :

- Les fibres de type I a contraction lente ou fibres rouges sont caractérisées par un
métabolisme de type oxydatif. De petit diametre et trés vascularisées, ces fibres
contiennent de nombreuses mitochondries et peu de glycogeéne. Peu fatigables, ces fibres
sont surtout utilisées lors d'exercices peu puissants et prolongés. Elles sont abondantes
dans les muscles impliqués dans le maintien de la posture.

- Les fibres de type IIA a contraction rapide ou fibres intermédiaires sont
caractérisées par un métabolisme de type oxydo-glycolytique. Elles contiennent beaucoup
de myoglobine, de mitochondries et de capillaires. Ces fibres sont résistantes a la fatigue.

- Les fibres de type 1IB a contraction rapide ou fibres blanches sont caractérisées
par un métabolisme de type glycolytique. Elles contiennent peu de myoglobine et de
mitochondries, et de grandes réserves en glycogéne. Elles ont un large diameétre et sont peu
vascularisées. Ces fibres sont tres fatigables mais trés puissantes. Elles sont sollicitées lors
d'exercices brefs mais intenses.

Chez les mammiferes, les muscles sont toujours hétérogenes et les différents types
de fibres se cotoient. Ceux-ci différent des poissons ou la musculature se divise en deux
zones treés distinctes, homogenes quant a leur type de fibre : le muscle blanc a fibres
glycolytiques et le muscle rouge a fibres oxydatives situé sous la peau, plus
particulierement sous la ligne latérale. Le muscle blanc représente la grande majorité de la

musculature.
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Figure 19 : Complexe d'acto-myosine.
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1.2. Les protéines constitutives

Le muscle squelettique contient des protéines du tissu conjonctif d’une part, et de la
fibre musculaire d’autre part. Au sein de la fibre musculaire, on distingue a nouveau
plusieurs grandes classes de protéines : les protéines de structure (des myofilaments et du
cytosquelette), les enzymes (les plus abondantes étant celles impliquées dans le
métabolisme énergétique), les protéines de stress, etc. Quelques protéines sont présentées
ici, en raison de leur abondance, bien que peu de quantifications relatives soient
disponibles dans la littérature a notre connaissance. En revanche, leur structure primaire est

généralement connue.

1.2.1. Les protéines du tissu conjonctif

Le tissu conjonctif assure le maintien de la structure musculaire et intervient au
niveau de la transmission des forces de la contraction myofibrillaire vers le squelette. Ce
tissu est constitu¢ essentiellement de collageéne et d'élastine, deux protéines fibreuses. Le
tissu conjonctif représente environ 10 et 2-3% des protéines musculaires totales chez le
bovin et le poisson, respectivement.

Le collagene, grande protéine de 162 kDa, est le composé le plus important du tissu
conjonctif puisqu'il représente environ 80% des protéines du tissu conjonctif. La molécule
de collagene est formée de trois chaines polypeptidiques reliées par des liaisons covalentes
et hydrogeénes, afin de former une triple hélice stable. Le collagéne est inextensible et
résistant a la traction. Sa séquence en acides aminés est composée d'une unité tripeptidique
qui se répéte, du type GXY, ou X et Y peuvent étre n'importe quel acide aminé. Dans la
composition du collageéne, trois acides aminés prennent une part importante, a savoir la
glycine, la proline et I'hydroxyproline.

L'¢lastine, protéine de 66 kDa, représente moins de 10% des protéines du tissu
conjonctif. Cette protéine fibreuse est constituée de deux types de fibres : des fibres
épaisses (5 a 10 pm de diametre) orientées parallélement aux cellules musculaires et des
fibres fines (1 a 2 um de diameétre) qui suivent 1’alignement des fibres de collagéne du
périmysium et de I’endomysium. La protéine posséde des propriétés ¢Elastiques,
contrairement au collagéne. Elle comprend de nombreux résidus lysine et peu

d'hydroxyproline.

51



Figure 20 : Structure d'un filament épais de myosine.
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1.2.2. Les protéines myofilamentaires et associées

Les myofilaments épais sont formés de 1’assemblage régulier de molécules de
myosine (Figure 20). Les filaments fins (Figure 21) sont des polymeéres fibreux formés de
lI'association d’actine et de deux autres types de protéines, la tropomyosine, qui s'étend
dans la gouttiere de I'hélice d'actine, et les troponines, qui se fixent sur la tropomyosine.

La myosine est une protéine hexamérique de 520 kDa. Elle est constituée de deux
chaines lourdes de 205 kDa, présentant une structure en hélice a, qui s'enroulent 1'une
autour de l'autre pour former une queue fibrillaire, et de deux paires de chaines légeres de
27,5 et 16,5 kDa formant les tétes globulaires de la molécule. La partie distale des tétes de
myosine possede deux sites de fixation, I'un pour I'ATP et I'autre pour l'actine. La téte de
myosine posseéde une activit¢ ATPasique activée au contact de I'actine.

L'actine est une protéine globulaire de 42 kDa (actine G) qui polymérise pour
former un filament, 1'actine F.

La tropomyosine est une protéine de 66 kDa composée de deux sous-unités a et 3
d’environ 33 kDa chacune qui s'organisent en une structure hélicoidale. Elle s'associe en
polymeres selon un enchainement téte-queue. Une molécule de tropomyosine est fixée sur
les filaments fins toutes les 7 molécules d'actine. La tropomyosine bloque les sites de
liaison de 1'actine et de la myosine.

Les troponines sont les protéines responsables de l'activité¢ calcium-dépendante du
complexe acto-myosine. On distingue 3 protéines nommeées T, I et C, fixées a intervalles
réguliers sur la tropomyosine. La troponine T, molécule de forme allongée d’environ 35
kDa, se lie a la tropomyosine et stabilise le complexe de troponines sur le filament fin. La
troponine I, protéine de 21 kDa environ, se lie a l'actine. Lorsqu'elle est associé¢e a la
troponine T et la tropomyosine, le complexe ainsi formé inhibe I'interaction de l'actine et
de la myosine. La troponine C, protéine de 31 kDa environ, posseéde quatre sites de liaison
pour le calcium. Elle joue un rdle déterminant dans la régulation de la contraction
musculaire, chez les mammiferes et les oiseaux, puisque quand elle fixe du calcium, elle
léve l'inhibition de la liaison de la myosine a 1'actine produite par les troponines T et 1.

Il convient également de citer les protéines spécifiques de la strie Z, parmi
lesquelles 1’a-actinine et des protéines plus récemment décrites, myozénine (Takada et al.,

2001) et les protéines "cypher" (Zhou et al., 1999).
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Figure 22 : Métabolisme énergétique du muscle.
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1.2.3. Les protéines du cytosquelette

Le role des protéines du cytosquelette est d'assurer l'intégrité structurale et
fonctionnelle de la myofibrille. Ces protéines s'organisent en réseaux longitudinaux et
intermédiaires matérialisés par des filaments.

Les filaments longitudinaux composés principalement de titine et de nébuline
constituent une armature longitudinale de renforcement du sarcomére sous la forme d’un
troisieme réseau paralleéle imbriqué dans celui des filaments épais et fins.

La titine ou connectine est une molécule géante existant sous deux formes, a et f3,
de 2800 et 2100 kDa, respectivement. La forme la plus légere résulte de la protéolyse
endogene de la molécule de titine native. Cette protéine s’étend de la strie Z jusqu’a la
bande M (Figure 18). Elle maintient l'alignement des filaments épais. Cette protéine
¢lastique oppose une résistance a I'é¢tirement excessif du sarcomere et assure ainsi la
majeure partie de la stabilité longitudinale de la fibre musculaire. C’est la troisiéme
protéine la plus abondante dans la fibre musculaire apres la myosine et I’actine.

La nébuline, protéine de 800 kDa environ, joue un rdle important dans la
stabilisation des filaments fins, en favorisant 1'ancrage de l'actine dans la strie Z, et dans la
régulation de leur longueur.

Le réseau de filaments intermédiaires permet de maintenir les myofibrilles alignées
les unes par rapport aux autres et permet leur attachement au sarcolemme. La principale
protéine des filaments intermédiaires est la desmine, protéine d’environ 53 kDa, qui
connecte les disques Z entre eux (Figure 18) et assure ainsi la stabilité de la structure de la
fibre musculaire au niveau latéral. Citons aussi la synémine assurant la liaison de la
desmine avec les stries Z, et les protéines des costameres (dystrophine, intégrine, vinculine,

taline, etc), structures d’ancrage des disques Z au sarcolemme.

1.2.4. Les enzymes du métabolisme énergétique et de détoxification

En raison de sa fonction spécialisée en production de mouvements, la fibre
musculaire est trés riche en enzymes permettant de fournir 1’énergie nécessaire a la
contraction. Une des enzymes les plus abondantes est la créatine kinase, permettant la
régénération immeédiate d’ATP a partir d’ADP et de phosphocréatine (PCr) selon la
réaction :

ADP + PCr <« ATP+Cr
Les enzymes des métabolismes glycolytique (protéines sarcoplasmiques) et

oxydatif (protéines mitochondriales) sont également largement représentées (Figure 22).
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Sans pouvoir faire un inventaire exhaustif, on peut également citer les enzymes impliquées
dans I’¢limination des produits toxiques pour la cellule, par exemple les trois principales
enzymes antioxydantes : superoxyde dismutase, catalase et glutathion peroxydase qui
neutralisent respectivement [’ion superoxyde O,°, le peroxyde H;O, et les

hydroxyperoxydes ROOH (pour revue Matés et Sanchez-Jiménez, 1999).

1.2.5. Autres protéines

Les protéines de stress ou chaperones ont un rdle dans la reconformation des
protéines dénaturées et assurent la stabilisation des myofilaments (Neufer et Benjamin,
1996). 1l s’agit particulicrement de 1’a-crystalline et des protéines de choc thermique
(HSPs pour Heat Shock Proteins), la HSP 27 étant la plus abondante et existant sous de
trés nombreuses isoformes dans le muscle squelettique (Scheler et al., 1999).

Enfin, citons deux protéines présentes en fortes concentrations, mais dans une seule
des deux especes considérées. Il s’agit du pigment myoglobine dans le muscle de bovin, et
plus généralement des mammiferes, qui assure le transport d’oxygene dans la cellule. Chez
les poissons, les parvalbumines sont présentes a des concentrations ¢levées. En raison de
leur pouvoir de séquestration du calcium, elles ont un role dans la régulation du taux de
calcium libre sarcoplasmique. Cette fonction est assurée en grande partie par la troponine
C chez les animaux a sang chaud (c¢f paragraphe 1.2.2.) mais son pouvoir de liaison du
calcium décroit a basses températures. Les parvalbumines sont ainsi mieux adaptées aux

animaux poikilothermes.

2. La transformation du muscle en viande préte a étre consommeée

Que ce soit chez les mammiféres ou les poissons et pendant la période qui va de la
mort de I’animal a la consommation de la viande ou de la chair, on assiste a une altération
des structures musculaires, en grande partie due a la protéolyse post mortem,
potentiellement génératrice de peptides. Apres une description générale et chronologique
de I’évolution post mortem du muscle, nous présenterons les modifications affectant les
protéines musculaires au cours de la maturation ou de la conservation, et au cours de la

cuisson.
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2.1. Les phases précoces post mortem d’évolution du tissu musculaire

A la mort de I'animal, le muscle est totalement détendu, sa texture est souple et
¢lastique. Cette phase ne dure que quelques heures en général. Pendant cette période, le pH
du muscle se maintient proche du pH physiologique aux alentours de 7.

L'¢tat de rigor mortis, ou rigidité cadavérique, se caractérise par des muscles durs et
inextensibles, phénoméne causé par la stabilisation du complexe acto-myosine. Ainsi,
apres la mort et 1’animal et afin de continuer a fonctionner, la cellule va d’abord régénérer
I’ATP qui lui est nécessaire par consommation de ses réserves de phosphocréatine. Par la
suite, dans 1’incapacité de recourir au métabolisme oxydatif étant données les conditions
anaérobies, les réserves en glycogeéne seront utilisées et la production d’énergie sera
accompagnée de production d’acide lactique (Figure 22). Quand la régénération de I’ATP
n’est plus possible, il manque I’énergie nécessaire pour assurer la dissociation du complexe
actine-myosine et celui-ci s’installe de facon irréversible. Pendant la rigor mortis, I’acide
lactique s'accumule et contribue a I'abaissement du pH a une valeur voisine de 5,3-5,8 chez
les mammiferes et de 6,0-6,5 pour les poissons. Cet état s’installe et dure environ 12 h chez

le bovin et jusqu’a plusieurs jours chez le poisson.

2.2. La maturation (bovin) ou perte de fraicheur (poisson)

Un ensemble de phénomeénes de natures physico-chimiques et enzymatiques vont
progressivement conduire a la sortie de la rigor mortis puis a une altération des structures
musculaires. On parle de maturation chez le bovin, ou ces phénomenes contribuent en
particulier a I’attendrissement de la viande. La durée de maturation de la viande bovine
doit idéalement atteindre 10 a 20 jours pour réduire la dureté de 80% par rapport a 1'état de
rigor mortis, permettant ainsi sa consommation. Chez le poisson, en revanche, cette
évolution post mortem n’est pas favorable car elle entraine un amollissement de la chair et
est considérée comme une perte de fraicheur. Au cours de cette période, le pH remonte a 7

chez le poisson tandis qu'il reste inférieur a 6 chez le bovin.

2.3. Les modifications protéiques apres la sortie de rigor mortis

Au cours de cette période, les protéines musculaires vont étre modifiées par trois
phénoménes principaux, interagissant entre eux : la dénaturation, l'oxydation et la
protéolyse. La dénaturation peut étre définie comme le réarrangement spatial des protéines
sans hydrolyse des liaisons peptidiques. Elle est provoquée par I’acidification du muscle, la

dessiccation, ’exposition a des concentrations en sels élevées ou a des températures tres
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basses (< 0°C) ou élevées (Lawrie, 1998). Au cours de la période de maturation chez le
bovin, ¢’est le pH qui est le principal facteur de dénaturation des protéines. Ce phénomene
est moins prononcé chez le poisson.

En ce qui concerne 1’oxydation des protéines, elle est provoquée par I’altération des
systemes de défense anti-oxydants, a savoir la perte d’activité des enzymes antioxydantes
et la dégradation de molécules telles que la vitamine C. L’oxydation se traduit par la
formation de groupements carbonyles sur les acides aminés a fonctions diaminés (R-NH;
devenant R-CHO), I’oxydation des groupements SH et ainsi la possibilité de formation de
ponts disulfures entre deux cystéines, 1’oxydation des groupements OH conduisant
notamment a des dityrosines, ou encore par I’hydroxylation des acides aminés aromatiques
(Davies, 1987, Stadtman, 1990). L’oxydation des protéines suscite un certain intérét dans
le domaine du muscle en tant qu’aliment, qu'il s'agisse de la viande (Liu et Xiong, 1996 ;
Martinaud et al., 1997) ou de la chair de poisson (Kjersgird et Jessen, 2004) en raison
notamment de son rdle dans I’insolubilisation des protéines (Decker et al., 1993) et dans

I’inhibition de la protéolyse post mortem (Rowe et al., 2004 ; Morzel et al., 2006).

2.4. Les mécanismes de la protéolyse post mortem

L’altération de Dintégrit¢é musculaire aprés la sortie de la rigor mortis est
principalement le résultat de 1’action des enzymes protéolytiques sur les protéines de
structure. Ainsi, la dégradation de certaines protéines myofibrillaires et du cytosquelette au
cours de la maturation de la viande a été largement décrite, que ce soit pour la titine ou
connectine (Fritz et Greaser, 1991 ; Huff-Lonergan et al., 1995), la nébuline (Fritz et
Greaser, 1991 ; Huff-Lonergan et al., 1995 ; Taylor et al., 1995), la desmine (Koohmaraie
et al., 1991 ; Takahashi, 1996) et la troponine T (Mac Bride et Parrish, 1977 ; Ho et al.,
1994). Chez le poisson, certaines protéines sont reconnues comme substrats de protéolyse,
telles la connectine a (Tsuchiya et al., 1992), la nébuline (Tsuchiya et al., 1992 ; Papa et
al., 1997), la dystrophine (Papa et al., 1997), l'actinine o (Tsuchiya et Seki, 1991 ;
Tsuchiya et al., 1992 ; Papa et al., 1996) et la desmine (Verrez-Bagnis et al., 1999). Les
systemes protéolytiques impliqués dans la maturation de la viande et dans la perte de
fraicheur du poisson sont les mémes que ceux qui assurent la dégradation des protéines au
cours des cycles de renouvellement successifs chez I'animal vivant (Asghar et Bhatti,
1987). Trois systémes enzymatiques sont ici susceptibles d'intervenir : les calpaines, les

cathepsines et le protéasome. On évoque aussi depuis peu l’intervention des systémes

56



Etude bibliographique

enzymatiques impliqués dans ’apoptose, les caspases (Sentandreu et al., 2002 ; Herrera-

Mendez et al., 2006).

2.4.1. Les calpaines

Les calpaines sont des cystéine protéases neutres cytosoliques et ubiquitaires a
activité calcium-dépendante. Au sein des calpaines, on distingue différents groupes selon
leur exigence en calcium. La p-calpaine ou calpaine 1 et la m-calpaine ou calpaine 2 sont
actives a des concentrations en calcium de 'ordre du micro-molaire et du milli-molaire,
respectivement. Il existe une forme intermédiaire appelée la p/m-calpaine (Sorimachi et al.,

1995).

2.4.2. Les cathepsines

Les cathepsines sont des protéases actives en milieu acide, dénommées en fonction
de I'acide aminé de leur site actif (cystéine protéinase : cathepsines B, C, H, L, S ; aspartate
protéinases : cathepsines D et E ; sé€rine protéinase : cathepsine G). Ces enzymes sont
localisées essentiellement a l'intérieur des vésicules lysosomales qui incorporent par
endocytose les protéines a dégrader. Dans le muscle post mortem, les cathepsines sont

libérées dans le cytoplasme apres rupture des lysosomes.

2.4.3. Le protéasome

Le protéasome 26S est un complexe cytosolique comprenant plus de 30 sous-unités
différentes, chargé de dégrader les protéines. Il est composé, chez les eucaryotes, d’une
unité centrale 20S en forme cylindrique et de deux unités 19S a chaque extrémité de 1'unité
centrale. Le complexe 19S est responsable de la reconnaissance, de la dénaturation et du
transfert du substrat a I’intérieur du complexe 20S ou réside ’activité protéolytique. La
reconnaissance du substrat requiert la présence d’une chaine poly-ubiquitine attachée de
maniére covalente au substrat. La reconnaissance du substrat par le protéasome déclenche

sa dégradation en acides aminés et en peptides courts.

2.4.4. Les caspases

Les peptidases initiatrices ou effectrices d’apoptose, sont des cystéine peptidases
neutres avec une spécificité de clivage aprés un résidu acide aspartique, d’ou leur nom
proposé par Alnemri et al. (1996) de caspases (C pour cystéine protéase, ASP pour acide

aspartique, ASE correspondant au suffixe commun a toutes les enzymes). A ce jour, 14
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caspases différentes ont été décrites. Leur role dans l'apoptose est bien décrit (Creagh et
Martin, 2001 ; Zimmermann et al., 2001) mais ce n’est que récemment que leur

implication dans la protéolyse post mortem a été suggérée (Herrera-Mendez et al., 2006).

2.4.5. Contribution respective des différents systémes protéolytiques

La part respective des différents systémes protéolytiques dans la protéolyse post
mortem et dans D’attendrissage ou I’amollissement de la chair ne fait 1’objet d’aucun
consensus. Une premicre explication est que le role des protéases a parfois été étudié sans
tenir compte de leurs inhibiteurs (par exemple la calpastatine pour les calpaines, les
cystatines pour les cathepsines), alors méme que le ratio protéase/inhibiteur est
généralement plus informatif sur I’efficacité de la protéolyse que 1’abondance de protéases
en soi (Ouali, 1992).

On peut tout de méme dégager quelques généralités : les caspases interviendraient
rapidement, dans les premieres heures suivant la mort (Herrera-Mendez et al., 2006).
L’action des calpaines est parfois considérée comme la seule réellement impliquée dans
I’attendrissage de la viande (Delgado et al., 2001). Toutefois, dans des viandes a pH ¢€levé,
I’activité des calpaines n’explique statistiquement qu’en partie les propriétés mécaniques
de la viande (Dransfield, 1992). Chez le poisson, on considére que les cathepsines, en
particulier des types B et L, ont un réle prépondérant dans la protéolyse post mortem, alors
que I’action des calpaines est secondaire (Chéret et al., 2007). Ainsi, I’action des différents
systémes protéolytiques se fait vraisemblablement de fagon synergique. Par exemple,
Robert et al. (1999) ont suggéré I'action synergique des calpaines et du protéasome ou les
calpaines pourraient initier la rupture et la déstabilisation des structures myofibrillaires,
libérant et dénaturant ainsi partiellement les protéines, ce qui permettrait alors au

protéasome d'agir.

2.4.6. Les mécanismes non-enzymatiques de la protéolyse post mortem

Un mécanisme de protéolyse non enzymatique a été suggéré (Takahashi, 1996 ;
Hopkins et Thompson, 2002), par lequel les concentrations en calcium sarcoplasmique
seraient suffisantes pour fragiliser les structures myofibrillaires. En effet, on observe en
post mortem une forte augmentation de la pression osmotique dans la cellule, due
essentiellement a la libération d'ions calcium initialement concentrés dans le réticulum
sarcoplasmique et dans les mitochondries. Ce calcium se fixerait aux phospholipides, ce

qui solubiliserait les phospholipides de la strie Z, provoquant la rupture des protéines la
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constituant. De la méme facon, le calcium se fixant sur la desmine provoquerait la
dépolymérisation puis la rupture des filaments intermédiaires du cytosquelette (Takahashi,
1996). 11 est toutefois difficile d’omettre totalement le role du calcium dans I’activation des

calpaines.

2.5. La cuisson

La cuisson est le procédé par lequel I'aliment, tel que la viande et la chair de
poisson, est transformé sous l'effet de la chaleur. La cuisson entraine des modifications
dans la texture, la flaveur et la couleur de la viande et de la chair de poisson. Ces
changements différent selon I'espece, le type de muscle, le degré de maturité¢ de la viande
(Abugroun et al., 1985), 1'état du muscle de poisson apres stockage post mortem et
I’origine du poisson (poisson sauvage ou d’¢levage) (Ofstad et al., 1996), mais aussi selon
le mode de cuisson de l'aliment (grill¢, braisé, cuit a I'eau, a la vapeur, sous vide, au four,
au four a micro-ondes, etc). Ces changements résultent d'un ensemble de réactions
entrainant des modifications des protéines musculaires (oxydation, glycation, protéolyse)
associées a une perte de la capacité de rétention d'eau (Bendall et Restall, 1983 ; Ofstad et
al., 1996).

Toutefois, la modification la plus importante et immédiate des protéines est leur
dénaturation sous 1’effet de la chaleur. La myosine est généralement dénaturée entre 40 et
60 °C (Bendall et Restall, 1983) tandis que la dénaturation de 1’actine ne devient compléte
qu’a environ 83 °C (Barbut et Findlay, 1991). La dénaturation thermique de la titine,
protéine du cytosquelette, est maximale entre 76 et 80 °C dans le muscle Longissimus de
bovin (Pospiech et al., 2002). La dénaturation de la myosine s'accompagne d'une libération
de liquides dans les espaces extracellulaires (Brunton et al., 2006), modifiant la structure
de la viande. La dénaturation des protéines sarcoplasmiques contribue également a la
consistance de la viande cuite (Hamm, 1977 ; Tornberg, 2005) par formation de gels qui
peuvent lier des éléments structuraux du muscle. C’est toutefois la dénaturation du
collagéne qui a regu le plus d’attention. Les fibres de collagéne commencent a se
contracter a environ 64 °C et leur dénaturation devient compléte vers 70 °C (Brunton et al.,
2006). La dénaturation du collagéne s'accompagne d’un durcissement de la viande due a la
contraction des fibres conjonctives, et d'une importance expulsion de liquides, suggérant
que le collagene est responsable de la perte d'une grande partie du jus a la cuisson (Rochdi
et al., 1985 ; Brunton et al., 2006). A plus haute température, le collagéne se solubilise et

forme progressivement un gel appelé gélatine.
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Dans le poisson, la dénaturation thermique du collageéne entraine une perte totale
des propriétés d'attachement du tissu conjonctif observé aprés 10 min de cuisson a 100 °C
chez le bar (Ayala et al., 2005) et les forces d'attraction agissant entre les myofibrilles et
entre les fibres deviennent si faibles que les myotomes se détachent facilement apres

cuisson (Dunajski, 1979).

3. Génération de peptides au cours des procédés technologiques

3.1. La maturation ou la conservation dans la glace

La dégradation des protéines ou protéolyse dans le muscle, qui survient au cours de
la maturation de la viande ou au cours du stockage post mortem du poisson, génere des
fragments de protéines ou oligopeptides (Etherington, 1991). Ces oligopeptides peuvent a
leur tour étre dégradés par des peptidyl-peptidases et des amino-peptidases conduisant a la
production de peptides et a la libération d'acides aminés individuels dans la viande (Mullen
et al., 2000). Par exemple, des dipeptidyl-peptidases, libérant des dipeptides a partir de
I’extrémité N-terminale de protéines, sont présentes dans le muscle de porc (Sentandreu et
Toldra, 1998 ; 2000 ; 2001), mais la présence de dipeptides ainsi générés n’a été confirmée
que dans le jambon sec (Sforza et al., 2001).

Malgré la présence reconnue de plusieurs peptidyl-peptidases, la littérature est
curieusement pauvre en information sur les produits générés, au moins en ce qui concerne
les peptides de petite taille (<5 kDa). Une augmentation de la concentration en peptides
d'une taille comprise entre 3 et 17 kDa a été observée dans le muscle de beeuf et de porc
ayant maturé 14 jours (Claeys et al., 2004) mais il est difficile de déterminer la part de la
fraction de poids moléculaire de 3 a 5 kDa. En revanche, dans le muscle d'agneau, une
augmentation de la concentration de peptides de faible poids moléculaire (< 2,4 kDa) a été
observée apres 21 jours de maturation (Sylvestre et al., 2001) mais l'identification de ces
peptides n’a pas été faite. Quelques peptides générés au cours de la maturation ont tout de
méme ¢t¢ identifiés. Dans le boeuf, il s’agit du peptide APPPPAEVPEVHEEVH (1734,8
Da), fragment 23-38 issu de la troponine T, purifi¢ par RP-HPLC et identifié par
séquencage d’Edman (Muroya et al., 2003). Ce méme peptide est retrouvé dans une étude
s’attachant spécifiquement a la fraction de la viande bovine soluble dans une solution de
TCA (Stoeva et al., 2000). La présence de trois autres petits peptides (1282,8, 1807,5 et

3607,3 Da) y a ¢t¢é mis en évidence. Le premier correspond au fragment 258-269
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KVVKQASEGPLK de I’enzyme glyceraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase, et les
autres séquences n'ont pas été identifiées.

Chez le porc, un peptide APPPPAEVHEVHEEVH (1774 Da) également issu de la
troponine T (fragment 23-28) est considéré comme un marqueur du processus de
maturation (Okumura et al., 2003). Les mémes auteurs rapportent qu'un fragment de
glyceraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (233-244), de séquence VPTPNVSVVDLT
(1240,4 Da), apparait a I'état post mortem.

Dans la chair de poisson, il n’existe a notre connaissance aucune €tude s’intéressant

aux peptides de petites tailles générés au cours de la conservation dans la glace.

3.2. La cuisson

Parallelement a la dénaturation des protéines musculaires, la cuisson génére
¢galement des fragments protéiques, plus particuliérement a haute température (Spanier et
al., 1990). Ces polypeptides sont observés par électrophorese dans la partie basse d’un gel
d’acrylamide avec gradient (maximum 21%), mais il est difficile de leur attribuer une taille
précise. Ces peptides participeraient, avec les acides aminés libres, a la flaveur de la viande
(Nishimura et Kato, 1988 ; Spanier et al, 1988), en particulier au faux-gott "warmed over
flavour”, une flaveur se rapprochant de la rancidité mais se développant a la cuisson.

Toujours en rapport avec la flaveur de la viande, trois peptides isolés de viande de
porc maturée et cuite a 60°C ont montré la capacité d’atténuer I’intensité de la saveur acide
de la viande. Il s’agit des peptides APPPPAEVHEVV, APPPPAEVHEVVE et
APPPPAEVHEVHEEVH (Okumura et al., 2004), ce dernier différant par un seul acide
aminé de la séquence de troponine T isolée du muscle de boeuf au cours de la maturation
(cf paragraphe 3.1.). Les deux autres également sont des fragments de troponine T. Il ne
s’agit pas nécessairement de peptides générés par la cuisson, mais plutdt résistants a ce
traitement thermique.

A nouveau, nous n’avons pas connaissance d’études sur les peptides de petite taille

dans la chair de poisson cuite.
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INTRODUCTION

Jusqu’a présent, la recherche de peptides bioactifs dans les aliments était
essentiellement centrée sur le lait et les produits laitiers. Peu de données sont disponibles
concernant la présence de peptides bioactifs dans les viandes et le poisson, alors que ces
aliments constituent une part importante de l'apport protéique dans l'alimentation de
I'homme (respectivement 27% et 6%, enquéte INCA, 2000). La viande et le poisson
peuvent pourtant vraisemblablement représenter une source de peptides bioactifs. D’une
part, le muscle est source de peptides endogenes non protéiniques tels que la carnosine,
I'ansérine et le glutathion. Par ailleurs, les procédés technologiques de transformation du
muscle (maturation/conservation et cuisson) entrainent des modifications physico-
chimiques et structurales des protéines pouvant générer de nouveaux peptides. Enfin, au
cours de l'hydrolyse digestive, des peptides sont également produits a partir des protéines
alimentaires. Certains de ces peptides peuvent résister a I'hydrolyse digestive et étre
retrouvés dans les contenus digestifs. Ils peuvent alors exercer soit une action locale au
niveau du systéme digestif, soit une action périphérique aprés absorption intestinale et
passage dans la circulation sanguine.

De nombreuses ¢études ont décrit la présence de peptides bioactifs dans des
hydrolysats protéiques et la plupart des activités des hydrolysats ou des peptides purifiés a
¢été mise en évidence a l'aide de test in vitro ou bien in vivo aprés administration par voie
intraveineuse. Dans la majorité des cas, ces résultats ne permettent pas d'affirmer, d'une
part, que ces peptides sont naturellement générés in vivo au cours de la digestion gastro-
intestinale et, d'autre part, comment ils atteignent leurs cibles (récepteur, enzyme, etc) dans

l'organisme.

Dans ce contexte, les objectifs de ce travail de thése étaient multiples. Dans un
premier temps, nous avons cherché a caractériser et identifier les peptides présents dans
deux aliments riches en protéines, la viande et le poisson. Nous avons ainsi caractéris¢ la
fraction peptidique de ces produits carnés a trois stades : dans le muscle frais, apres
conservation du poisson dans la glace ou maturation de la viande et apres cuisson, ¢’est-a-
dire dans le produit prét a étre consommé. Ceci nous a permis d'étudier l'apparition et la
stabilit¢ des peptides produits au cours des différents procédés technologiques de

transformation du muscle. Dans un deuxiéme temps, nous avons cherché a caractériser et
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identifier les peptides alimentaires, issus de ces mémes produits carnés, générés au cours
de I'hydrolyse digestive in vivo afin de pouvoir établir un lien entre 1'aliment et son devenir
apres digestion gastro-intestinale, en utilisant le porc comme modéle animal. Enfin, nous
nous sommes ensuite intéressés aux peptides apparaissant dans le sang drainant le tube
digestif (veine porte) afin d'évaluer la possibilité d'une absorption intestinale des peptides

présents dans la lumicre digestive.
Pour atteindre ces objectifs, différentes mises au point ont été nécessaires

notamment pour l'extraction, la caractérisation et l'identification des peptides issus des

différentes matrices étudiées (aliment, digesta et plasma).
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Figure 23 : Protocole d'extraction de peptides a partir de muscle.
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Figure 24 : Contenu en azote des différentes fractions peptidiques extraites a partir de
muscle de truite frais (TO0), stocké 6 jours sur la glace (J6) et cuit apres 6 jours de stockage
sur la glace (J6 cuit) avec différents agents précipitants des protéines : 1'acide perchlorique
a 3% (PCA 3%), l'acide trichloroacétique a 2%(TCA 2%), l'acide sulfosalicylique a 4%
(SSA 4%) et du NaCl a 0,9% + SSA 4% (NaCl/SSA).
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I. MISES AU POINT METHODOLOGIQUES

L’étude des peptides de taille inférieure a 5 kDa, présents dans une matrice solide
(aliment) ou semi-solide (digesta), nécessite la mise en ceuvre de méthodes spécifiques et
adaptées dont la premiere étape est naturellement 1’extraction des peptides. Cette étape est
suivie de I’acquisition des données sur leur masse et leur séquence. Ces informations sont
classiquement obtenues apres purification de chaque peptide par des analyses successives
par chromatographie en phase inverse (RP-HPLC) suivie d’un séquengage selon la
méthode d’Edman. Cette approche est adaptée a 1’étude d’un peptide particulier mais n’est
pas compatible avec une caractérisation plus globale des peptides présents dans la matrice
¢tudiée. C’est la raison pour laquelle nous avons privilégié une autre approche qui consiste
a fractionner 1’extrait par RP-HPLC, sans rechercher a atteindre une séparation individuelle
des peptides, et a identifier les séquences peptidiques par spectrométric de masse
(MS/MS), le fractionnement préliminaire par HPLC pouvant étre effectué en ligne ou non.
Nous avons également mis en oeuvre une méthode sans fractionnement pour obtenir le
spectre de masse des composés présents dans nos échantillons (MALDI-ToF). Notre
démarche analytique, basée sur les outils précédemment décrits, a donc été :

1) d’extraire les peptides de leur matrice,

2) de déterminer le profil de masse de chaque échantillon afin d’évaluer
globalement la reproductibilité de nos observations,

3) d’identifier les composés dont la masse €tait trouvée de fagon reproductible dans
les différents échantillons.

Afin d’optimiser les conditions expérimentales, ces différentes étapes ont fait

I’objet d’essais décrits ci-dessous.

1. Extraction des peptides

1.1. Principe

Le matériel dans lequel sont inclus les peptides (aliment ou digesta) étant composé
majoritairement de protéines, le principe retenu ici est de broyer la matrice et de précipiter
les protéines, concentrant ainsi les peptides dans la phase soluble. Le surnageant est ensuite
ultrafiltré sur membrane avec une limite d'exclusion a 5 kDa pour ne recueillir que la

fraction contenant les constituants de faible poids moléculaire, compte tenu de la taille la

64



Figure 25 : Quantification des acides aminés des fractions peptidiques extraites a JO et J6 a
partir d'une truite.
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Les acides aminés libres (AAL) et totaux (AAT) (apres hydrolyse acide) sont analysés par chromatographie
liquide échangeuse d’ions. Les dérivés d’acides aminés, obtenus en post-colonne aprés réaction a la
ninhydrine, sont détectés a 570 et 440 nm. La fraction d’acides aminés peptidiques (AAP) est calculée par
différence entre AAT et AAL.
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plus fréquente des peptides bioactifs. Un protocole optimal doit d'une part, permettre
d’extraire un maximum de peptides et d'autre part, étre compatible avec les analyses

ultérieures, en RP-HPLC ou spectrométrie de masse.

1.2. Choix de I’agent précipitant

Ces essais, effectués en début de thése, ont été réalisés sur la chair de truite Arc-en-
ciel sous trois états : juste apres abattage (J0), aprés 6 jours de conservation dans de la
glace (J6) et apres cuisson au bain-marie a 70°C pendant 5 min apreés 6 jours de
conservation dans de la glace (J6 cuit). Nous avons comparé I’efficacité de I’extraction par
l'acide perchlorique (PCA) a 3% (v/v), l'acide trichloroacétique (TCA) a 2% (m/v) et
l'acide sulfosalicylique (SSA) a 4% (m/v), en utilisant comme indicateurs la concentration
en azote et en acides aminés libres et peptidiques (Figure 23). Ces agents ainsi que leur
concentration étaient choisis en référence a des travaux publiés sur I’extraction de peptides
présents dans les aliments (Feidt et al., 1998 ; Hughes et al., 2002). Un autre protocole a
été testé ou l'on extrait les protéines et les peptides, en les solubilisant dans du sérum
physiologique (NaCl a 0,9%), avant de précipiter les protéines avec du SSA 4% (Carnegie
et al., 1983).

Le contenu en azote, déterminé par la méthode de Kjeldahl, n'est pas
significativement différent selon les méthodes d'extraction utilisées (Figure 24). De méme,
la quantité d'acides aminés libres et peptidiques présente dans les extraits n'est pas affectée
par le traitement d'extraction (Figure 25). L'ensemble de ces résultats quantitatifs montre
que les 4 protocoles d'extraction sont équivalents. L'analyse par RP-HPLC (technique
décrite dans le paragraphe suivant) des différents agents précipitants en solution révele
des différences d'absorbance a 220 nm en début de gradient d’¢élution (entre environ 0 et
15% d’¢luant) (Figure 26). Dans nos conditions, seul le PCA a 3% fournit un
chromatogramme satisfaisant, contrairement aux autres agents ou la forte absorbance
observée en début de chromatogramme perturbe la détection des composés éElués
rapidement. Ainsi, le protocole d'extraction de peptides choisi est celui utilisant le PCA
comme agent précipitant des protéines. Pour les aliments, les extractions ont ¢té réalisées
dans du PCA a 3 % soit 500 mM. Pour les digesta, nous avons diminué la concentration de
PCA 4 170 mM, la présence trop importante de PCA dans les extraits rendant difficile une
analyse directe en MALDI-ToF (c¢f paragraphe 3.2.). L’utilisation d’une concentration
plus faible de PCA a peut-étre limité 1’efficacité de la précipitation des protéines mais

l'ultrafiltration ultérieure permettait d'assurer une compléte déprotéinisation.
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Figure 26 : Analyse en RP-HPLC a 220 nm des différents agents précipitants des protéines
testés (PCA 3%, TCA 2%, SSA 4%, NaCl/SSA).
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Figure 27 : Analyse en RP-HPLC a 220 nm d'un mélange standard de cinq peptides (YG,

VYV, YGGFM, YGGFL, DRVYIHPF) avec quatre colonnes différentes (C18, C8, CN,
C18 Pyramid).
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2. Séparation des peptides par RP-HPLC

2.1. Principe

La chromatographie liquide haute pression ou haute performance (HPLC) est une
technique de séparation des molécules basée sur les différences d'affinité entre deux
phases, stationnaire et mobile. En HPLC en phase inverse ou RP-HPLC, la phase
stationnaire (la colonne) se caractérise par son apolarité. Elle est constituée par des silices
apolaires greffées a des chaines carbonées de 2 a 18 atomes de carbone (C2 a CI18). La
phase mobile ou ¢luant, initialement polaire et hydrophile, est rendue de plus en plus
hydrophobe. La séparation est fondée sur les interactions hydrophobes entre les molécules
a séparer et la phase stationnaire. Ainsi, plus le soluté est apolaire (hydrophobe), plus il est
retenu initialement sur la phase solide stationnaire. A l'inverse, plus un soluté est polaire
(hydrophile), plus il est entrainé rapidement par la phase mobile qui, par la suite, entraine

les composés hydrophiles a mesure de I'augmentation de son hydrophobicité.

2.2. Choix de la colonne

Afin de comparer leurs performances, différentes colonnes (C18, C8, CN, CI8
Pyramid) ont été utilisées pour séparer un mélange de 5 peptides standards. L'élution des
différents peptides a été réalisée a 1'aide d'un gradient de deux solvants : solvant A, 0,1%
d'acide trifluoroacétique (TFA) dans de l'eau et solvant B, 0,1% d'acide trifluoroacétique
(TFA) dans de l'acétonitrile (ACN) 100%. Le gradient d’¢lution utilisé est le suivant : 0%
B de 0 2 5 min, 0-60% B de 5 a 35 min, 60-100% B de 35 a 38 min, 100% B de 38 a 43
min, 100-0% B de 43 a 46 min (adapté de Flores et al., 2000). La séparation était réalisée a
un débit de 0,9 ml/min et a 30 °C. La détection a été réalisée a 220 nm, longueur d'onde
spécifique des liaisons peptidiques. Les résultats d'analyse par RP-HPLC dans ces
conditions ont révélé une meilleure séparation des peptides avec les colonnes
NUCLEOSIL C18 (4,6 x 250 mm, 5 pm, 100 A, CIL CLUZEAU) et NUCLEODUR®
C18 Pyramid (4,6 x 250 mm, Sum, 100 A, MACHEREY-NAGEL) (Figure 27). Cette
derniére colonne a la particularité d'avoir des groupements polaires greffés sur la silice en
plus des chaines carbonées C18. Ce type de colonne parait donc adapté a la séparation d'un
mélange hétérogene de composés a la fois hydrophobes et hydrophiles que représentent
nos extraits musculaires de peptides. C’est sur la colonne C18 Pyramid que s’est porté
notre choix. Des fractions de 0,5 ml de chaque échantillon ont été collectées en sortie de

colonne pour des analyses par spectrométrie de masse.
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Figure 28 : Schéma de principe d'un spectromeétre de masse.
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Figure 29 : Schéma de principe d'un spectromeétre de masse en tandem.
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Figure 30 : Principe général de 1'obtention d'un spectre de fragmentation MS/MS (a) et

nomenclature de Roepstorff et Fohlman (1984) des ions générés lors de la fragmentation
d'un peptide (b).

(a)

sélection du précurseur (b)

r,—"'"‘_“‘v-j ¥y Wa Ry M ¥

ki

.| . R1ID :Rzio
fragmentation (activation par collision) l

I | ; b
h iy HN— tT*-rC—,[le-ul: : —i—N—f—C—i—C—:r-l\ll—i—f%—COOH

Hi fHIH D THIHD THGH
J._ JUJ‘_JL ai by c4 a3z hz ‘32

separation des ions fragments




Etude expérimentale

3. Caractérisation et identification des peptides par spectrométrie de masse

Dans le but de caractériser ou d’identifier les peptides présents dans les aliments,
les digesta et le plasma, nous avons eu recours a plusieurs méthodes de spectrométrie de
masse (MALDI-ToF, ESI-IT MS/MS par infusion ou aprés sé€paration par nano-HPLC,
HPLC-ESI-Q-ToF MS/MS). La démarche générale était d'effectuer dans un premier temps
une analyse MALDI-ToF ou ESI-Q-ToF, techniques nous permettant d’observer la masse
des composés ionisables présents dans les extraits, puis dans un deuxiéme temps, de

rechercher leur séquence en utilisant la spectrométrie de masse en tandem ou MS/MS.

3.1. Principe général

Un spectrometre de masse permet de mesurer le rapport masse/charge (m/z) des
ions formés a partir de 1'échantillon analysé. Il se compose de trois parties distinctes
(Figure 28) :

- une source d'ions dans laquelle se produit le passage en phase gazeuse de I'échantillon a
analyser et l'ionisation des molécules ;

- un analyseur, en temps de vol, quadripolaire ou a trappe ionique, qui permet de trier les
ions en fonction de leur rapport m/z ;

- un détecteur qui mesure, en fonction des différentes valeurs de m/z, l'intensité du signal
qui leur correspond.

Quant a la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS), elle combine deux analyses
MS, dans le temps (ESI-IT MS/MS) ou dans I’espace (ESI-Q-ToF MS/MS) (Figure 29).
Dans les deux cas, un ion précurseur ou "parent" est sélectionné et fragmenté puis les
rapports m/z des fragments sont mesurés. Dans le cas des peptides, la formation des ions
fragments dépend de leur séquence et état de charge. Les ions formés sont tres spécifiques
et ont été caractérisés par Roepstorff et Fohlman (1984) (Figure 30). Ainsi, le profil d’un
spectre MS/MS de bonne qualit¢ fournit des informations suffisamment précises pour

identifier et/ou caractériser le compos¢ précurseur.

3.2. MALDI-ToF

3.2.1. Principe

La désorption laser assistée par une matrice ou MALDI pour Matrix-Assisted Laser

Desorption-lonisation est une technique pouvant s'appliquer a une large gamme de
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Figure 31 : Schéma de principe de l'ionisation par MALDI.
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Figure 32 : Schéma de principe de I'analyseur en temps de vol (ToF) en mode linéaire.
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molécules. Ses atouts sont une bonne précision de mesure de masse, une mise en ceuvre
relativement simple et une grande rapidité d'analyse. Pour analyser un échantillon, celui-ci
est co-cristallis€é avec une matrice sur une surface métallique, la cible. Pour I’étude des
peptides, la matrice utilisée est 1'a-cyano-4-hydroxycinnamique ou a-CHCA. Un faisceau
laser vient ensuite percuter le cristal. L’irradiation laser provoque 1'éjection des molécules
de 1'échantillon et de la matrice en phase gazeuse : c'est la désorption (Figure 31).
L'échantillon est ionis¢ majoritairement par transfert de protons, soit avant désorption dans
la phase solide, soit par collision apres désorption avec la matrice excitée pour former des
ions essentiellement monochargés [M + H]".

Ces ions sont ensuite séparés dans un analyseur en temps de vol ou ToF pour Time
of Flight : ils sont accélérés par un champ électrique et séparés dans un tube de vol selon
leur rapport m/z. L'analyseur ToF peut étre utilis€ en mode linéaire ou en mode réflectron.
En mode linéaire, les ions accélérés entrent dans un tube de vol libre de champ et y
progressent, d’autant plus rapidement que leur rapport m/z est faible, jusqu’a atteindre le
détecteur (Figure 32). Le mode linéaire est adapté pour la mesure de masses de protéines
entieres ou de peptides pouvant dépasser 5 kDa, avec une précision de 0,5%. En mode
réflectron, un miroir électrostatique placé a I’extrémité du tube de vol impose un champ
¢lectrique s'opposant a la progression des ions. Les ions font donc demi-tour et sortent du
réflectron avec une vitesse longitudinale de sens opposé a leur vitesse initiale, avant d’étre
détectés (Figure 33). Ce mode permet d’améliorer la résolution des pics et la précision de
la mesure de masse (0,05%). Le miroir électrostatique permet aussi d'allonger la distance
de vol sans augmenter la taille de I'instrument. L'analyse en mode réflectron est adaptée a

des molécules de masse inférieure a 4 kDa.

3.2.2. Optimisation des conditions d'analyse

Les premiers essais ont été effectués sur des extraits provenant des aliments étudiés.
Deux types de probléme d’ordre méthodologique sont apparus.

Tout d’abord, en présence de PCA a 3% (500 mM), la co-cristallisation
matrice/échantillon n’était que tres partielle et les spectres résultants étaient de mauvaise
qualité. Nous avons donc traité ’extrait par un passage sur membrane de type CI18
(Vivascience). Cette membrane a une affinité pour les peptides et permet d’¢liminer le
PCA. L’¢lution des peptides a ¢été¢ faite avec un milieu parfaitement compatible avec
I’analyse MALDI-ToF (ACN 50%, TFA 0,1%). Dans ces conditions, la cristallisation et

I’acquisition des spectres étaient satisfaisantes. Il faut toutefois remarquer que toute étape
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Figure 33 : Schéma de principe de l'analyseur en temps de vol (ToF) en mode réflectron.
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Figure 34 : Schéma de principe de l'ionisation par électronébulisation (ESI).
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supplémentaire de purification risque de provoquer la perte de certains des composés de
I’extrait. Ainsi, pour les contenus digestifs contenant du PCA mais en plus faible
concentration (170 mM), nous n’avons pas appliqué cette étape. En effet, malgré la
présence d’un halo autour de la cible MALDI, la cristallisation s’opérait correctement.

Par ailleurs, la détection de pics ayant des m/z en dega de 600 est difficile en raison
de la présence de nombreux pics de matrice dans cette zone. Nous avons par conséquent
procédé a un essai inspiré d’une publication de Guo et al. (2002), dans laquelle le
cétrimonium bromide ou CTAB est ajouté a la matrice dans le but de "rassembler" tous les
pics de matrice en un seul. Toutefois, nous avons di diminuer fortement le signal de
détection pour obtenir un résultat similaire, les pics peptidiques provenant des échantillons
devenant par 12 méme inexploitables. Finalement, nous avons eu recours a des analyses du
type ESI-Q-ToF MS/MS pour caractériser voire identifier les composés de faible poids
moléculaire dans les contenus digestifs et le plasma (cf paragraphe 3.4.).

Enfin, une derni¢re difficulté que nous avons rencontrée initialement a trait a
I’exploitation des spectres. En effet, une analyse en MALDI-ToF génére une quantité
extrémement importante de données puisque les intensités détectées sont enregistrées avec
un pas inférieur a 0,05 unité m/z (ex : 500, 500,04, 500,08 m/z, etc). A titre d’exemple, la
liste des intensités détectées dans la gamme de 500 a 5000 m/z représente un fichier de
plus de 40000 lignes, dont la majorité correspond a des signaux du bruit de fond. La
représentation sous forme de spectre fournit une excellente simplification visuelle des
données, mais présente des limites évidentes quand il s’agit d’exploiter les résultats de
nombreux échantillons (par exemple évaluer la reproductibilité de réplicats, comparer des
échantillons provenant de traitements différents, etc). Nous avons donc établi une
collaboration avec la facult¢ de pharmacie de Montpellier, ou un algorithme de traitement

des données spectrales brutes a ét¢ développé (Reynes et al., 2005).

3.3. Nano-ESI-IT MS/MS et nano-HPLC-ESI-IT MS/MS

3.3.1. Principe

L'¢lectronébulisation ou nano-electrospray (ESI pour Electrospray lonisation)
repose sur l'introduction d'une solution d'échantillon dans un capillaire tres fin porté a un
haut potentiel ¢électrique (Figure 34). L’introduction de 1’échantillon dans 1’aiguille peut se
faire manuellement : on parle alors d’analyse ESI par infusion ou nano-ESI. Néanmoins,

pour augmenter les performances de 1’analyseur, la source nano-electrospray peut étre
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Figure 35 : Schéma de principe du systtme HPLC-ESI-Q-ToF.
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alimentée en continu par une chaine nano-HPLC qui permet de séparer les analytes et
d’obtenir une meilleure électronébulisation. Il s’agit de la nano-HPLC-ESI. Quelle que soit
la méthode d’introduction de 1’échantillon, un champ électrique intense appliqué a la sortie
du capillaire provoque la formation d'un nuage de gouttelettes chargées qui traversent
simultanément un gradient de champ électrique et un gradient de pression dans la direction
de l'analyseur du spectromeétre de masse. Les ions formés en mode positif sont des ions
multichargés de type [M + nH]™". IIs sont analysés dans un analyseur du type "trappe

ionique" ou IT pour lon Trap par spectrométrie de masse en tandem (cf paragraphe 3.1.).

3.3.2. Optimisation des conditions d’analyse

La démarche générale que nous avions fixée initialement était de chercher a
identifier les pics précédemment détectés par MALDI-ToF. Nous avons donc dans un
premier temps opté pour une analyse en infusion, sur les extraits provenant de chair de
truite, ou nous fragmentions spécifiquement des ions correspondants a ceux précédemment
listés. Cette approche a rapidement montré ses limites : ces ions, s’ils pouvaient méme étre
détectés, étaient en général de faible intensité et la fragmentation peu efficace. Plusieurs
raisons peuvent étre avancées. D’une part, la présence de contaminants dans 1’extrait peut
perturber la formation du spray. Par ailleurs, les échantillons injectés étaient tres riches en
analytes, ce qui peut engendrer des phénoménes de suppression de charge lors de
I’ionisation. Enfin, orienter la recherche sur les pics détectés en MALDI-ToF n’est pas
toujours possible puisqu’il s’agit de deux modes d’ionisation différents, ou une méme
molécule n’est pas nécessairement ionisée et détectée de la méme fagon.

En conséquence, pour les analyses ultérieures (viande et contenus digestifs), nous
avons choisi la méthode nano-HPLC-ESI-IT MS/MS, qui permet d’¢éliminer les
contaminants non peptidiques, de séparer les analytes ionisables et d’assurer un flux
continu vers la source. Cette méthode a permis d’obtenir des spectres de fragmentations de
bonne qualité¢ et d’identifier certains peptides, toutefois les composés ainsi détectés ne

correspondent qu'en partie a ceux détectés en MALDI-ToF (cf publications n°l et n°2).

3.4. HPLC-ESI-Q-ToF

3.4.1. Principe (Figure 35)
Cette technique utilise le couplage de 2 analyseurs : un analyseur quadripolaire

("Q") et un temps de vol ("ToF"). L'analyseur quadripolaire (Figure 36) est constitué¢ de
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Figure 37 : Schéma de principe de 1'analyse en mode Scan (a) ou MS/MS (b) par HPLC-
ESI-Q-ToF.
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Tableau 12 : Conditions chromatographiques utilisées pour chaque type de colonnes
testées pour des analyses en nano-HPLC-ESI-Q-ToF.

o,
Colonne Caractéristiques 7o de Phases mobiles Gradient Débit
carbone
2,1 x 100 mm o
Symmetry C18 3.5 um 19%
N M : 0 0,
Atlantis C18 2,1 x 150 mm 12% A: acuie formique 0% B — 95 % B
3 um 0,1% / eau 27 min .
. . 0,2 ml.min
Jubiter C12 2 x 150 mm 17% B : acide formique
upiter 4 um 0 0,1% / ACN
Hypercarb 2,1 x 100 mm N 20% B — 100% B
100% .
Carbone 3 um 10 min

Tableau 13 : Temps de rétention (en minutes) apres analyses en nano-HPLC-ESI-Q-ToF
de solutions standards de carnosine et d'ansérine 4 0,5 pg.ml” dans de l'acide formique

0,1% / eau avec différentes colonnes HPLC.

Hypercarb
Symmetry C18 Atlantis C18 Jupiter C12
Carbone
Carnosine 1,22 1,90 1,52 1,75
Ansérine 1,23 1,94 1,53 1,83
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quatre barreaux a section cylindrique ou hyperbolique soumis a des tensions continues.
Pour une valeur donnée de tension, seul un type d’ion de rapport m/z donné possede une
trajectoire stable lui permettant de parcourir I’axe central des quatre barreaux, les autres
¢tant ¢jectés. Ainsi, en effectuant un balayage de tension, on fait un balayage des ions
susceptibles de le traverser. Le second analyseur ToF est un appareil a haute résolution
permettant de mesurer la masse exacte et de déterminer la formule brute d'un composé
détecté. Un signal au niveau du détecteur a un temps donné du balayage correspond a un
m/z donné.

L'analyse peut étre effectuée selon deux modes : le mode Scan ou MS/MS
(Figure 37). Le mode Scan permet de faire I’acquisition de toutes les masses allant de 50 a
1500 m/z. Pour cela, la cellule de collision Q2 est inactive afin de laisser passer tous les
ions vers le second analyseur ToF. Le mode MS/MS permet de sélectionner un ion parent
parmi tous les ions formés dans la source et de le fragmenter dans la cellule de collision
Q2.

Enfin, une HPLC est couplée au spectrométre de masse en amont permettant ainsi

une séparation des analytes présents dans nos échantillons avant analyse.

3.4.2. Optimisation des conditions d’analyse

La démarche entreprise ici était de caractériser et d'identifier les peptides de petite
taille (< 1500 Da) présents dans le plasma et ceux non détectés par MALDI-ToF et par
nano-HPLC-ESI-IT MS/MS dans les digesta. La préparation d'échantillons (digesta et
plasma) et la méthode d'analyse ont été¢ mises au point. Le choix de la colonne HPLC a été
déterminé a partir de solutions standards de carnosine et d'ansérine. Quatre colonnes ont
été testées (Symmetry C18, Atlantis C18, Jupiter C12 et Hypercarb Carbone) avec des
conditions chromatographiques spécifiques (Tableau 12). Nous avons choisi d'utiliser la
colonne Atlantis C18 car elle retient davantage la carnosine et l'ansérine (Tableau 13). La
séparation par HPLC est réalisée a l'aide d'un gradient de deux solvants (solvant A : acide
formique 0,1%/eau et solvant B : acide formique 0,1%/ACN) : 0-95% B de 0 4 27 min. Le
débit utilisé est de 0,2 ml.min™".

Les premiers essais d'analyse HPLC-ESI-Q-ToF ont été réalisés sur du plasma de
porc. Nous avons test¢ deux méthodes de préparation des échantillons plasmatiques
auxquels nous avons rajouté une charge en carnosine (400 pg.ml” dans de l'acide formique
0,1%/ACN). Deux agents de précipitation des protéines ont été testés : le SSA et 1'éthanol.

L'utilisation du SSA permet d'augmenter la sensibilité de 1'analyse par rapport a 1'éthanol
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Figure 38 : Analyse de la carnosine par nano-HPLC-ESI-Q-ToF d'échantillons de plasma
préparés avec deux agents précipitant des protéines, le SSA (a) et I'éthanol (b).
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Figure 39 : Analyse par nano-HPLC-ESI-Q-ToF des échantillons de digesta préparés par
précipitation avec du KOH (a) et purification sur membrane C18 (b).
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(Figure 38). Les échantillons de plasma ont donc été préparés en utilisant le SSA comme
agent précipitant des protéines.

L'analyse HPLC-ESI-Q-ToF des échantillons de digesta précipités au PCA a
170 mM puis ultrafiltrés a 5 kDa nécessite 1'élimination du PCA car 1'acidité et les ions CI’
présents dans nos échantillons perturberaient 1'analyse. Nous avons testé deux méthodes de
préparation : (1) la purification sur membrane C18 (Vivascience) et (2) la précipitation
jusqu'a neutralité avec de I'hydroxyde de potassium (KOH). La purification sur membrane
C18 ¢élimine une grande partie des analytes présents dans les échantillons comparée a la
précipitation par le KOH (Figure 39). Les échantillons de digesta sont donc préparés en
utilisant le KOH pour précipiter les ions CI” provenant du PCA.

Les échantillons ont été analysés tout d'abord par HPLC-ESI-Q-ToF en mode Scan,
puis les données ont été traitées ensuite par le logiciel Markerlynx qui permet l'intégration
des pics chromatographiques (correction par rapport a une valeur de référence en masse) et
l'alignement des données de masse. Couplé a des analyses statistiques, nous avons obtenu
une liste des pics (masses) détectés dans au moins deux échantillons a un méme temps de
rétention. A partir de cette liste, une deuxiéme analyse a été réalisée en mode MS/MS
ciblée sur les masses obtenues lors de la précédente analyse afin de pouvoir identifier leur
séquence. A ce niveau, nous avons ét¢ confronté a des difficultés dans 1'identification des
analytes. En effet, le logiciel Markerlynx présente certaines limites. Par exemple, le fait
que l'abondance dans un échantillon donné d'une masse déterminée soit estimée comme
nulle ne signifie pas forcément que cette masse n'est pas présente dans I'échantillon
considéré. Cela signifie que cette masse n'a pas répondu aux critéres définis dans la
méthode de traitement du logiciel. D’autre part, comme il s’agit de valeurs normalisées par
échantillon, toutes les masses mises en ¢évidence par le logiciel ont été vérifiées
"manuellement" pour I'ensemble des échantillons analysés, afin de s'assurer que ces masses
sont bien présentes et qu'elle ne correspondent pas a du bruit de fond. De plus, ne
possédant pas de logiciel adéquat nous permettant d'analyser les spectres MS/MS
directement apres analyse et ces spectres n'étant pas compatibles avec le logiciel utilisé
apres analyse en nano-HPLC-ESI-IT MS/MS, nous n'avons pu identifier avec certitude de

peptides de petite taille (< 1500 Da) présents dans les plasmas et les digesta.
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Tableau 14 : Teneurs en ansérine, glutathion et acides aminés contenus dans les autres
peptides (autres AAP) du filet dorsal de truite — Influence de la conservation et de la
cuisson.

Traitements Effets®
JO J7 J7¢ conservation cuisson
Ansérine 15,3 +0,84 15,0+£0,76 13,0+0,59 NS
Glutathion 0,31 +0,02 0,34 +0,01 0,30+0,02 NS
Autres AAP 8,01 £ 1,06 7,66 £ 0,50 7,92 + 0,47 NS NS

Moyenne = erreur standard (n = 6) en pmoles/g de tissu.
* NS: non significatif ; * : P<0,05.

Tableau 15 : Teneurs en carnosine, ansérine, glutathion et acides aminés contenus dans les
autres peptides (autres AAP) du muscle pectoral profond de bovin — Influence de la
maturation et de la cuisson.

Traitements Effets *
JO J14 J14c maturation cuisson
Carnosine 22,43 + 1,02 22,73 £0,83 18,52 £ 0,59 NS Hokox
Ansérine 4,29+ 0,45 3,92 +£0,37 3,26 £0,28 NS wok
Glutathion 0,89+ 0,05 0,70 £ 0,04 0,44 £0,03 *ok Hokox
Autres AAP 3.75+0.33 9.62 +1.30 13.92+£0.90 xRk HAK

Moyenne = erreur standard (n = 6) en umoles/g de tissu
* NS : non significatif ; ** : P<0,01 ; *** : P<0,001.

Figure 40 : Spectres obtenus par analyse en spectrométrie de masse par MALDI-ToF des
extraits de viande (pectoral profond) provenant de 6 bovins apreés 14 jours de maturation
(exemple d’une zone comprise entre 1000 et 2000 m/z).
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II. ETUDE DES PEPTIDES DANS L'ALIMENT

Introduction

L’objectif de cette premiere partie de la thése est de caractériser les oligopeptides
(<5 kDa) issus des protéines tissulaires ou non, présents a I’origine dans le muscle puis
dans la chair au cours de la conservation/maturation et de la cuisson. Pour cela, nos études
ont porté sur deux muscles trés différents : le muscle blanc dorsal du filet de truite Arc-en-
ciel (cf publication n°l), et le muscle pectoral profond de jeunes bovins Charolais
(cf publication n°2). Le filet dorsal a été retenu car il constitue une partie majeure de la
musculature de la truite. Le pectoral profond a été choisi en relation avec la seconde partie
de la these sur la recherche de peptides alimentaires apres la digestion gastro-intestinale.
En effet, nous avons fait I’hypothése qu’un muscle riche en collagéne comme le pectoral
profond présente des caractéristiques mécaniques et structurales moins propices a une
digestion complete des protéines de la viande et pourrait donc étre plus favorable a la
production de peptides qu’un muscle moins riche en collagéne. D’autre part, il a été montré
que les peptides contenant de la proline sont plus résistants a I'hydrolyse enzymatique. Le
collageéne étant riche en proline, on peut s'attendre d’une part a trouver davantage de
peptides dans la lumiére digestive avec ce type de muscle et d’autre part a ce que ces
peptides résistent également aux peptidases associées a [’épithélium lors de leur
absorption. Ce modele semble donc particulierement intéressant pour la deuxiéme partie de
la thése qui consiste a essayer de mettre en évidence une libération de peptides alimentaires
dans le compartiment sanguin.

Nous avons donc cherché a caractériser, d'une part, les peptides du muscle frais (JO)
et, d'autre part, a suivre leur évolution au cours de différents processus technologiques de
transformation du muscle conduisant a I'aliment prét a étre consommé :

- conservation pendant 7 jours dans la glace (J7) et cuisson au bain-marie a 70 °C pendant
5 min apres 7 jours de conservation dans la glace (J7¢) pour la truite ;

- maturation sous vide pendant 14 jours et a 4 °C (J14) et cuisson a 75 °C pendant 90 min
apres 14 jours de maturation (J14c¢) pour le bovin.

Nous sous sommes plus particulierement intéressés a l'identification des peptides

présents dans l'aliment cuit qui sera ensuite donné a manger a des porcs pour étudier
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Tableau 16 : Liste des peptides identifiés par nano-HPLC-ESI-IT MS/MS dans le pectoral
profond cuit apres 14 jours de maturation (J14c).

m/z Numéro d'accession de
Fragment protéique . Séquence B
(M+H") la protéine parent
Troponine T (23-38) 1734,9 APPPPAEVPEVHEEVH g1 21038992
Troponine T (25-38) 1566,7 PPPAEVPEVHEEVH g1 21038992
Nébuline (1036-1048) 1326,6 IPITAAKASRNIA gi 1205990
Procollagéne type [ 02 (1101-1118) 1661,8 PGPPGPPGVSGGGYDFGF 2i 6680980
Procollagéne type IV a2 (1099-1117)  1904,1 GLKGERGITGIPGLKGFFG gi 36031080
Protéine cypher (303-319) 1735,9 EHAPVCTSQATTPLLPA gi 83288256
Protéine cypher (132-251) 2157,2 LPIKDLTVDSASPVYQAVIK gi 73587220

Tableau 17 : Séquences potentiellement bioactives contenues dans les peptides identifiés
dans le muscle pectoral profond cuit aprés 14 jours de maturation (J14¢) (Base de données
BioPep, Dziuba et al., 1999).

Séquence du fragment protéique Séquence bioactive Activité biologique
Procollagéne type I 02 (1101-1118) GGY Antihypertensif
PGPPGPPGVSGGGYDFGF GY
PGP Antithrombotique
PG
GP
Procollagéne type IV a2(1099-1117) PG Antithrombotique
GLKGERGITGIPGLKGFFG
Protéine cypher (303-319) LLP Antihypertensif
EHAPVCTSQATTPLLPA
Protéine cypher (132-251) VY Antihypertensif

LPIKDLTVDSASPVYQAVIK
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lI'impact de la digestion sur la génération de peptides issus de protéines carnées et leur

assimilation.

Principaux résultats

Dans le filet dorsal de la truite, les 2 seuls peptides présents en abondance étaient
I'ansérine et le glutathion. Leurs concentrations n’étaient pas affectées par 7 jours de
conservation dans la glace et 1égerement diminuées par la cuisson (Tableau 14). L analyse
par spectrométrie de masse a cependant révélé I’apparition en quantité limitée mais tres
reproductible de petits peptides pendant la conservation et la cuisson. Les composés ainsi
détectés n’ont pas été identifiés.

Dans le muscle pectoral profond de jeunes bovins, 89% des acides aminés
peptidiques correspondaient a la carnosine, a I’ansérine et au glutathion. La maturation qui
n’avait pas d’effet sur les concentrations en carnosine et ansérine, réduisait légérement
celle en glutathion. La cuisson a provoqué une diminution de leurs concentrations, 1égere
pour la carnosine, plus importante pour les 2 autres (Tableau 15). Ces étapes ont aussi
causé 1’apparition de fagon tres reproductible de nombreux composés (Figure 40) puisque
7 composés étaient détectés dans le muscle a I’abattage, 18 apres 14 jours de maturation et
92 apres cuisson de la viande maturée. Les composés avec les masses les plus faibles
disparaissaient pendant la maturation (m/z < 973,2) ou la cuisson (m/z < 1664,2). Ceux qui
apparaissaient lors de la maturation et surtout de la cuisson étaient principalement des
composés de plus grande taille, leur rapport m/z variant de 976,0 a 3546,4 dans la viande
maturée et de 1523,3 a 4855,5 dans la viande maturée cuite. Parmi les peptides apparus
apres cuisson de la viande maturée, 7 ont été identifiés dont 2 qui avaient été détectés par
spectrométrie de masse MALDI-ToF. Ces 7 peptides provenaient de la troponine T, de la

nébuline, du procollagéne et de protéines cypher (Tableau 16).

Résultats complémentaires

Les analyses par RP-HPLC effectuées sur les extraits d’aliments (Figure 41)
confirment les autres résultats publiés. Elles ont révélé des différences de profils
d’absorbance entre le muscle prélevé au moment de [’abattage et les prélevements
ultérieurs, que ce soit avant ou aprés cuisson. Dans les deux espeéces, on observe

I’apparition de trois pics caractéristiques entre les temps de rétention 7 et 11 min et d’un

74



Figure 41 : Spectre d'analyse en RP-HPLC a 220 nm des fractions peptidiques extraites a
partir de muscle frais de truite et de pectoral profond de bovin (JO), aprés 7 jours de
stockage dans la glace (J7) pour la truite et apres 14 jours de maturation sous vide et a 4 °C
(J14) pour le bovin, et enfin aprés cuisson au bain-marie a 70 °C pendant 5 min apres 7
jours de stockage dans la glace (J7¢) pour la truite et a 75 °C pendant 90 min aprés 14 jours

de maturation (J14c) pour le bovin.
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pic trés intense a 17,3 min en moyenne. Les différences entre les deux espeéces sont
limitées a I’apparition chez la truite d’un pic a environ 18,2 min (pic présent dés 1’abattage
chez le bovin), et I’apparition de deux pics supplémentaires a 12,8 et 20,2 min chez le
bovin. Considérant que 1’absorbance a 220 nm est spécifique de la liaison peptidique, il
apparait que la formation dans le muscle post mortem de peptides détectables dans ces
conditions est limitée, au moins en ce qui concerne leur nombre. La similitude des
caractéristiques chromatographiques des 4 pics apparemment communs aux deux especes
suggere que les peptides auxquels ils correspondent présentent une homologie de séquence
entre ces deux especes.

Dans le but d’identifier les composés produits post mortem, des fractions de 1,8 ml
ont été collectées systématiquement durant toute la durée du chromatogramme a partir d’un
échantillon de bovin aprés 14 jours de maturation (J14). Ces fractions ont été évaporées,
reprises dans 6 ul de TFA a 0,2% et analysées par spectrométrie de masse MALDI-ToF.
Dans les fractions 11 et 12 (Figure 41) ont été observés des pics précédemment détectés
dans les analyses MALDI-ToF sans fractionnement (cf publication n°2). Ces deux
fractions, évaporées puis reprises dans une solution ACN 50%/acide formique 0,1%, ont
¢été analysées par nano-ESI MS/MS, ce qui a permis d’identifier deux peptides : un
fragment (142-151) de créatine kinase (LPPHCSRGER, 1151,3 Da) dans la fraction 11 et
un fragment (23-38) de troponine T (APPPPAEVPEVHEEVH, 1734,8 Da) dans la fraction
12. Ce dernier a déja été décrit et discuté dans la publication n°2. Concernant la créatine
kinase, il a ét¢ démontré par électrophorése bi-dimensionnelle que c’est une cible de la
protéolyse post mortem chez le porc et notamment qu’un fragment de 34 kDa couvrant la
séquence 31-156 est libéré (Lametsch et al., 2002). Il est possible que le fragment que nous
décrivons ici soit issu de la protéolyse plus avancée de ce fragment de 34 kDa. Notons
aussi qu’un peptide de 1151,3 m/z (soit 1150,3 Da) a également été détecté dans I’exsudat
post mortem de muscle de mouton (Sayd et al., 2006). Il est vraisemblable qu’il s’agisse du

méme fragment de créatine kinase.

L'activité biologique potentielle des séquences identifiées dans le muscle pectoral
profond de bovin cuit aprés 14 jours de maturation a été recherchée a l'aide de la base de
données BioPep (Dziuba et al., 1999). Des séquences potentiellement bioactives,
correspondant a des activités antihypertensives ou antithrombotiques, ont €té mises en
évidences au sein des séquences de ces peptides (Tableau 17). Ce sont de courtes

séquences peptidiques formées de 2 a 3 acides aminés.
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Tableau 18 : Concentration des acides aminés libres (AAL) (umol/g échantillon) dans les
extraits de muscle pectoral profond de bovin a JO (muscle frais), a J14 (apres 14 jours de
maturation) et a J14¢ (viande cuite apres 14 jours de maturation).

Traitements Effets”

AAL JO J14 J14ct Maturation Cuisson
Phosphosérine 0,08 £ 0,00 0,12+ 0,03 0,06 + 0,00 NS NS
Taurine 2,72 +£0,25 2,21+0,23 1,81 +£0,22 NS NS
Acide aspartique 0,05+ 0,00 0,08 £0,01 0,06 0,01 NS *
Thréonine 0,26 £ 0,01 0,73 £0,04 0,63 + 0,04 ok *
Sérine 0,32+ 0,02 0,91+0,10 0,86 + 0,07 o NS
Asparagine 0,19+0,03 0,37 £ 0,06 0,44 + 0,05 NS NS
Acide glutamique 0,76 +£0,12 1,63 £0,09 1,30+£0,11 *k HkE
Glutamine 4,48 + 0,50 4,30+0,29 2,48 £0,22 NS HoHE
Glycine 1,09 + 0,09 1,50+ 0,07 1,27 £ 0,08 ok ok
Alanine 2,50 + 0,23 4,21+0,18 3,48 +0,23 ok ok
Citrulline ND 0,04 £ 0,01 0,04+ 0,01 - NS
Valine 0,26 + 0,02 0,69 + 0,05 0,64 + 0,03 ok NS
Méthionine 0,01 +£0,00 0,10+ 0,02 0,14 +0,02 * *
Isoleucine 0,12+0,01 0,39 +£ 0,05 0,38 £0,03 o NS
Leucine 0,20+ 0,01 0,85+£0,12 0,85+ 0,07 o NS
Tyrosine 0,07 £ 0,00 0,29 £ 0,06 0,33 +£0,03 * NS
Phénylalanine 0,06 + 0,00 0,31 +0,04 0,29 £ 0,02 ok NS
Histidine 0,13+0,01 0,28 £ 0,02 0,26 0,02 oAk NS
Ornithine 0,09 + 0,02 0,17+ 0,05 0,08 +0,01 NS *
Lysine 0,15+0,02 0,48 £ 0,09 0,49 £ 0,06 NS NS
Arginine 0,16 +0,02 0,39+ 0,08 0,45+ 0,03 NS NS
Proline 0,17 +0,01 0,36 £ 0,02 0,29 +£ 0,02 ok ok
[-alanine 0,10+ 0,01 0,12 +0,02 0,09 £ 0,01 NS NS
3-méthyl-histidine ND 0,02 £ 0,00 0,01 +0,00 - NS
1-méthyl-histidine ND ND ND - -

Total 13,95+ 1,20 20,55+0,72 16,75 + 0,93 ok ok

Les valeurs sont des moyennes + erreur standard (n = 6).
* NS : non significatif ; * : P<0,05 ; ** : P<0,01 ; *** : P<0,001 ; ND : Non détecté.
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Enfin, dans les échantillons de bovin, les acides aminés libres (AAL) les plus
abondants (>1 pmole/g de muscle) du muscle pectoral profond frais (JO) sont la glutamine,
la taurine, I'alanine et la glycine (Tableau 18). Une augmentation significative (P<0,01) de
la concentration totale des AAL est observée aprés maturation, conséquence de la
protéolyse post mortem libérant des acides aminés. Alors que la concentration de
nombreux AAL augmente aprés maturation (J14), celle des acides aminés de la carnosine
(B-Ala-His) et de l'ansérine (B-Ala-1-méthyl-His), en particulier de la B-alanine et de la 1-
méthyl-histidine spécifique de ces peptides, ne varie pas. Ces résultats sont parfaitement en
accord avec les dosages spécifiques de carnosine et d'ansérine (Tableau 15). A la cuisson
(J14c), une diminution significative (P<0,001) de la concentration totale des AAL est

observée, probablement due a une perte dans le jus de cuisson.
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Abstract

Although proteolysis during pest mortem storage is an important factor affecting fish texture, little is known about degradation end-
products, This study was performed Lo investigate the occurrence ol low molecular weight peptides (<55 kKDa) in post mortem rainbow
trout muscle. during ice storage. and to evaluate their stability during cooking. It combined quantitative (amino acid analysis) and qual-
itative approaches (mass spectrometry). The results showed that muscle ol trout was poor in pepltides. These were mainly anserine and
glutathione. Their concentration was almost unaflfected by the seven days of ice storage and vacuum cooking [or 5 min at 70 °C. MS
analysis revealed a limited but highly reproducible appearance of small peptides in trout muscle during the ice storage and after cooking.

The compounds detected by MS analysis remain to be characterised.

@ 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Troul; Muscle; Peplides: Proteolysis: Post mortem; Cooking

1. Introduction

Peptides are molecules which can be present in fish mus-
cle intra viram (e.g. anserine. glutathione) and/or could be
produced by proteolysis during post mortem  storage.
Immediately alter death. several biochemical and enezy-
matic changes are triggered in fish muscle, resulting in
the gradual loss of fish freshness (Botta, 1994; Sikorski,
Kolakowska, & Burt, 1990) and texture deterioration. Tex-
ture changes can be due to degradation of the extracellular
matrix ( Bremner, 1992: Sato et al.. 1997) and weakening ol
the myofibrillar structure (Ladrat, Verrez-Bagnis. & Fleu-
rence. 2003). Deterioration of the myofibrillar structure
results from the action of endogenous proteolytic systems,
namely the neutral calcium-activated calpains and lyso-
somal cathepsins. For instance. calpains may initiate the

° Corresponding author. Tel.: +33 473 62 45 76; fax: +33 473 62 42 68,
E-mail address: morzel@elermontinea. v (M, Morzel),

0308-8146/5 - see front matter © 2006 Elsevier Lid. All rights reserved,
doi: 101016/ Tfoodehem. 2005,12.023

disintegration of the Z line by a titin cleavage (Astier.
Labbe. Roustan. & Benvamin, 1991). which weakens the
titin/~-actinin interaction and results in the release ol intact
g-actinin rom Z lines (Papa. Alvarez, Verrez-Bagnis. Fleu-
rence. & Benyamin, 1996). Similarly. cathepsins have been
reported o induce muscle soltening (Yamashita & Kona-
gaya, 1991). Furthermore. cathepsins remain active at tem-
peratures close to cooking temperature (Geist & Crawford.
1974). For all these reasons. proteolysis during posr mortem
storage 1s an important factor aflecting fillet texture.
Despite the importance ol proteolysis on lexture and
quality of fish muscle. little is known about products of
proteolysis during post mortem storage and cooking. espe-
cially small peptides (<5 kDa). Such peptides are ol interest
because it is in this molecular weight range that most bio-
active peptides can be found ( Korhonen & Pihlanto, 2003).
Bioactive peptides are dictary peptides with physiological
properties, such as immunostimulating or antihypertensive
activity (Kitts & Weiler. 2003: Korhonen & Pihlanto.
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2003). These peptides could contribute to the nutritional
value of fish.

In this context. the objective of this study was to inves-
tigate the occurrence of low molecular weight peptides
(<5 kDa) in post mortem trout muscle, during ice storage.
and to evaluate their stability during cooking. It combined
quantitative  (amino analysis)  and  qualitative
approaches (mass spectrometry).

acid

2. Materials and methods
2.1 Fish and experimental procedure

Six rainbow trout (Oncorfiynchus mykiss) (mean weight
215 4 18 g) were obtained from a local fish farm (Moulin
de Pagnat, Saint-Saturnin, France). Alter four days ol star-
vation. fish were killed by a blow on the head. eviscerated
and immediately put in a plastic film on ice. Muscle sam-
ples were taken [rom the white dorsal muscle 30 min o
1 h 30 after death (TO). and alter seven days of ice storage
(T7). Part of the flesh collected at T7 was cooked under
vacuum [or 5 min at 70 °C i a water bath (17¢). Alter pro-
cessing, all muscle samples were stored at —80 °C prior to
use.

2.2, Peptlide extraction

After thawing on ice. 2.5 g of muscle samples were
homogenized in 12.5 ml of 3% perchloric acid (PCA) with
100wl of 27 mM norleucine (internal standard), using an
Ultra-Turrax homogenizer (15,000 rpm twice for 15 s sepa-
rated by 15 s onice). The homogenate was then centrifuged
at 10,000g for 20 min at 4 °C. The supernatant was submit-
ted to an ultra-filtration with a 5 kDa cut ofl (Vivaspin 135,
VIVASCIENCE. Hanover, Germany) at 2.000 g for 2 h at
4 °C. Extract aliquots (500 pl) were stored at —20°C prior
Lo analysis.

2.3, Nitrogen content and amino acids analysis

Total nitrogen content was determined by the Kjeldahl
method on muscle and extracts. For [ree amino acids
(FAAs) analysis, 400 pl of extract were applied to 2 ml of
AG-50 resin, 100-200 mesh. in the H" form (Bio-Rad Lab-
oratories, Hercules, CA, USA), followed by deionised
water wash., The amino acids were then cluted with 10 ml
of 4 N NH4OH. Eluate was evaporated overnight under
vacuum and resuspended in 400 pl of 0.1 M lithium buller
(pH 2.2). For total amino acids (TAAs) analysis, 400 ul of
extract were hydrolvzed in 6 N HCl at 110°C for 24 h.
Hydrolysate was evaporated and the dry residue was resus-
pended in 400 pl of 0.1 M lithium bufler (pH 2.2). Samples
were stored at =20 °C prior to analysis. Amino acids were
analyzed by ion-exchange chromatography on a HPLC
System (BioTek Kontron, Rotkreuz. Switzerland). using
postecolumn derivatisation with ninhydrin. The peptidic
amino acids (PAAs) [raction was calculated by difference

between TAAs and FAAs. Cysteine. methionine, and tyro-
sine, which are severely affected by acid hydrolysis, were
not considered. Furthermore, during hydrolysis. aspara-
gine and glutamine are converted to aspartic acid and glu-
tamic acid. respectively. The peptidic concentrations of
aspartic acid and glutamic acid were therefore calculated
as follows:

[ASP]pan = [ASDlran — ([ASPlgan + [Asn]an)
[Glujpsa = [Glulas — ([Glujpas + [Glnjpaa)

2.4, Glurathione and anserine determination

Total glutathione (oxidized and reduced Torms) content
was assaved using the enzymatic recyeling procedure
described by Robinson. Rounds. Hong. Jacobs. and Wil-
more (1992),
HPLC. using precolumn derivatisation with O-phthalde-
hyde reagent (column: CI8-HDO 250 x4.6 mm. 5 pm:
Uptisphere, Interchim). adapted from the method of May-
nard. Boissonneault. Chow, and Bruckner (2001).

Anserine content was quantified by RP-

2.5. Matrix-assisted laser desorption ionization { MALDI)
time-of-flight ( ToF) mass spectrometry ( MS) analysis

Extracts (200 pl) were applied on C18 membrane (Viva-
pure MALDI-Prep, VIVASCIENCE. Hanover. Germany)
according 1o the manulacturer’s protocol. in order to
remove PCA. Samples were eluted with 5 pl of 50% aceto-
nitrile (ACN)/0.1% trifluoroacetic acid (TFA). An aliquot
(0.9 ul) of each eluate was spotted on the plate with an
equal volume of a matrix solution (CHCA: z-cyano-4-
hydroxycinnamic acid), at 10 mg/ml. prepared in 50%
ACN/0.1% TFA. The mixture was allowed to dry belore
analysis. Positive ions (M + HY) spectra were recorded in
both the reflectron mode and linear mode of MALDI-
ToF MS (Voyager DE-Pro. Per-Septive BioSystems, Fra-
mingham. MA., USA) using Voyager soltware lor data
collection and analysis. The MS was calibrated with a stan-
dard peptide solution (Proteomix. LaserBio Labs, Sophia-
Antipolis, France). The signal m/z was measured. The
conversion of m/z into Dalton is obtained by subtracting
the mass of H" (1.008) from mi/=. Compounds [rom 0 to
5000 Da were listed.

2.6. Nano-electrospray-ionisation-MSIMS (nano-ESI-MS/
MS ) analysis

The nano-ESI-MS/MS analysis was carried out on a
mass spectrometer LCQ lon Trap equipped with a nano-
clectrospray  source (Thermofinnigan, San  Jose, CA.
USA). Extracts (200 pl) were applied on to CI18 membrane
(Vivapure MALDI-Prep. VIVASCIENCE. Hanover,
Germany). Samples were eluted with 15 ul of 65% ACN/
1% formic acid. The nanoelectrospray capillaries (Protana.
Odense, Denmark) were loaded with 3 pl of resulting sam-
ple. Tonisation was performed with a liquid junction and a
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non-coated capillary probe (New Objective. Cambridge.
USA). Data acquisition was performed in a manual mode
and the collision-induced dissociation (CID) of selected
precursor ions was performed using 30% to 40% relative
collision energy. The MS/MS data were searched against
NCBI databases with the search engine SEQUEST (LCQ-
Deca software package).

2.7, Sodium dodecyl sulfare- polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE)

Frozen muscle samples (0.1 g) were homogenized in 1 ml
of extraction buffer (8 M urea. 5 mM Pef: abloc®-SC. 4% w/
v CHAPS in 40 mM Tris-base) in an Eppendor[ tube con-
taining a glass bead in a Retsch agitator for 1 h at 4 °C.
The extracts were centriluged at 10.000g for 1 h at 10 °C
and the clear supernatant was collected. Protein concentra-
tion was determined by the method of Bradford (1976),
SDS-PAGE was performed according to the method of
Laemmli (1970), using an 1% polyacrylamide gel and
30 pg of protein were loaded per well.

2.8. Statistical analysis

A Student paired s-test was used to compare individual
PAA concentration with zero. Only PAA concentrations
significantly different [rom zero (£ < 0.05) have been con-
sidered. The significance of the difference between fresh
and stored muscle. and between uncooked and cooked
muscle, was analysed using Student paired r-test.

3. Results and discussion
3.1, Fresh muscle

Alter slaughter. protein concentration (N x6.25) in
white dorsal muscle represented 20.1% o muscle weight.
This value 1s i agreement with the observations of Venug-
opal and Shahidi (1996). and Gokoglu, Yerlikava, and
Cengiz (2004) in raw rainbow trout. Nitrogen content in
acid extract was about 2.6 mg of N/g of wet muscle,
accounting for 8% ol muscle total nitrogen. Nitrogen. mea-
sured rom amino acids (FAAs +— PAAs). accounted [or
55% of total nitrogen in extracts. of which 62% is PAA
nitrogen. Non-protein nitrogen compounds, present in fish
muscle, such as creatine, creatinine. guanidine compounds,
trimethylamine oxide. purines, and also not measured [ree
and peptidic amino acids, could constitute the remaining
nitrogen fraction.

In fresh muscle, free amino acid pattern (Table 1) was
consistent with previously reported data for white muscle
of rainbow trout (Kaushik & Luquet, 1979: Yokovama &
Nakazoe, 1991); glycine. alanine. taurine and histidine
being. on a molar basis. the most abundant free amino
acids. Few amino acids were evidenced as peptidic amino
acids (Table 2). The two predominant peptidic amino acids
in extracts, 1-methyl-histidine and [i-alanine. correspond to

the constitutive amino acids of anserine (f-Ala-1-methyl-
His). The difference between [-methyl-histidine and f-ala-
nine concentrations was explained by a loss of f-alanine
during hydrolysis, verified by an analysis ol total amino
acids in extract alter addition of’ a known amount of anser-
ine. A loss of B-alanine during acid hydrolysis ol balenine
(p-Ala-3-methyl-his) has also been evidenced by Aristoy,
Soler, and Toldrd (2004). The presence of anserine was
confirmed by a specific assay at a level matching the con-
centration ol peptidic 1-methyl-histidine. Anserine coneen-
tration in the present study was in agreement with
previously reported data for white muscle of rainbow trout
(Abe, 1983: Abe. Bobson., Hoeger, & Parkhouse. 1985:
Kaushik & Luquet. 1979). The third most abundant pep-
tidic amino acid was glyeine. Such a high concentration
1s diflicult to explain with regard to the concentration of
the other peptidic amino acids: glycine accounted for
89% of non-anserine PAAs. It suggests the presence of
polyelveine peptides in the extract. Some of the peptidic
glycine came from glutathione (y-Glu Cys Gly). another
endogenous peptide naturally found in muscles. but gluta-
thione-derived glyeimne accounted lor only 4% ol peptidic
glyeine. Total glutathione concentration in the present
study (Table 3) was twice that observed in muscle of rain-
bow trout by Passi et al. (2004). This difference ol glutathi-
one concentration could be due to dilferences in [lish
husbandry and oxidative status. The fourth most abundant
peptidic amino acid in the fresh muscle was glutamic acid:
its concentration was in agreement with the observed gluta-
thione concentration.

Extracts were analysed by MALDI-ToF and detected
compounds found in at least three animals out of six are
listed in Table 4. The MS analysis of [resh muscle extracts
revealed the presence of 22 compounds with a mass
24000 Da. These compounds were then analysed by
nano-ESI-MS/MS. However. because of the scarcity ol
records on fish proteins in databases, no compound present
in the extract was clearly wdentilied. The internal standard
(norleucine. 131 Da) was detected. but it was not possible
to evidence the presence ol anserine (240 Da) and glutathi-
one (reduced lorm. 307.3 Da: oxidized form. 612.6 Da).
These peptides were probably lost during the process of
PCA removal. a step essential in sample preparation [or
a satisfactory crystallisation for MALDI-ToF analysis. It
might lead to some compounds loss, and therefore the list
was not exhaustive. Few works have provided identifica-
tion ol peptides in fish muscle. Kohama et al. (1988) have
isolated and identified an octopeptide (952 Da). with anti-
hypertensive property. in acid extract of tuna muscle. This
peptide was not evidenced in the present study on trout
muscle extract.

3.2, Effect of ice storage
Total nitrogen content of acid muscle extract was not

aflected by ice storage (data not shown). The pool of most
free amino acids slightly increased during storage. probably
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Table 1
I'ree amino acids (1'AAs) concentration (pmol/g of wet muscle) in trout muscle extracts at 10 (fresh muscle), 17 (after seven days of ice storage) and 17¢
(cooked after seven days of ice storage)

FAAs Treatments Elfects”

To 17 T7e Storage Cooking
Phosphoserine 0.03 + 0.00 0.04 -+ 0.00 0.03 + 0,00 NS NS
Taurine 1.51 £0.25 620 L 041 416 4037 =
Aspartic acid ND ND ND
Ihreonine 048 L 0.05 0,60 £ 0,03 0.56 L (L04 , NS
Serine 0.71 L 0,05 0.96 10,07 0,82 1 0,03 .
Asparagine 0.07 £ 0,04 0.05 L 0,00 004 £ 00] NS NS
Glutamic acid 0.02 £ 0,01 0.15 L 0.03 0.11 £ 001 = NS
Glutamine 0060 L 003 ND ND
Glycine 256 L 0,99 15.0 4 0.86 2054 147 N
Alanine 304 £ 037 369 £ 043 315 4031 : b
Citrulline 0.03 L 0.0l 0.03 L 0.00 0.04 £ 001 NS NS
Valine 0.33 L 0.02 0.50 4 0.02 0.45 L 0.00 =
Cystine (.02 L 0,00 ND ND
Methionine (.03 L 0.00 0.04 1+ 0.00 0.03 L 0.00 - NS
Isoleucine 0.17 £ 0.01 .26 1 0.01 0.21 L 001 " NS
Leucine 0.26 L (.02 040 £ 0,02 0.3 £ 001 o
I'yrosing 0.04 L 0,01 010 £ 0.01 0.07 L 0.00 b
Phenylalanine 0.07 £ 0,01 0.2 L0.01 0.12 £ 0.00 NS
Histidine 1.46 + (.31 0.76 £0.14 L10 £ 0.28 - NS
Ornithine 0.02 £ 0.00 0.04 £ 0.00 0.03 £ 0.00 " °
Lysine 0.25 -+ 0,04 0.39 £ 0.03 0.37 4 0,03 Ly NS
Arginine 0.07 £ 0,02 011 001 010 L 001 2 NS
Hydroxyproline (.23 £ 0,03 0.19 £ 0,02 0.21 £ 0.02 NS NS
Proline 0.18 £ .03 0.30 £ 0.05 0.28 £ 0,03 N NS
B-Alanine 0.28 L 0,09 1.87 £ 0.14 2,08 £ 0.16 NS
1-Methyl-histidine 0.08 £ 0.01 1.74 £ 0.12 1.82 £ 0.29 NS
Total .96 L 1,59 3324 4138 36.57 L 196 NS NS

Values are shown as means 4 standard error (n = 6). ND. not detectable.
* NS, non=significant.
TP 005,
P00

P <0001

Table 2
Peptidic amino acids (PAAs) concentration (pmolfy of wel musele) in trout musele extracts at TO (fresh musele), T7 (aller seven days of ice storage) and
T7¢ (cooked alter seven days ol ice storage)

PAAs Treatments Eflects”
TN I7 ITc Storage Cooking

Phosphoserine 010 4 .01 (h14 4+ 0.01 015 £ 0.01 NS NS
Aspartic acid 0.13 £ 0.02 018 +0.03 0.25 4+0.02 NS NS
Glutamic acid 0,42 £ (L05 1.06 £ 0.06 0,98 + 0.06 Ly NS
Glycine A8 £0.79 706 4036 7.26 + 037 NS NS
Valine ND ND 0,03 £ 0.01

Leucine 0.02 + (.01 ND .04 4 0.01

Histidine .26 £+ (LOK (126 4 0.04 0.20 £ 0,03 NS NS
Lysine 012 £ 0.02 005+ 0.02 008 + 0,01 NS NS
f-Alanine 9.71 + 1,09 10,53 -+ 0.86 905+ 1.15 NS NS
I-Methyl-histidine 14.7 + 0,85 14.6 +1.24 1324 1,10 NS NS
Total 33.60 £ 2.29 34.01 £ 2,10 31.28 £ 245 NS NS

Values are shown as means L standard error (n = 6). ND, not detectable.
" NS, non-significant.

P <0001,

as a result of muscle autolysis (Table 1). For an unknown  glycine and histidine was observed. Such a deerease in gly-
reason, taurine concentration was fourfold greater after  cine concentration was previously reported by Ruiz-Capi-
seven days of ice storage. Conversely, a large decrease in 1as and Moral (2003) in white muscle of tuna stored in
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Tuble 3

Total glutathione and anserine concentrations (pmol/z of wet muscle) in
trout muscle extracts at TO (resh muscle). T7 (after seven days of ice
storage) and T7c (cooked aflter seven days of ice storage)

Effects®

Treatments

TO 17 T7¢ Storage Cooking
Glutathione 031 L0.02 034 L0001 030 L002 NS 8
Anserine 153 L0884 150L076 130L£059 NS .

Values are shown as means + standard error (n = 6).
* NS. non-significant.
P05,

Table 4
MS analysis by MALDI-ToF of trout musele extracts at TO( resh musele),
T7 (alter seven days ol ice storage} and TTe (cooked afler seven days ol ice
slorage)

To T7 TTe
132 132 303
135 378 972
162 457 1101
457 843 1230
972 972 1544
989 989 1932

1ol 1056 2588

1208 1101 3385

1230 1230 3644

1304 1360 3731

1666 1666 3798

1697 2801 3885

1714 3201 4295

1759 3259 4733

1783 3731 4804

1794 3885 4820

2011

2570

2596

2743

3731

3885

Mass of detected compounds (Da) found in al least three of the six ani-
mals. Da, m/z - 1,008,

ice. Tee storage had no effect on glutathione concentration
in acid extract (Table 3). Although 1t was not possible o
detect a significant decrease in anserine (Table 3) or in its
peptidic components (Table 2) during ice storage. concen-
trations of free f-alanine and l-methylhistidine in extracts
slightly increased (Table 1). Similar observations were
reported by Ruiz-Capillas and Moral (2001) in hake (Mer-
fuccius merlueeius L) muscle after live days ol ice storage.
In their study. the progressive loss ol anserine during stor-
age (up to 35 days) was attributed to anserinase activity.
and the authors proposed that anserine and its degradation
compounds could be used as quality control indices for
chilled hake.

A long time of storage (seven days) was chosen so as Lo
favour peptide occurrence. Indeed. a sharp increase in
TCA-soluble peptides was observed in seabass muscle afler
six days at 4°C (Masnivom, Benjakul. & Vissanguan,

2004). In our study. no large increase in peptidic amino
acid concentrations was evidenced after seven days of ice
storage (Table 2). Only peptidic glutamic acid was signifi-
antly increased. In beel” and pork muscles. Claeys. De
Smet. Balcaen, Raes. and Demeyer (2004) observed an
increase in peplide concentrations in the 3-17 kDa molecu-
lar weight range during 14 days of post mortem ageing. In
lamb muscle, an increase of small peptides (<2.4 kDa) was
also observed during 21 days of meat ageing (Sylvestre.
Feidt. & Brun-Bellut. 2001). The difference between our
results and those in seabass and mammalian muscles may
be explained by the muscle composition and the technolog-
ical parameters (time and temperature of storage) specific
to the various species.

The sensitivity of MS analysis allowed distinction of
some dillerences ol patterns between TO and T7. mainly a
disappearance ol compounds between 1700 and 2800 Da
and the appearance of compounds between 2800 and
3700 Da (Table 4). Regarding peptidic composition of
fresh and stored muscle. it is noteworthy that nine of the
compounds detected by MS in the fresh muscle extract
were still present after seven days ol ice storage. The disap-
pearance of smaller compounds argues in favour of moder-
ate peptide degradation, in line with the slight increase in
free amino acid concentration in extracts. The appearance
of larger compounds suggests that post mortem proteolysis
occurred but was limited and did not produce high
amounts of low molecular weight peptides (<35 kDa) in
trout muscle during ice storage. The stability of the electro-
phoretic protein pattern (Fig. 1) confirmed that little prote-
olysis occurred in trout muscle. in accordance with the

Fig. 1. SDS-PAGE gel electrophoresis of 1otal proteins extracted [rom
trout muscle at TO ({resh muscle). T7 (alter seven days ol storage) and T7¢
(eoonked aller seven days of storage). M, molecular weight markers.
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Fig. 2. MS/MALDI-ToF analysis spectra of cooked muscle extracts of six animals (example of a zone between 3100 and 4500 miz).

result observed in rainbow trout muscle after 14 days of
post mortem storage at 0°C (Tsuchiya. Kita. & Scki.
1992). This finding is somewhat similar to those found in
sea bass (Verrez-Bagnis, Ladrat, Morzel, Noel, & Fleu-
rence, 2001) and cod muscle (Kjersgard & Jessen, 2003)
where authors described little protein degradation.

3.3, Effect of cooking

Cooking had little impact on [ree amino acid concentra-
tion in muscle extract. The bulk of [ree amino acids tended
to decrease. but glyeine and histidine concentrations signil-
icantly increased (Table 1). Anserine and glutathione con-
centrations were lower after cooking (about 12% of
decrease) (Table 3). As lor [ree amino acids. this variation
could probably be explained by a loss in the cooking juice.
since anserine was shown to be stable during heat treat-
ments (Aristoy et al., 2004). During cooking, no significant
hydrolysis of trout muscle proteins seemed to occur, based
on clectrophoresis results (Fig. 1) and peptidic amino acid
concentration (Table 2). However. MS analysis evidenced
the appearance of compounds with a mass above
4000 Da. These new compounds could be peptides that
came from hydrolysed muscle proteins. Five compounds
initially found in the fresh muscle were still present alter
cooking. Molecular weights ol these compounds were
972, 1101, 1230. 3731 and 3885 Da. Morcover. it should
be noted that the highly reproducible peaks pattern
(Fig. 2) indicates that sites ol proteolysis (whether of an
enzymatic or chemical nature) are highly specific.

4. Conclusion

Fresh muscle of rainbow trout contained two major
endogenous peptides, anserine and glutathione, the concen-
trations of which were almost unaffected by the seven days
of ice storage and the cooking conditions applied in the
present work. These processes generated low molecular
weight peptides (<5 kDa). but in very low concentrations.
Furthermore, protein electrophoretic patterns were very
stable. Together, these results suggest that post mortem pro-
teolysis was present but limited and produced few low
molecular weight peptides. Overall. mass spectra of acid
extracts were extremely reproducible between  animals.
The present study evidenced compounds that were mitially
present in trout muscle and were stable during storage and
cooking, and other compounds that appeared (protein deg-
radation) or disappeared ( peptidolysis) throughout fish pro-
cessing. The next step will be to dentily these molecules.
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Abstract

Dietary proteins can have biological properties. many attributed to bioactive peptides (2 30 amino acids). Since little is known
about peptides in meat, we investigated the postmortem occurrence ol low molecular weight peptides (<5 kDa) in bovine Pecroralis
profundus muscle, alter 14 days storage at 4 °C and vacuum cooking lor 90 min at 75 °C. The study combined quantitative (amino
acid analysis) and qualitative approaches (mass spectrometry), Eighty-nine percent of peptidic amino acids in [resh muscle corre-
sponded Lo carnosine, anserine and glutathione. Levels of these compounds were lower in cooked meal compared to [resh muscle.
Concomitantly, numerous larger compounds, most probably peplides, were generated in a very reproducible manner during ageing
and even more during cooking of meat. Seven peptides (fragments of troponin T. nebulin, procollagen and cypher proteins) were iden-

tified in cooked meat extracts.
@ 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Bovine muscle; Peptides; Meat ageing: Cooking: Mass spectrometry

1. Introduction

The primary criteria used to assess the value of dietary
protein have traditionally been amino acid composition
and digestibility. Reecently. it has been proposed that new
parameters such as the rate ol protein digestion (Dangin.
Boirie. Guillet. & Beaufrére. 2002) or the potential of food
to provide biologically active peptides (Kitts & Weiler,
2003) should also be considered. Peptides derived from
food may indeed have diverse biological activities ol inter-
est Tor human health: antihypertensive. antithrombotic.
opioid. immunomodulatory. antimicrobial. and antioxi-
dant activities (Kitts & Weiler. 2003; Korhonen & Pihl-
anto, 2003). These peptides are present in the raw
materials or are generated during food processing and pro-

* Corresponding author. Tel.: +33 4 73 62 45 76; fax: +33 4 73 62 42 68.
E-mail address: morzel@elermontinea. v (M. Morzel),

0309-174048 - see front matter © 2006 Elsevier Lid. All rights reserved,
doi: 101016/ .meatsei. 2006.05.016

tein hydrolvsis by digestive enzymes. Thev are generally
low molecular weight peptides (<5 kDa). The potential of
milk to release biologically active peptides has been widely
studied (Clare & Swaisgood. 2000), but less 1s known about
other protein-rich foods such as meat.

Proteolytic degradation ol muscle. which occurs postmor-
rent as part of the meat ageing process. results in the produe-
tion of protein fragments (Etherington, 1991). Polypeptide
fragments may be Turther degraded by peptidyl peptidases
and aminopeptidases which will lead to the production of
smaller peptides and the release ol individual amino acids
(Mullen et al.. 2000). However. few studies have described
small peptides in aged and cooked meat (Purchas, Ruther-
furd, Pearce. Vather, & Wilkinson, 2004). In this context,
the objective of this study was to investigate the occurrence
of low molecular weight peptides (<5 kDa) in bovine Pecro-
ralis profundus muscle. during meat ageing and cooking. It
combined quantitative (amino acid analysis) and qualitative
approaches (mass spectrometry).
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2. Materials and methods
20 Animals and sampling

Six 15-month-old Charolais bovine yvoung bulls (Bos
tarus) were used. Approximately 30 min alter slaughter,
a slab of Pectoralis profundus (PP) muscle (about 100 g)
was removed [rom the right side of each carcass. Five
grams ol muscle were immediately stored at —80°C
(Th). The slab was vacuum-packed mto  polyethylene-
polyamide bags, placed lor 24 h i water at 15°C and
subsequently stored at 4 °C until 14 days postmortem.
Five grams were stored at —80 °C (T14). The remaining
meat was vacuum-packed and cooked for 90 min at
75°C in a water bath (Tlde). Cooking loss (355 &
3.3%) was determined by weighing samples before and
after heating. Cooked meat was stored at —80°C until
analysis.

2.2, 8DS-PAGE of muscle and mear total proteins

Frozen muscle samples (0.1 g) were homogenized in
I mL of extraction buffer (8 M urea, 5mM Pefabloc™-
SC. 4% w/v CHAPS in 40 mM Tris-base) in an Eppen-
dorl" tube containing a glass bead m a Retsch agitator
for 1 h at 4°C. The extracts were centrifuged at 10.000g
for 1 h at 10°C and the clear supernatant was collected.
Protein concentration was determined by the method ol
Bradford (Bradford, 1976). SDS-PAGE was performed
according to the method of Laemmli (Laemmli, 1970)
using an 1% polyacrylamide gel and 30 pg of protein
were loaded per well.

2.3, Peptide extraction

After at least 1 h ol thawing on ice. 2.5 g of samples
were homogenized i 125mlL of 3% perchloric acid
(PCA) using an ultra-turrax  homogenizer (15.000 rpm
for 20 s followed by 20s on ice and then a further 20 s
at 15000 rpm). Internal standards were added during
homogenization: norleucine to a final concentration of
180 uM lor amino acid analysis. or homocarnosine 1o a
final concentration of 0.83 mM [lor carnosine and anserine
measurements. The homogenate was centrifuged at
10.000g for 20 min at 4 °C. The supernatant was submit-
ted to ultra-filtration with a 3 kDa cut ofl (Vivaspin 15,
VIVASCIENCE., Hanover. Germany) at 2000g at 4 °C.
Aliquots ol acid extracts were stored at —=20°C unul
analysis.

2.4. Compositional analvsis

Total nitrogen content was determined by the Kjeldahl
method on muscle and extracts. Carnosine and anserine
content was quantified by RP-HPLC using precolumn
derivatization with  O-phthaldehyde reagent (column:
CI8-HDO 250 x 4.6 mm. 5 pm: Uptisphere. Interchim),

adapted from the method of Maynard. Boissonneault.
Chow, and Bruckner (2001). Total glutathione (oxidized
and reduced forms) content was assaved using the enzy-
matic recyeling procedure described by Robinson. Rounds,
Hong. Jacobs. and Wilmore (1992). Free amino acids
(FAAs) and total amino acids (TAAs) analysis were per-
formed according to Bauchart. Chambon. Patureau Mir-
and. Savary-Auzeloux, and Rémond (in press). The
peptidic amino acids (PAAs) fraction was calculated by dif-
ference between TAAs and FAAs.

2.5. Matrix-assisted laser desorption ionization ( MALDI)-
time-of-flight ( ToF) mass spectrometry ( MS) analysis

Extracts (200 pL) were applicd on CI18 membrane
(Vivapure MALDI-Prep, VIVASCIENCE. Hanover. Ger-
many) lollowing the manufacturer’s protocol. in order to
remove PCA. Samples were eluted with 5pL of 50%
acetonitrile (ACN)/0.1% trifluoroacetic acid (TFA). An
aliquot (0.9 pl.) of each eluate was spotted on the plate
with an equal volume of a matrix solution (CHCA:
s-cyano-4-hydroxycinnamic acid) at 5 mg/mL prepared
in 50% ACN/0.1% TFA. The mixture was allowed to
dry before analysis. Positive ion (M + H") spectra were
acquired in the linear mode of MALDI-ToF MS (Voy-
DE-Pro. BioSystems,  Framingham,
MA, USA) using Voyager soltware lor data collection
and analysis. Data were calibrated with a standard pep-
tide solution (Proteomix. LaserBio Labs. Sophia-Antipo-
lis, France). The m/z signal was recorded between 800
and 5000. Such conditions arc those generally used to
preferentially deteet peptides.

ager Per-Septive

2.6, Nano-LC-ion trap MSIMS analysis

HPLC was performed with an uoltimate LC system
combined with Famos autosample and Switchos [l micro-
column switching for preconcentration (LC Packings,
Amsterdam. The Netherlands). The samples were loaded
on the column PEPMAP CI8, Spum. 75um 1D, 15cm
(LC Packings) using a preconcentration step in a microp-
recolumn cartridge (300 um 1D, 1 mm). Samples of 6 ul
were loaded on the precolumn at 30 pL/min.  After
3 min. the precolumn was connected with the separating
column and the gradient was started at 200 nL/min. The
buflers were 95% H,O. 5% acetonitrile, 0.5% HCOOH
(A) and 95% acctonitrile. 5% H-0. 0.5% HCOOH (B).
A linear gradient from 10% to 90% B for 45 min was
applied. For ion trap MS. a LCQ deca with a nano elec-
trospray interface (Termofinnigan. Les Ulis, France) was
used. lonization (2 kV ionization potential) was per-
formed with a liquid junction and a non-coated capillary
probe (New Objective. Cambridge. USA). Peptide 1ons
were  analyzed by the data-dependent  “triple  play”
method: (i) full MS scan (m/z 400-2000). (ii) zoomscan
(scan of the major ion with bigger resolution), and (ii1)
MS/MS of this ion. Identification of peptides was per-
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formed with Bioworks 3.1. using the query settings “no
enzyme” and “possible oxidized methionine™, within the
nr protein database restricted to  mammalic  entries
1hllp:,."',-"www.nchi_nml,nih.gm-'}. Identifications ol di-
charged peptides was considered successful when Xcorr
was above 2.0 and visual inspection proved a satisfactory
correlation between experimental and theoretical MS/MS
spectra.

2.7, Swatistical analyses

A Student f-test was used o compare individual PAA
concentration with zero. For nitrogen. PAA, carnosine,
anserine and glutathione determinations, the significance
of the dilference between [fresh and stored muscle. and
between uncooked and cooked meat, was analyzed using
Student paired r-test.

A statistical procedure was designed to  determine
whether peaks. at similar m/z but originating from differ-
ent spectra, were likely to correspond to the same com-
pound. All spectra were gathered on a single super
vector and average-link  hierarchical clustering (Prados
et al. 2004) was applied. A threshold value was subse-
quently used to define the maximum distance that can
separate neighbour peaks while still considering them as
resulting from the same substance. This threshold depends
on mass accuracy ol the technique. thereby taking into
account heterogencity along the abscissa axis. In the pres-
ent case, if the difference between the average positions of
two groups of neighbour peaks is less than 0.05% of their
global average position. the two groups are considered the

same. Otherwise. they are considered as arising from two
distinct peptides. For one sampling time (TO, T14, and
Tl4c). only the peaks gathered in a group consisting of
data originating from the six animals were considered.
A similar procedure was subsequently applied to deter-
mine which groups of peaks corresponded to the same
compound, across sampling times.

3. Results
3.1. Protein evolution during meat ageing and cooking

SDS-PAGE profiles of total proteins in muscle and meat
(Fig. 1) showed a decrease in intensity of bands corre-
sponding Lo intact desmin (apparent MW 52.3 kDa) and
troponin T (apparent MW 31.5 kDa) and the appearance
of an approximately 30 kDa troponin T [ragment. in aged
and in cooked meat. In cooked meat specifically, faint
bands al apparent MW of 92.0 and 72.9 kDa appeared.
and a band at 39.0 kDa disappeared.

3.2. Nitrogen content

At TO. protein concentration (N x6.25) represented
21.7% ol muscle weight. Nitrogen content in acid extracts
was on average 2.6 + 0.1 mg/g of wet muscle. accounting
for 7.5% ol total mitrogen in the tssue material. There
was no significant difference in nitrogen concentration
between TO. T14, and Tl4de extracts, Nitrogen correspond-
ing to TAA accounted for 72% ol total nitrogen in extracts,
ol which 61% was PAA nitrogen.

T4 M

kDa
92.0 kDa componend
Ka 113 e

ey 92

Troponin T fragment
(~ 30 kDa)

Fig. 1. SDS-PAGE gel electrophoresis of total proteins extracted lrom PP bovine muscle at T0O (fresh muscle), T14 (alter 14 days ol postmortem storage),
and T14e (cooked aler 14 days of postmorfem storage). M: Molecular weight standards.
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Table |

Carnosine, anserine and total glutathione concentration {pmol/g of sample) in PP bovine muscle extracts at TO (fresh muscle), T14 {after 14 days of

postmortem storage), and Tldc (cooked after 14 days of postmortem storage)

Treatments Eflects®

I 4 Tl4e Storage Cooking
Carnosine 22434 1.02 2273+ 0.83 18.524+0.59 NS i
Anserine 4.29 L 0,45 3921037 3.26 10,28 NS =
Glutathione 0.89 £ 0,05 0,70 L 0,04 0.44 L 0.03 o

Values are shown as mean + standard error {(n = 6},
4 NS: non-significant: © P < 0.01: TP < 0,001,

3.3. Carnosine, anserine, and glitathione concentrations

Concentrations ol carnosine. anserine, and glutathione
are shown in Table |. Meat ageing had no effect on carno-
sine and anserine concentrations whereas a significant
decrease  (—21%) in  glutathione concentration was
observed. Concentrations of the three peptides signilicantly
decreased after cooking and were 82.6%, 76.0%, and 49.4%..
respectively. of their initial levels in fresh muscle.

1.4 Amino acids analysis

The overall PAA concentration (Table 2) remained stable
between TO. T14. and T14e. However, the evolution of indi-
vidual PAAs differed: the concentration of three abundant
amino acids (histidine. ff-alanine and 1-methyl-histidine)
decreased with ageing or cooking while all other PAAs
remained similar or their concentrations increased aller

Table 2

meal ageing and/or cooking. Thus, if PAAs originating
[rom carnosine (B-Ala-His). anserine (p-Ala-1-methyl-His)
and glutathione (y-Glu-Cys-Gly) are omitted. ambiguous
PAAs significantly increased with meat ageing and cooking.

Concentrations of peptidic B-alanine. histidine and
I-methyl-histidine in tissues were lower than expected when
compared to the direct determination ol carnosine and
anserine. Recovery alter acid hydrolysis of the constitutive
amino acids of carnosine was checked, adding known
amounts of carnosine to an extract hydrolysis. A 99%
recovery was observed lor histidine, with a constant loss
ol f-alanine. Such a loss of [-alanine was previously
observed during acid hydrolysis of anserine in lish muscle
(Bauchart et al.. in press). It explains the diflerence between
B-alanine and the sum of histidine and |-methyl-histidine
concentrations. However, the discrepancy between direct
determination of carnosine and anserine. and peptidic his-
tidine and 1-methyl-histidine concentration, respectively.

Peptidic amino acids (PAAs) concentration (pmol/g of sample) in PP bovine muscle extracts at TO (fresh musele), T14 (alter 14 days of postmortem

storage), and Tlde (cooked alter 14 days of posimortem storage)

PAAs Treatmenis Eflects”

1o I'i4 Tlde Storage Cooking
Aspartic acid NI 0.34 +0.07 ND
Threonine 0.28 + 0,08 0,37 + 008 0.64 4 0,06 NS v
Serine NI 0.26 -+ 0.09 (.56 1+ 0,08 o
Glutamic acid 071 +0.23 1.18 4+ 0.28 2664016 NS -
Glyu 50+ 007 6,724+ 0.36 668 +0.19 g NS
Alanine 0.31 + 0.09 .66 +0.21 088 +0.11 NS NS
Valine ND 0.30 L 0.10 0.58 L0.10 o
Isoleucine NI 0,09 4+ 0.03 0.22 40,03 -
Leucine ND 0134003 0,35 £ 0,05 -
Phenylalanine NI N 014 + 0,03
Histidine 1748 + (.64 16.77 + 0.90 1487 +0.75 NS -
Lysine 0.32+ 0.09 0.33 4005 0.8140.11 NS N
Arginine ND 0,18 -+ 0.04 0.36 + 0,06 5
Proline 0.22 + 005 0.46 -+ 0,10 092 +0.11 NS -
f=alanine 15.11+0.92 1443 4 0.69 12424073 NS N
I-methyl-histidine 3.01 L£028 2534027 2174024 : NS
Total 40.95 + 1.55 44.64 £ 2.40 4467 £ 1.36 NS NS
Sub-total " 1754033 9.62 4 1.30 13.92 4 0.90 -

Only PAA concentrations significantly different from zero (F
Values are shown as means L standard error (i = 6).
* NS: non-significant: " < 0.05: P

0.05) are reported.

0.01: 7P <0001, ND: Not detectable.

" Total concentration of PAAs excluding PAAs corresponding to carnosine, anserine, and glutathione.
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Fig. 2. MALDI-TolF MS analysis spectra of muscle extracts of six animals at T14 (example of a zone between 1000 and 2000 m/z).
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o Intensity 11523
11524
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Table 3

List of compounds (m/z 800-3000) detected by MALDI-Tol" in PP bovine
muscle extracts at TO (fresh muscle), T14 (after 14 days of postmortem
storage) and Tl4e (cooked after 14 days of pesrmortem storage) found in
six animals

0 T4 Tlde

844.0 976.0 15253 2495.0 3070.3 3813.8
BO8.T 1102.1 1566.2 2519.8 3077.3 38444
922.3 1135.7 1735.0 2534.5 327 38049
928.0 11523 1863.5 2590.9 31164 3905
973.2 14804 1993.1 2003.1 3129.8 3965.5
1101.9 1664.2 24 1.6 2632.2 315000 4025.0
1230.6 7344 21016 2055.5 3219.8 4047.7
1859.1 2114.1 2098.5 3238.3 4071.0
1863.3 2143.5 2708.6 3304.6 4157.4
19100 21858 2729.3 3347.6 4189.6
1992.5 22044 2771.1 33911 4314.8
2010 2219.5 27978 34089 4032
2009.6 2269.3 2816.3 3433.7 44221
21126 2278.5 28227 3470.2 4723
21208 2288.1 2841.0 3492.2 44930
23325 23264 2845.4 3505.7 4813.5
24540 23347 2866.0 3546.5 45555

353404 23576 28E8.T 35916

23739 2913.8 3601.6

2407.1 2942.3 3617.3

24218 2952.0 36378

2449.1 2972.5 3605.1

24540 2982.3 3696.0

2463.0 30109 3710.5

2408.1 3z 3746.7

remains unexplained. Nevertheless, whatever the analysis
method. the eflect of ageing and cooking on carnosine
and anserine concentrations was similar,

3.5, Pepride patterns evidenced by MALDI-ToF

MALDI-TolF MS analysis revealed that peak patterns
were extremely reproductble between animals, as illus-
trated in Fig. 2. The three extracts diflered largely by the
number of peptides detected and their mass (Table 3).
Seven. 18 and 92 peptides were detected at T, T4, and
Tl4e. respectively. The smaller peptides (m/z < 973.2) ini-
tially present in muscle were lost after meat ageing. Simi-
larly. the smaller peptides (m/z < 1664.2) present in aged
meat were absent in cooked meat. Extracts were in con-
trast enriched in larger peptides following meat ageing
and even more drastically lollowing cooking. Only one
compound (average m/z 1102.0) found at TO was still pres-
ent at T4, while six compounds (average m/z 1734.7.
1863.4, 1992.8. 2041.3. 2454.0. and 3540.5) were found
both at T14 and Tl4dc.

3.0, ldentification of peptides
A nano-HPLC-MS/MS analysis performed on Tl4c

extracts allowed identification of the seven peptides. listed
in Table 4. Fig. 3 shows an example of'a MS MS spectrum.
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Table 4

List of peptides identified by nano-HPLC-MS/MS in PI* bovine muscle cooked after 14 days of posomertem storage (1 14¢)

Protein fragment mfz (M + HT) Sequence Accession number
of the parent prolein
Tropomn T (23-38) 1734.9 APPPPAEVPEVHEEVH 2i 21038992
Troponin T (25-38) 1566.7 PPPAEVPEVHEEVH gi 21038992
MNebulin { 1036-1048) 1326.6 IPITAAKASRNIA ai 1205990
Procollagen type 1 o2 (1101-1118) 1661.8 PGPPGPPGYVSGGGYDEFGE 21 6080980
Procollagen type IV 22 (1099-1117) 1904.1 GLRGERGITGIPGLRKGEFFG 2i 36031080
Cypher protein (303-31Y9) 1735.9 EHAPVCTSQATTPLLPA 21 832882506
Cypher protein (132-251) 2157.2 LPIKDLTVDSASPVYQAVIK 2i 73587220
Relative
Intensity
b Sequence ¥
o) r.ls yE bi- 981 P yid: 1566.7
100 5 g : B2:1952 P yl3:14696
' b3:2924 P y12:13725
1 bd: 3634 A y11: 12754
b5: 49246 E  yl0:12043
u b6:5917 V. y%:10752
b7 6BR R P ¥8:976.0
b6 ks bB:6179 E  yT:B789
o yio b2 bO:PLT0 W y6: 7498
7 i w8 G : BID: 10542 H  yS:650.7
bd bl - bl2 Bbll: 11833 E y4:5135
» iva . . bk yit | jz  MTBIZA B ymsses
' L i | L i l i | b B 4IE V y2:2553
Q - || -II L lll“J- s . — il — |'|-'| e — y  bl4: 15487 H yli1%2
200 400 600 800 1000 1200 1400
mfz

Fig. 3. MS/MS spectrum of troponin T fragment (m/z 1566.7). Double charged ions y or b are noted »" or b,

Two peptides (fragments of troponin T at m/z 1566.7 and
1734.9) had been previously detected by MALDI-ToF.

4. Discussion

Many authors have studied the production of small pep-
tides by enzymatic hydrolysis of raw material. including
muscle. For instance. ACE inhibitory peptides have been
studied in hydrolyzed pork and chicken meat (Vercruysse,
Van Camp. & Smagghe. 2005). In contrast, few studics
have dealt with the small peptides present in ready-to-cat
meat. Our quantitative results on nitrogen and PAA indi-
cated that the overall peptide concentration in acid extracts
remained stable after meat ageing and cooking, but signif-
icant variations in most individual PAA concentrations
showed that the composition of the peptidic Traction was
allected by such processing steps. We therefore not only
specilically studied peptides widely described as endoge-
nous to mammalian muscle (carnosine, anserine and gluta-
thione), but also peptides generated by the processing steps
themselves. It must be remembered that all concentrations
are based on sample (fresh muscle. aged meat. or cooked
meat) weight. Cooking juice was not analyzed.

Carnosine (B-Ala-His) and anserine (f-Ala-1-methyl-
His) are the major dipeptides naturally present in several
mammalian tssues including skeletal muscle (Boldyrev &
Severin, 1990). These dipeptides have been extensively

studied because of their physiological effects, such as a buf-
fering activity (Abe. 2000) or antioxidant properties
(Boldyrev & Severin. 1990: Chan & Decker. 1994). Concen-
trations ol histidine-containing dipeptides in aged meat
{estimated from pepudic amino acid analysis) are in the
range of those previously reported for beel (Arnistoy & Tol-
dra, 2004; Chan & Decker, 1994). Little information is
available on the eflect of processing on carnosine and anser-
ine concentrations in beel muscles. nrra vitam. carnosine
and anserine breakdown is catalyzed by an aminoacyl-
histidine dipeptidase (EC 3.4.13.3) which is widely distrib-
uted in many tissues, especially liver, kidney and blood
plasma. but not in skeletal muscle (Boldyrev & Severin,
1990). This is consistent with our results, showing a good
stability of these dipeptides during meat ageing. Altler
cooking, the lower concentrations ol carnosine and anser-
ine could be attributed to losses in the cooking juice. A
moderate loss ol carnosine was previously described during
cooking of beel” semirendinosus muscle (Purchas et al.
2004). but mechanisms remained unclear.

Glutathione (y-Glu-Cys-Gly) is another endogenous
peptide found in the skeletal muscle of most vertebrates.
known to have antioxidant activity (Chan & Decker.
1994). Little information is available on glutathione con-
centrations in beelf muscle, and on the effect of meat ageing
and cooking. In the present study. the decrease in glutathi-
one concentration during meat storage could be due to its
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higher binding with proteins or to its conjugation through
glutathione-S-transferase activity. thereby decreasing its
extractability.  Total glutathione concentration  also
decreased during cooking (—37%). as previously reported
by Wierzbicka. Hagen, and Tones (1989). It is not possible
here to determine whether this disappearance was mainly
related to a loss of glutathione in the cooking juice. or to
the formation of glutathione adducts.

Apart from carnosine. anserine and glutathione, both
quantitative and qualitative analyses showed very few
small peptides at TO. in accordance with the results of Cla-
eys. De Smet. Baleaen. Raes, and Demeyer (2004) in beel
and pork muscles and Feidt. Brun-Bellut, and Dransfield
(1998) in lamb muscle. Among compounds detected by
MALDI-ToF at T0O, only one was sull present in aged meat
but not i cooked meat indicating that meat ageing and
cooking induced peptidolysis.

Concentrations of the bioactive compounds carnosine,
anserine and glutathione were lower in cooked meat com-
pared to fresh muscle, probably largely through losses in
the cooking juice. However, as emphasized by Purchas
et al. (2004). dietary levels that would be required to be
beneficial to human health have never been clearly defined.
The present study showed that. even when cooked under
severe conditions. beel remains a substantial source of car-
nosine and anserine.

We subscquently focused on peptides generated by pro-
cessing. It has been established that protein degradation
and polypeptide production occur during meat ageing.
Thus. degradation of specific myolibrillar and cytoskeletal
proteins 1s widely accepted. for example of tutin and neb-
ulin (Hufll-Lonergan. Parrish. & Robson. 1995). desmin
(Koohmaraie. Whipple. Kretchmar. Crouse. & Mersmann.
1991), and troponin T (Ho, Stromer, & Robson, 1994). In
our study, SDS-PAGE profiles of total muscle and meat
proteins confirmed such changes. Such modifications were
expected to be accompanied by peptide release (Mullen
et al.. 2000). For example. Clacys et al. (2004) observed
an increase In peptide concentration in the 3-17 kDa
molecular weight range in both pork and beel muscles dur-
ing 14 days ol postmortem ageing. In lamb muscle. an
increase of small peptides (<°2.4 kDa) was also observed
during 21 days ol meat ageing (Sylvestre. Feidt, & Brun-
Bellut, 2001). In our study. a limited number of small
peptides (m/z 976.0-3546.4) were reproducibly generated
during meat ageing. The large increase ol glycine in the
peptidie form between TO and T14 suggests that glycine-
rich peptides were preferentially generated. Nevertheless.
the most pronounced generation ol peptides was observed
alter cooking. Cooking, and the concomitant protein dena-
turation caused. induces drastic changes in meat structure,
such as myolibril fragmentation. gel formation ol sarco-
plasmic proteins or shrinkage and solubilization ol the con-
nective tssue (Cheng & Parrish. 1976: Palka, 2003). It has
also been reported to generate additional peptides, particu-
larly at high cooking temperatures (Spanier. Mcmillin, &
Miller., 1990). In our study. the drastic cooking conditions

were [avorable for the generation of small peptides. The
underlying mechanism is unknown: enzyvmatic cleavage as
suggested by Spanier et al. (1990), ragmentation induced
by chemical modifications of amino acids (Stadtman.
1990) or direct hydrolysis in the mild acidic conditions pre-
vailing in aged meat. In any case. cleavage sites were extre-
mely specific as indicated by the reproducibility of the
MALDI-ToF spectra.

Success in the identification of peptides was relatively
limited. and most of the identified peptides were not in
the list of peptides detected in the six ammals by
MALDI-ToF. This phenomenon has previously been
observed in other studies using the two techniques (Person
et al., 2003), generating ions specific to the mode of ioniza-
tion. The few wdentified peptides corresponded 1o proteins
[rom connective ussue (procollagen types | and 1V) and
other structural proteins (troponin T. nebulin. and cypher
protein 3).

Collagen. the major connective tissue protein, contains a
high amount of proline and glycine residues and 1s there-
fore very stable during meat ageing unless it is extended
beyond 2 weeks (Nishimura, Liu, Hattor. & Takahashi.
1998). However, collagen is denatured during heat treat-
ment (Rochdi, Bonnet., & Kopp. 1985) and prolonged heat-
ing of meat above 70 °C, as applied in the present study.
has been reported to encourage collagen peptide bond
breakage (Sims & Bailey. 1992). We conlirmed the presence
of collagen [ragments alter cooking.

Regarding the three other proteins, they are all targets of
postmortem proteolysis. Cypher proteins, localized at the
Z-line and binding z-actinin (Zhou, Ruiz-Lozano. Mar-
tone, & Chen. 1999). have recently been reported to be
allected by postmortem storage in pig meat (Morzel et al..
2004). No data is available on the effect of heat treatment
on such proteins, but their cleavage would be consistent
with the previous reports of [ragmentation ol myofibrils
at the Z-disks after heating ol bovine muscle at 70 °C
(Sylvestre et al.. 2001). Nebulin also 1s described as a sub-
strate for calpain during refrigerated postmortem storage
of meat (Taylor. Geesink, Thompson. Koohmaraie, & Goll.
1995) and degradation ol this protein at high pressure at
60 °C has been reported (Locker & Wild. 1984). Because
the main purpose of the present study was to characterize
peptides  in  ready-to-cat  meat. identifications were
performed only on Tlde samples. We therefore can not
prove that peptides originating from nebulin and cypher
proteins were already present alter meat ageing. or were
generated by the heat treatment. This information, n con-
trast, is available for troponin T. The larger [ragment
APPPPAEVPEVHEEVH. produced by  proteolytic
removal of the glutamic acid-rich N-terminal region of the
protein (Muroya, Nakajima, & Chikuni, 2003). has been
proposed as an indicator ol the progress of meat ageing
(Okumura. Yamada. & Nishimura. 2003). In the present
study, both fragments found in cooked meat were also
detected by MALDI-ToF in aged meat (only in four
animals for the [ragment at m/z 1566.2). indicating clearly
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Discussion générale

L'analyse de la fraction peptidique de la chair de truite et de la viande bovine a
révélé des différences marquées dans la composition des peptides présents dans le muscle
frais et dans 1'évolution de cette composition au cours des périodes de
conservation/maturation et cuisson.

En ce qui concerne les peptides endogenes majoritaires (dipeptides de I’histidine,
glutathion), nous avons confirmé et quantifi¢ la présence d’ansérine et de glutathion dans
la chair de truite et celle de carnosine, d’ansérine et de glutathion dans la viande bovine.
Ces peptides représentent une part importante des peptides dans le muscle frais (en rapport
molaire, environ 45% chez la truite et 67% chez le beeuf des acides aminés peptidiques).
Bien que pour les deux especes les teneurs diminuent pendant la cuisson (diminution
attribuée au moins en partie a une perte dans le jus de cuisson), les deux aliments
caractérisés se sont révélés des sources importantes de dipeptides de I’histidine et de
glutathion. Du point du vue nutritionnel, cela prend toute son importance en raison des
activités biologiques attribuées a ces peptides (cf paragraphes 1.2.1.1. et 1.2.2.1.) et au
regard des études démontrant que l’apport alimentaire en dipeptides de [I’histidine
conditionne la concentration dans les organes cibles tels que le muscle et le foie (Chan et
Decker, 1994 ; Chan et al., 1994 ; Harris et al., 2006).

Concernant les autres peptides générés lors de la transformation technologique des
produits, nous avons mis en évidence de grandes différences entre les deux espéces, avec
trés peu de peptides générés dans la chair de truite au contraire de la viande de beeuf. Ces
différences sont sans doute étroitement liées aux traitements technologiques utilisés. En
effet, I’évolution post mortem du muscle de poisson, et surtout la protéolyse conduisant a
une altération des structures musculaires, n'est généralement pas favorable a la qualité
sensorielle et technologique du produit (Delbarre-Ladrat et al., 2006). Ceci contraste avec
les mammiféres et particulierement le beeuf ou la protéolyse enzymatique est nécessaire
pour l'attendrissement de la viande (Sentandreu et al.,, 2002). Ainsi, les pratiques
professionnelles (température et durée de conservation) des filieres concernées, dont nous
nous sommes inspirés dans ce travail, sont spécifiquement adaptées, afin de limiter la
protéolyse dans le poisson et de la favoriser de manicre controlée chez le beeuf. Nos
résultats apportent une confirmation que la génération de petits peptides dépend également
de ces conditions de conservation. De plus, la cuisson de l'aliment est également

génératrice de fragments protéiques, principalement par protéolyse de nature chimique. A
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nouveau, nous nous sommes inspirés de pratiques culinaires classiques (cuisson courte
pour le poisson, prolongée a forte température pour une piece de beeuf riche en collagéne).
Nous avons ainsi montré que des conditions de cuisson séveres, utilisées ici pour la viande
de beeuf, favorisent fortement la production de peptides de petite taille. En résumé, les
conditions de conservation/maturation et de cuisson de la chair de truite et la viande bovine
sont particuliérement importantes dans les phénomenes protéolytiques impliqués et par
conséquent dans la génération de peptides.

L’identification des peptides n’a pas donné de résultats chez la truite, probablement
en raison de la faible quantité de peptides dans les extraits. Dans la viande de beeuf cuite en
revanche, les fragments protéiques identifiés ont confirmé des cibles de protéolyse post
mortem bien connues comme la troponine T et la nébuline (Ho et al., 1996, Taylor et al.,
1995) ou plus récemment décrites comme les protéines cypher (Morzel et al., 2004). Nous
avons confirmé aussi 1’apparition de fragments de collagéne sous I’effet de la cuisson.

A ces peptides de I’aliment prét & étre ingéré, qu’ils soient préformés ou qu'ils
résultent de la conservation ou de la cuisson, les processus digestifs vont ajouter de fagon
progressive ceux qui proviennent des sécrétions endogenes et de la digestion des protéines
alimentaires. Le devenir ou I’impact de tous ces peptides peut donc étre tres différent selon
leur origine, qui conditionne leur nature, leur exposition et leur sensibilité aux peptidases et
aux processus d’absorption. Le prolongement de cette partie du travail a donc été d’étudier
les peptides générés au cours de la digestion chez le porc aprés un repas composé soit de

chair de truite soit de viande de boeuf.
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Figure 42 : Moyenne du flux de matiére seche de contenus duodénaux et jéjunaux de
porcs (n=4) avant et apres l'ingestion de cing aliments différents (chair de truite cuite,
viandes bovines cuites (pectoral profond, faux-filet, paleron), ou aliment sans protéines).
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III. ETUDE DES PEPTIDES D'ORIGINE ALIMENTAIRE GENERES
PAR LA DIGESTION DES PROTEINES DE LA TRUITE ET DE LA
VIANDE BOVINE

Introduction

La recherche dans les contenus intestinaux de peptides d'origine alimentaire,
générés in vivo par la digestion gastro-intestinale, n'a ét¢ que rarement entreprise. Les
seules études sur ce sujet ont été réalisées avec des produits laitiers (lait, yaourt) ou des
protéines ou peptides du lait (caséine, CMP). Des exorphines (B-casomorphines) (Svedberg
et al., 1985 ; Meisel, 1986), des caséinophosphopeptides (CPPs) (Chabance et al., 1998 ;
Meisel et al., 2003), des peptides issus de cas€ines k ou ag; (Chabance et al., 1998 ; Fosset
et al., 2002) et des fragments de CMP (Fosset et al., 2002) ont été détectés dans différentes
parties du tractus gastro-intestinal chez I'hnomme ou I'animal (porc ou rat).

Dans ce contexte, I'objectif de cette deuxiéme partie de la theése était d'étudier in
vivo la libération de peptides par I'hydrolyse digestive d’aliment issus de chair animale
(poisson, viande). Pour cela, nous avons utilis¢ comme animal modéle le porc en
croissance, équipé chirurgicalement de deux canules digestives permettant de collecter les
digesta dans le duodénum (a la sortie de I’estomac) et dans le jéjunum moyen, site majeur
de l'absorption intestinale des peptides. L’utilisation d’un repas sans protéines, constitué
d'un mélange d'acides aminés représentatifs de la viande, nous a permis d’identifier les
peptides d’origine endogeéne présents dans la lumiére digestive. La quantité d’aliment a été
calculée de facon a apporter 40 g de protéines par repas. Une fraction de chaque repas
(10%) a été marquée avec de I’Ytterbium-acétate, de facon a suivre le transit digestif de
I’aliment.

Nous avons cherché a isoler et caractériser les principaux peptides apparaissant
dans les contenus digestifs chez le porc suite a l'ingestion de filet de truite (cf publication
n°3) et de pectoral profond (cf publication n°4), aliments cuits que nous avions
précédemment étudiés. Deux autres viandes ont été également testées : le faux-filet et le
paleron. Ces viandes étaient cuites dans les conditions ou elles sont habituellement
consommeées (grillage pour le faux-filet, braisage pour le paleron). Elles ont été choisies en
raison de leur différence de teneur en collagene (4,6 g et 13,2 g de collagene pour 100 g de

protéines, respectivement).
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Tableau 19 : Liste des peptides d'origine alimentaire identifiés par nano-LC-ion trap
MS/MS dans les contenus intestinaux de porcs équipés de deux canules, duodénale et
jéjunale, collectés pendant les 3 premicres heures aprés l'ingestion de chair de truite cuite.
Les peptides listés ont été identifiés dans au moins 3 animaux sur 4 a l'aide de la base de
données nr de NCBI (http://www.ncbi.nml.nih.gov) restreintes aux especes Oncorhynchus
et Salmo. Les séquences bioactives contenues dans chaque peptide identifié sont reportées.

Protéine Position du  Séquence du m/z (M+H") Sf:quel.lces Activité biologique
parent fragment fragment bioactives
Duodénum
Actine 328-339  KIKIIAPPERKY 145591 KY° Antihypertensive
96-106 LRVAPEEHPTL 1261,70 VAP*? Antihypertensive
269-278 IGMESAGIHE 1043,48 - -
171-178  YALPHAIM 915,48 YALPHA ™°, Antihypertensive
ALPHA *°
Créatine kinase 195204 LFDKPVSPLL 1128,67 VSP*", LF**  Antihypertensive
GA3PDH 245-254  TVRLEKPASY 1163,64 RL* Antihypertensive
232-241  FRVPTPNVSV 1115,62 - -
Myosine, chaine 835-842  YFKIKPLL 1021,65 IKP™® Antihypertensive
lourde 109-115  YNLKERY 985,51 RY™° Antihypertensive
Myosine, chaine 106-115 FKVLDPDATGF 1209,62 - -
légeére 2
Myosine, chaine 153-160  FVKHVLSV 928,56 - -
légere 3
Jejunum
Actine 241-252  SYELPDGQVITI 1334,68 - -
31-41 AVFPSIVGRPR 1198,71 IVGRPR", Antihypertensive
GRP “°,
VF “°FP*,
PR RP°
21-30 AGFAGDDAPR 976,45 PR? Antihypertensive
34-41 PSIVGRPR 881,53 IVGRPR b, Antihypertensive
GRP *b, PR %,
RP ¢
Créatine kinase 195203 LFDKPVSPL 1015,58  VSP*",LF*"*  Antihypertensive
GA3PDH 232-241 FRVPTPNVSV 1115,62 - -
Myosine, chaine  1488-1497 NSYEEALDHL 1190,53 HL*® Antioxydante

lourde

Références : * Base de données BioPep (Dziuba et al., 1999), ® Vercruysse et al. (2005), ¢ Sentandreu et

Toldra (2007).
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Principaux résultats

Quel que soit I’aliment étudi¢ (poisson, pectoral profond, faux-filet, paleron et
aliment sans protéines), les trois-quarts de la matiére séche collectée au niveau du
duodénum et du jéjunum pendant les 6 h de période post-prandiale ont été obtenus au cours

des 3 premicres heures suivant le repas (Figure 42).

- Peptides observés de facon répétable aprés ingestion de truite (cf publication n°3)

L'analyse par nano-HPLC-ESI-IT MS/MS de la fraction peptidique des contenus
digestifs collectés pendant les 3 premicres heures aprés 1'ingestion de filet de truite, a
permis d'identifier 17 peptides (< 2 kDa) présents dans au moins 3 animaux sur 4
(Tableau 19). Onze et 7 peptides ont été identifiés dans les contenus duodénaux et
jéjunaux, respectivement. Les peptides identifiés provenaient de 6 protéines différentes :
l'actine, la myosine (chaine lourde, chaine 1égere 2 et chaine légere 3), la GA3PDH et la
créatine kinase. Un seul peptide était commun aux deux types de contenus digestifs,
correspondant au fragment 232-241 de la GA3PDH (FRVPTPNVSV, 1115,62 m/z). Une
des particularités de ces séquences peptidiques est qu'elles possédaient une forte proportion
de résidus proline, représentant environ 12% et 14% de I'ensemble des résidus de toutes les
séquences peptidiques identifiées de facon répétable au niveau du duodénum et du
jéjunum, respectivement. Des séquences bioactives, principalement a activité
antihypertensive, ont été trouvées a l'intérieur des peptides identifiés (Tableau 19). Ce sont
principalement de courtes séquences formées de 2 a 3 acides aminés, avec pour exception

3 fragments de 5 a 6 acides aminés issus d'actine (ALPHA, YALPHA et IVGRPR).

- Peptides observés de facon répétable apres ingestion de pectoral profond
(cf publication n°4)
Parmi les peptides identifiés par nano-HPLC-ESI-IT MS/MS dans les contenus

digestifs recueillis pendant les 3 premiéres heures apres ingestion de pectoral profond cuit,
11 d’entre eux, d’une taille inférieure a 2 kDa, étaient présents dans 3 animaux sur 4 au
niveau duodénal et 6 au niveau jéjunal (Tableau 20). Ils étaient issus de 5 protéines
différentes : l'actine, la myosine (polypeptide 4), la GA3PDH, la créatine kinase et la
myoglobine. Deux peptides étaient présents a la fois au niveau du duodénum et du
jéjunum. Il s'agit des fragments 31-41 d'actine (AVFPSIVGRPR, 1198,71 m/z) et 231-240
de la GA3PDH (FRVPTPNVSV, 1115,62 m/z). Comme dans I'¢tude précédente, les
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Tableau 20 : Liste des peptides d'origine alimentaire identifiés par nano-LC-ion trap
MS/MS dans les contenus intestinaux de porcs équipés de deux canules, duodénale et
jéjunale, collectés pendant les 3 premicres heures apres 1'ingestion de viande bovine cuite
(pectoral profond). Les peptides listés ont ét¢ identifiés dans au moins 3 animaux sur 4 a
l'aide de la base de données nr de NCBI (http://www.ncbi.nml.nih.gov) restreintes a
'espece Bos taurus. Les séquences bioactives contenues dans chaque peptide identifié sont
reporteées.

Protéine Position du  Séquence du m/z (M+H") S-equer-lces Activité biologique
parent fragment fragment bioactives
Duodénum
Actine 96-106 LRVAPEEHPTL 1261,70 VAP? Antihypertensive
181-191 DLAGRDLTDYL 1251,62 YL*® Antihypertensive
YL ®® Opioide
31-41  AVFPSIVGRPR 1198,71 IVGRPR b, Antihypertensive
GRP* ° VF®
FP* PR* RP°
171-180 YALPHAIMRL 1184,66 YALPHA ™°, Antihypertensive
ALPHA *°,
RL a
96-105 LRVAPEEHPT 114861 VAP? Antihypertensive
24-33  AGDDAPRAVF 1018,50 PR?* VF? Antihypertensive
171-178  YALPHAIM 91548 YALPHA?® b, Antihypertensive
ALPHA *°
Créatine kinase 193202 LFDKPVSPLL 1128,67 VSP*", LF**  Antihypertensive
GA3PDH 231-240 FRVPTPNVSV 111562 - -
Myoglobine 147-154 YKVLGFHG 920,50 - -
Myosine, 326-333  YFKIKPLL 1021,65 IKP™® Antihypertensive
polypeptide 4
Jejunum
Actine 31-41 AVFPSIVGRPR 1198,71 IVGRPR b, Antihypertensive
GRP a, b,
VF “°FP*,
PR RP°
32-41  VFPSIVGRPR 1127,67 IVGRPR", Antihypertensive
GRP *°,
VE “"FP*,
PR* RP°
21-30 AGFAGDDAPR 976,45 PR? Antihypertensive
Créatine kinase 193-201 LFDKPVSPL 1015,58 VSP*",LF*"  Antihypertensive
194-201 FDKPVSPL 902,50 VSP*®*° Antihypertensive
GA3PDH 231-240 FRVPTPNVSV 1115,62 - -

Références : * Base de données BioPep (Dziuba et al., 1999), ° Vercruysse et al. (2005), © Sentandreu et
Toldra (2007).
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séquences peptidiques identifiées dans les contenus digestifs étaient particulieérement riches
en résidus proline représentant 13% et 16% de l'ensemble des résidus de toutes les
séquences peptidiques identifiées chez 3 animaux sur 4, au niveau du duodénum et du
jéjunum, respectivement. De courtes séquences bioactives de 2 a 3 acides aminés, a
l'exception des fragments d'actine ALPHA, YALPHA et IVGRPR, sont présentes dans les

peptides identifiés avec un effet antihypertensif principalement (Tableau 20).

- Peptides observés de facon répétable apreés ingestion de faux filet ou paleron

L'analyse par nano-HPLC-ESI-IT MS/MS de la fraction peptidique des contenus
digestifs collectés pendant les 3 premicres heures apres l'ingestion de faux-filet grillé
(Tableau 21) et de paleron brais¢ (Tableau 22) a permis d'identifier des peptides d'une
taille < 2 kDa, présents dans au moins 3 animaux sur 4. Il s'agissait principalement des
fragments issus d'actine, de fructose-1,6-bisphosphate aldolase, de GA3PDH et de
myoglobine avec le faux-filet, et des fragments issus d'actine, de créatine kinase, de
GA3PDH et de myoglobine avec le paleron. Comme précédemment, la présence de résidus
proline était fréquente dans les séquences identifiées. Des séquences potentiellement
bioactives, identiques a celles déja trouvées dans les peptides identifiés dans les études
précédentes avec la chair de truite et le pectoral profond, sont présentes a l'intérieur de
certains peptides. Seules deux nouvelles s€quences bioactives ont été trouvées : il s'agit des
séquences PG, a activité antithrombotique, présente dans le fragment 19-31 de la fructose-
1,6-bisphosphate aldolase avec le faux-filet, et LH, a activité antioxydante, présente dans le

fragment 111-124 de la myoglobine avec le paleron.

Résultats complémentaires

Outre les peptides détectés et identifiés de fagon répétable, de trés nombreux autres
peptides apparaissant de fagon plus aléatoire (59 dans le duodénum et 79 dans le jéjunum)
ont ét¢ identifiés dans une gamme de tailles variant de 756 a 2239 m/z (Annexe 2). Ils
proviennent principalement de 1’actine et de la myosine. Il faut noter que parmi les 45
peptides différents issus de la myosine détectés dans les contenus duodénaux et jéjunaux, 5
étaient observés de fagon répétable alors qu’il y en avait 17 sur 65 pour I’actine.

Ces travaux sur les peptides originaires des protéines alimentaires apparus au cours
de la digestion ont aussi nécessité de les distinguer des peptides endogeénes. Un grand

nombre a ét¢ identifié, soit a 1’état post-absorptif, soit aprés un repas sans protéines, que ce
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Tableau 21 : Liste des peptides d'origine alimentaire identifiés par nano-LC-ion trap
MS/MS dans les contenus intestinaux de porcs équipés de deux canules, duodénale et
jéjunale, collectés pendant les 3 premicres heures apres 1'ingestion de viande bovine cuite
(faux-filet). Les peptides listés ont été identifiés dans au moins 3 animaux sur 4 a 'aide de
la base de données nr de NCBI (http://www.ncbi.nml.nih.gov) restreintes a 1'espece Bos
taurus. Les séquences bioactives contenues dans chaque peptide identifié sont reportées.

Protéine Position du  Séquence du m/z (M+H") Sf:quel.lces Activité biologique
parent fragment fragment bioactives
Duodénum
Actine 96-106 LRVAPEEHPTL 1261,70 VAP*? Antihypertensive
171-178 YALPHAIM 915,48 YALPHA ™°, Antihvoertensi
ALPHA *® ypertensive
Fructose-1,6- 19-31 TAHRIVAPGKGIL 134485 VAP*® Antihypertensive
bisphosphate PG*? Antithrombotique
aldolase
GA3PDH 231-240 FRVPTPNVSV 1115,62 - -
Myoglobine 147-154  YKVLGFHG 920,50 - -
Jejunum
Actine 31-41  AVFPSIVGRPR 1198,71 IVGRPR", Antihypertensive
GRP * b,
VE **FP?,
PR* RP°
GA3PDH 231-240 FRVPTPNVSV 1115,62 - -

Références : * Base de données BioPep (Dziuba et al., 1999), ° Vercruysse et al. (2005), © Sentandreu et
Toldra (2007).
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soit au niveau duodénal ou au niveau jéjunal. La plupart d’entre eux ont une origine
salivaire ou proviennent des sécrétions stomacales ou pancréatiques et sont

particuliérement riches en proline (Annexe 3).
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Tableau 22 : Liste des peptides d'origine alimentaire identifiés par nano-LC-ion trap
MS/MS dans les contenus intestinaux de porcs équipés de deux canules, duodénale et
jéjunale, collectés pendant les 3 premicres heures apres 1'ingestion de viande bovine cuite
(paleron). Les peptides listés ont été identifiés dans au moins 3 animaux sur 4 a l'aide de la
base de données nr de NCBI (http://www.ncbi.nml.nih.gov) restreintes a l'espece Bos

taurus. Les séquences bioactives contenues dans chaque peptide identifié sont reportées.

Position

Protéine Séquence du m/z  Séquences < e .
du + . . Activité biologique
parent £ fragment (M+H") bioactives
ragment
Duodénum
Actine 96-106 LRVAPEEHPTL 1261,70 VAP*? Antihypertensive
97-106 RVAPEEHPTL 1148,61 VAP® Antihypertensive
24-33  AGDDAPRAVF 1018,50 PR*? VF? Antihypertensive
171-178  YALPHAIM 915,48 YALPHA *°, Antihypertensive
ALPHA **
Myoglobine 111-124  AITHVLHAKHPSDF 158487 LH? Antioxydante
147-154 YKVLGFHG 920,50 - -
Jejunum
Actine 31-41  AVFPSIVGRPR 1198,71 IVGRPR", Antihypertensive
GRP *°, VF *
b
FP* PR* RP°
32-41  VFPSIVGRPR 1127,67 IVGRPR b, Antihypertensive
GRP *",
VE *"FP?,
PR* RP°
33-41 FPSIVGRPR 1028,60 IVGRPR b, Antihypertensive
GRP *°, FP*,
PR* RP°
33-40 FPSIVGRP 872,50 GRP™°,FP®  Antihypertensive
RP C
Créatine kinase 193-201 LFDKPVSPL 1015,58 VSP™° LF®° Antihypertensive
194-201 FDKPVSPL 902,50 VSP®*° Antihypertensive
GA3PDH 231-240 FRVPTPNVSV 1115,62 - -

Références : * Base de données BioPep (Dziuba et al., 1999), ° Vercruysse et al. (2005), © Sentandreu et

Toldra (2007).
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ABSTRACT

The release of peptides in the duodenum and jejunum of pigs during digestion of
cooked trout was investigated, using mass spectrometry analyses (MALDI-ToF and nano-
LC-ESI-ion trap MS/MS). Mainly short peptides (<2 kDa) were generated. They were
detected in majority within the first 3 hours of digestion. The peptidic composition of
digesta varied according to the intestine level: peptides identified in duodenum digesta
were characteristic of the result of protein digestion by pepsin, while peptides in jejunum
digesta appeared as a mixture of peptides generated earlier and fully or partly resistant to
digestive hydrolysis, and peptides generated by trypsin and chymotrypsin. In total, 17
proline-rich peptides derived from major abundant muscle proteins were identified. Twelve
of them contained bioactive sequences, corresponding mostly to an ACE inhibitory

activity.

KEYWORDS: Peptides; trout proteins; pig; digestion; mass spectrometry
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INTRODUCTION

The role of proteins as physiologically active components in the diet is being
increasingly acknowledged, among others reasons because they may represent a source of
bioactive peptides. Bioactive peptides have been defined as specific protein fragments that
have, in addition to their nutritional value, a positive impact on body functions and could
ultimately influence health. Once liberated in the body, they may act for example as
antihypertensive, antithrombotic, opioid, immunomodulator, antimicrobial, and antioxidant
peptides (I, 2). Many bioactive peptides reveal multifunctional properties (3). Such
peptides, varying in size from 2 to 50 amino acid residues, are inactive within the sequence
of the parent protein and can be released during gastrointestinal digestion, food processing
or by fermentation process (2).

While studies on the generation of bioactive peptides from foods have focused
primarily on milk, muscle proteins are another valuable source of potentially bioactive
peptides (4). For instance, various angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitor peptides
have been isolated from fish muscle protein hydrolysates such as sardine, bonito, tuna and
salmon, exerting an antihypertensive activity in vitro and/or in vivo after oral or
intravenously administration to spontaneously hypertensive rats (5). Recently, it was
reported that fish protein hydrolysates, obtained by controlled enzymatic hydrolysis of
muscle proteins displayed a significant antiproliferative activity in human cancer cell lines
in vitro (6) and the oral administration of a fermented fish protein concentrate to mice
enhanced gut associated non-specific immunity (7). However, to our knowledge, no study
has been performed in vivo in order to determine if bioactive peptides can be released by
the gastrointestinal digestion of fish muscle food.

In a previous study (8), we have evidenced the presence of low molecular weight,
yet unidentified, peptides in ready-to-eat rainbow trout flesh. The present study aimed at
characterising and identifying peptides in intestinal contents, after ingestion of cooked
rainbow trout flesh, using pig as an animal model. Complementary approaches of mass

spectrometry analysis by MALDI-ToF and nano-LC-ESI-ion trap MS/MS were developed.

MATERIALS AND METHODS

Animals. The study involved four 3-month-old female pigs (40.5 + 5.2 kg). Three
weeks before the experimentation, pigs were surgically fitted with a T-shaped cannula
(silicone rubber; 12 mm i.d., 17 mm o.d.) in the duodenum (10 cm downstream from the

pylorus) and the mid-jejunum (about 4 m downstream from the pylorus), and a catheter
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(polyvinyl chloride; 1.1 mm i.d., 1.9 mm o.d.) in the cava vein. Surgical procedures and
post-surgical care were conducted in accordance with national legislation on the care and
use of laboratory animals. Pigs were housed in individually pens (1 x 1.5 m) in a ventilated
room with controlled temperature (19 to 23 °C). They were given 800 g/d of a concentrate
food (Porcyprima, SANDERS Centre Auvergne, Aigueperse, France) distributed in two
equal portions at 8.00 and 16.00, and had free access to water.

Test meals. White dorsal fillets of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) were
collected after seven days of post mortem ice storage. Flesh was cooked under vacuum for
5 min at 70 °C in a water bath, and stored frozen until use. A control protein-free food
mixture was made of 47% free amino acids (in proportion close to the amino acid
composition of muscle), 23% wheat starch, 12% lard and 18% water. Each test meal
provided 40 g of crude protein, and was exclusively made of either cooked fish or the
control food mixture.

Experimental procedures. Both foods were tested on each animal. Test meals
were separated by at least two days. Duodenum and jejunum digesta sampling were
performed on two distinct test meals. The test meal was given at 9.00, i.e. after a fasting
period of at least 16 h. Digesta were continuously collected from 8.00 to 15.00 in cold
plastic bottles replaced each hour. Water intake was restricted to 250 mL/h. To prevent
dehydration, 1 L of Ringer-lactate solution was intravenously infused at a rate of 150 mL/h
throughout the sampling session.

Hourly collected digesta were immediately homogenised in a Waring Blender
(twice 5 s at high speed, separated by 5 s). A first fraction of the homogenate (about 10 g)
was used for dry matter determination (24 h at 104 °C). A second fraction (about 100 g)
was treated with perchloric acid (PCA) at 170 mM (final concentration). After vigorous
shaking, samples were kept on ice 15 min, and then centrifuged at 10,000g for 20 min at 4
°C. For the post-prandial period, fractions of supernatants (2% of hourly collected digesta)
were pooled to yield two samples per animal: a first pool representative of the three first
hours (PP1), and a second one representative of the three last hours (PP2). Post-absorptive
(PA: sample collected before the meal), PP1 and PP2 supernatants were filtered through
5000 Da cut-off filters (Vivaspin 15, VIVASCIENCE, Hanover, Germany) at 2,000g for 8
to 15 h at 4 °C. Filtrates were stored at -80 °C until analysis.

Mass spectrometry analysis. Matrix-assisted laser desorption ionization
(MALDI)-time-of-flight (ToF) analysis and nano-LC-ESI-ion trap MS/MS analysis were
performed as previously described by Bauchart et al. (9) with slight modifications
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Figure 1. Dry matter flux of duodenum and jejunum digesta in pigs before and after
ingestion of control protein-free food and cooked trout flesh.

Data are means (n = 4) + standard error.
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described as follows. Filtrates were spotted directly onto the MALDI plate without prior
treatment. Identification of peptides analysed by nano-LC-ESl-ion trap MS/MS was

performed within the nr database (http://www.ncbi.nml.nih.gov) restricted to selected fish

entries (Oncorhynchus and Salmo species).

Statistical analyses. A statistical procedure was applied to MALDI-ToF data to
determine whether peaks, at close m/z but originating from different spectra, were likely to
correspond to the same compound (9). For one sampling time (PA, PP1, PP2), only the
peaks gathered in a group consisting of data originating from at least 3 animals were
considered. A similar procedure was subsequently applied to determine which groups of

peaks corresponded to the same compound, across sampling times.

RESULTS

Intestinal transit. Dry matter flux kinetics (Figure 1) showed that, regardless of
the food ingested, about 90 and 75% of the total dry matter collected in the whole post-
prandial period were collected during PP1, for duodenum and jejunum, respectively.

Masses of peptides evidenced by MALDI-ToF. Representative spectra
corresponding to four digesta (PPl and PP2, duodenum and jejunum) collected after
ingestion of cooked trout flesh are presented in Figure 2. The list of peptides present in
digesta of at least 3 pigs is presented in Table 1. Compounds detected in the intestinal
contents of the post-absorptive period and after a protein-free control meal were removed
from the list, ensuring that listed peptides are of an alimentary origin, as opposed to
endogenous. Peptides, all with masses below 1520 Da, were most numerous in the first
three hours following the meal (PP1), both in duodenum (14 vs 2) or jejunum (12 vs 0).
Seven of them were common to PP1 duodenum and jejunum digesta.

Peptide identification by nano-LC-ESI-ion trap MS/MS. In total, 17 different
peptides present in digesta of at least 3 pigs were identified (Table 2), out of which 5
(theoretical m/z 881.53, 976.45, 1115.62, 1198.71 and 1261.69) had been previously
detected in PP1 by MALDI-ToF. Eleven and 7 peptides were identified in duodenum and
jejunum PP1 digesta, respectively. One peptide was common to both sampling sites.
Identified peptides originated from 6 proteins: actin, myosin (heavy, light 2 and light 3
chains), glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GA3PDH) and creatine kinase.
Overall, a particularity of the sequences was the high proportion of proline, accounting for
approximately 12% (13/107) and 14% (10/70) of all residues in peptides identified at the

duodenum and jejunum level, respectively.

105



Duodenum — PP1

1007  egg.317 1184.536 -197.4
280 502,277 1080485
2 601 | drioos 881360 10594866 1434.606
S0 724.285 1084.435 1261.586 1904.695
c 736,243 1o Lbd \ 1550.567
= 20 o et 1149.411 | 136p.57] 1672.762
X i 954808 |l1hda sed 97564 vy 943.564 2278811 549 2783.940 3
04 VALY "'l'm...md'l,mlﬂh‘..ml].hnt‘.utﬁ.‘.‘ AR B hoa A rbeimron ittt tuon st s isernin SO Q T QL i 2783:940 2074 774 .. 3226.363 3452918 .. 3693317,
600 1280 1960 2640 3220 4000
100, Duodenum — PP2 4418
280
@
60 -
S 1904.736
=] 40 1
= 501 1368.589
S5 o] Rulcih 944,200 (52453 1550545 17705985 2018701 ,1oceo Hune 2685.6¢ 914 3089.843 _ 3302.654 3624078 3808.101 |
600 1280 1960 2640 3320 4000
1001622 358 1198.622 J cjunum — PP1 4223
280
2 604
g 401 e 182.371
£ 976.389 :
= 20 ] ) mgd 1904.785
> 0 919399 L Ik iy {434,531 }791-#86' 2128.886 2311182 2502.749 2850.305 3193.207 3485.581 3760223 | g
600 1280 1960 2640 3320 4000
100 689.307 . 382.3
>80 Jejunum — PP2
2 60
8 40 1|E3]188  g04.456 510.800 1904.705
= 20 1’\: ? o7z | 0088 1356.692
o r 1061.491 692
S ) AR AR 002,254..1280.204, l 2135448 2321970 .. 26254 .56¢ 080.606 3342506 81.426 3813519 |
600 1280 1960 2640 3320 4000
Mass m/z

Figure 2. Representative MALDI-ToF spectra of duodenum and jejunum digesta collected from one pig during the 3 first hours (PP1) and the 3

subsequent hours (PP2) after ingestion of cooked trout fles
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Bioactive sequences within the identified peptides. Using the BioPep dadabase
(10) and by comparison with sequences either reviewed in Vercruysse et al. (5) or
evaluated more recently (/7), bioactive sequences were found within 12 of the identified
peptides (Table 3). They were mainly short sequences of 2 or 3 residues, with the
exception of sequences ALPHA, YALPHA and IVGRPR, all contained in actin fragments.

DISCUSSION

In digestive contents of pigs who had a meal constituted exclusively of cooked trout
flesh, we have identified 17 peptides issued from fish muscle proteins. Among these, 12
contained one or several sequences previously reported to exert a biological activity.

Digestive events proceeded rapidly after the meal: dry matter flux showed that most
of the ingested food had reached the jejunum level within 3 hours following the meal and
the vast majority of food-derived peptides evidenced by MALDI-ToF was detected in the
PP1 period. Very few peptides were repeatedly detected in the PP2 period, suggesting that
peptides earlier generated by digestion were rapidly further processed by transformation or
absorption. This is particularly true in the jejunum (no peptide listed in the PP2 period)
where all pancreatic proteases may have intervened and where absorptive events are
significant. Even in duodenum samples, reflecting mostly the result of the gastric proteases
activity, only 2 peptides were listed. Overall, this indicates that peptides that would be
generated by digestion of cooked trout would remain within the anterior intestine for a
limited time only, which oriented our decision to perform identification of peptides in PP1
digesta.

A noteworthy characteristic of the detected peptides is their homogeneity in size,
with an upper limit of 1520 Da. In previous works on peptides in muscle foods (9, §) and
using similar methods, ions at m/z up to 5000 were detected. Therefore, excluding the
hypothesis of a technical limitation, we can confidently propose that in the molecular
weight range 0-5 kDa, peptides generated by digestion of cooked trout that accumulate in
the intestinal lumen were relatively short. Data on the size of peptides generated in vivo
during digestion of proteins by gastric or intestinal enzymes are scarce. In humans, several
peptides of 6 to 12 amino acids were identified in stomach and in duodenum after ingestion
of milk or yogurt (/2). This peptide length corresponds well to sizes we observed.
Concerning in vitro studies, treatment of lamb meat by either pepsin or pancreatin
evidenced that fragments separated by SDS-PAGE progressively accumulated as digestion

proceeded (/3) but the lower molecular weight of peptides that can be observed in these
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Table 1. List of compounds (m/z 600 to 5000) detected by MALDI-ToF in pig duodenum
and jejunum digesta, collected during the 3 first hours (PP1) and the 3 subsequent hours
(PP2) after ingestion of cooked trout flesh. Listed compounds had an alimentary origin and

were found in at least three of the four animals.

Duodenum Jejunum
PP1 PP2 PP1 PP2
629.29 881.47 622.33 -
671.30 1042.82 684.35
685.37 685.37
688.35 692.33
692.33 881.47
881.47 976.50
1018.45 1115.89
1115.89 1148.44
1148.44 1158.59
1182.44 1182.44
1184.41 1198.75
1261.70 1434.17

1434.17
1520.77
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conditions is 8 kDa. In another study focusing on bonito muscle treated by artificial gastric
juice (14), all proteins were converted into peptides (<10 kDa) after 5 min and the
corresponding band on SDS-PAGE fainted drastically after 10 min, suggesting further
cleavage. Some peptides were identified in samples collected after 1 h of artificial
digestion and again, their lengths (8 to 15 amino acids) were consistent with sizes we
observed in vivo. In both studies where identification of peptides is available (/2, 14), the
analytical procedure involved separation of compounds by RP-HPLC, which might create
somehow a bias in the size of separated and identified peptides. Nevertheless, our present
results corroborate that, in the molecular weight range 0-5 kDa, mainly short peptides are
promptly released by digestive proteolytic enzymes and detectable in hydrolysates.

All identified peptides were fragments of abundant structural (actin, myosins) or
sarcoplasmic (GA3PDH, creatine kinase) muscle proteins. This is in agreement with the in
vitro demonstration that enzymes of the digestive tract can generate peptides from myosin
and more generally from water-insoluble (mainly myofibrillar) proteins of pork meat (15),
or from GA3PDH of bonito muscle (/4).

More specifically, the peptides we have identified in duodenum are characteristic of
peptides obtained after a pepsin hydrolysis: out of 11 available sequences, 9 possess an N-
terminal residue Y, F, I, V, A or L and 9 possess a C-terminal residue F, M, L, Eor Y, i.e.
the most frequent amino acids in such positions after digestion by pepsin (/6).

Along the course of digestion from the duodenum to the jejunum level, some
peptides (m/z 685.37, 692.33, 881.47, 1115.89, 1148.44, 1182.44, 1434.17 observed by
MALDI-ToF) resisted entirely proteolytic cleavage. Two were identified as fragments of
actin f(34-41) and GA3PDH f(232-241). In addition, creatine kinase f(192-203) was
probably issued directly from the fragment f(195-204) found in duodenum. When
examining the list of peptides present in jejunum digesta of at least 2 pigs (data not
shown), 12 peptides were specifically found in jejunum. Five peptides had a leucine
residue at the C-terminal position, which is a characteristic of a cleavage by porcine
chymotryspin C (/7) and 3 had a lysine or arginine C-terminal residue which corresponds
to the specificity of trypsin digestion (/8).

Overall, the detected or identified peptides were probably among the most resistant
to digestive proteolytic events. This is supported by the high proportion of proline in their
sequences, well above the average abundance in fish muscle proteins (/9), proline-rich

peptides being more resistant to digestive hydrolysis (20-22).
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Table 2. List of peptides identified by nano-LC-ion trap MS/MS in duodenum and jejunum

digesta extracts collected in pigs over the 3 hours (PP1) following ingestion of cooked

trout flesh. Listed of identified peptides were found in at least 3 of the 4 animals.

m/z Accession
Protein fragment + Sequence number of the Organism
(M+H") .
parent protein
Duodenum
Creatine kinase f(195-204) 1128.67 LFDKPVSPLL gi 64315 Oncorhynchus mykiss
Fast myotomal actin f(328-339) 145591 KIKIIAPPERKY gi 10953948 Salmo salar
Fast myotomal actin f(96-106) 1261.70 LRVAPEEHPTL gi 10953948 Salmo salar
Fast myotomal actin f(269-278) 1043.48 IGMESAGIHE gi 10953948 Salmo salar
Fast myotomal actin f(171-178) 91548 YALPHAIM gi 10953948 Salmo salar
GA3PDH {(245-254) 1163.64 TVRLEKPASY gi 15010816 Oncorhynchus mykiss
GA3PDH f(232-241) 1115.62 FRVPTPNVSV gi 15010816 Oncorhynchus mykiss
Myosin heavy chain f(835-842) 1021.65  YFKIKPLL 2i 21623523 Oncorhynchus keta
Myosin heavy chain f(109-115) 985.51 YNLKERY gi 21623523 Oncorhynchus keta
Myosin light chain 2 f(106-115) 1209.62 FKVLDPDATGF g1 7960275 Oncorhynchus kisutch
Myosin light chain 3 f(153-160) 928.56 FVKHVLSV gi 14335431 Oncorhynchus mykiss
Jejunum
Creatine kinase f(195-203) 1015.58 LFDKPVSPL gi 64315 Oncorhynchus mykiss
Fast myotomal actin f(241-252) 1334.68 SYELPDGQVITI gi 10953948 Salmo salar
Fast myotomal actin f(31-41) 1198.71  AVFPSIVGRPR gi 10953948 Salmo salar
Fast myotomal actin f(34-41) 881.53  PSIVGRPR gi 10953948 Salmo salar
Fast myotomal actin f(21-30) 976.45 AGFAGDDAPR gi 10953948 Salmo salar
GA3PDH 1(232-241) 1115.62 FRVPTPNVSV gi 15010816 Oncorhynchus mykiss
Myosin heavy chain f(1488-1497) 1190.53 NSYEEALDHL 2121623523 Oncorhynchus keta
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Many bioactive sequences found within peptides in digesta corresponded to a
hypertensive (ACE inhibitory) activity. This finding supports a previous suggestion that
ACE inhibitory peptides may be generated in the gastrointestinal tract after ingestion of
muscle foods (/6). However, to exert their function in the organism, ACE inhibitory
peptides must reach the blood stream, which would require further hydrolysis of identified
peptides by pancreatic enzymes or by various intracellular peptidases in enterocytes. Here
again, their high proportion of proline could constitute a protection against total hydrolysis
into free amino acids. A perspective of this work is therefore to evaluate the appearance of

food-derived peptides in plasma after ingestion of fish.

108



Table 3. Sequences, contained within peptides identified in PP1 digesta, which were

reported to have a positive impact on body functions (antihypertensive or antioxidative).

Protein fragment sequence

Bioactive sequence

Biological activity

Creatine kinase f(195-204) LFDKPVSPLL

Creatine kinase f(195-203) LFDKPVSPL

Fast myotomal actin f(328-339) KIKITAPPERKY
Fast myotomal actin f(96-106) LRVAPEEHPTL

Fast myotomal actin f(31-41) AVFPSIVGRPR

Fast myotomal actin f(34-41) PSIVGRPR

Fast myotomal actin f(21-30) AGFAGDDAPR

Fast myotomal actin f(171-178) YALPHAIM

GA3PDH {(245-254) TVRLEKPASY
Myosin heavy chain f(1488-1497) NSYEEALDHL
Myosin heavy chain f(109-115) YNLKERY

Myosin heavy chain f(835-842) YFKIKPLL

VSP *°¢
LF*¢

VSP *°¢
LF*°

KY ©
VAP ?
IVGRPR ©
GRP *¢
VF ¢
FP*®

PR*®

RP b
IVGRPR ©
GRP *¢
PR*®

RP®

PR*®

YALPHA *¢
ALPHA *¢

RL*®
HL*®
RY *¢

IKP *°

Antihypertensive

Antihypertensive

Antihypertensive
Antihypertensive

Antihypertensive

Antihypertensive

Antihypertensive

Antihypertensive

Antihypertensive
Antioxidative
Antihypertensive

Antihypertensive

References: * BioPep database (10), ° Sentandreu et al. (71), ¢ Vercruysse et al.

05).
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Abstract

Characterisation and identification of peptides (800 to 5000 Da) generated by
intestinal digestion of cooked meat were performed using mass spectrometry analyses
(MALDI-ToF and nano-LC-ESI-ion trap MS/MS). Four pigs fitted with cannula in
duodenum and jejunum were used. They received a test meal exclusively made of cooked
Pectoralis profundus beef meat. A protein-free meal was used to identify peptides of
endogenous origin. Most of the peptides reproducibly detected in digesta were evidenced
in the three first hours after the meal. In the duodenum, 11 meat-derived peptides,
characteristic of pepsin digestion, were identified. In the jejunum, 6 were identified and
were characteristic of chymotrypsin and trypsin digestions. All were short peptides (<2000
Da) particularly rich in proline residues. They were fragments of structural (actin, myosin)
or sarcoplasmic (creatine kinase, GAPDH and myoglobin) muscle proteins. Among 17
identified peptides in digesta, 12 of them contained bioactive sequences with an

antihypertensive activity. In conclusion, the present work showed that after meat ingestion,
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among the wide range of peptides produced by enzymatic digestion, some of them can be

reproducibly observed in intestinal digesta.

Introduction

Scientific interest in food-derived peptides presenting a biological activity has
grown considerably in the last decade. It introduces a completely new dimension to be
considered in the description of dietary protein quality. Bioactive peptides have been
defined as specific protein fragments that have, in addition to their nutritional value, a
positive impact on body functions or conditions and may ultimately influence health (Kitts
& Weiler, 2003). These beneficial health effects may be attributed to numerous known
peptide sequences exhibiting for example antihypertensive, antithrombotic, opioid,
immunomodulating, antimicrobial, and antioxidant activities (Kitts & Weiler, 2003;
Korhonen & Pihlanto, 2003). Most dietary proteins contain bioactive sequences, but the
corresponding peptides need to be released by proteolysis (food processing or fermentation
process, gastrointestinal digestion) in order to show a biological activity.

Many bioactive peptides have been identified in milk products (Clare &
Swaisgood, 2000; Rutherfurd-Markwick & Moughan, 2005) and, in comparison, little
information is available for meat products. Among the potential activities of peptides
derived from meat proteins, angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitory activity has
been the most extensively studied (Arihara, 2006; Vercruysse et al. 2005). Such ACE
inhibitory peptides have been identified after in vitro hydrolysis of animal muscle protein.
For instance, two ACE inhibitory peptides were found in thermolysin digest of porcine
skeletal muscle proteins (Arihara et al. 2001) and were later shown to have an in vivo
antihypertensive activity when administered orally to spontaneously hypertensive rats
(Nakashima et al. 2002). However, there is evidence to suggest that peptides produced by
in vitro digests yield different peptides compared to those generated in vivo. For example,
B-casomorphins fragments isolated from intestinal contents following ingestion of casein
(Meisel, 1986) are larger fragments than those found in in vitro digests. To our knowledge,
the occurrence of bioactive peptides in digesta after ingestion of meat has not been
investigated.

We have shown that proteolytic degradation during storage and cooking can
reproducibly generate small peptides in beef Pectoralis profundus meat (Bauchart et al.
2006). The present study aimed at characterising and identifying small peptides (<5 kDa)

generated by intestinal digestion of such meat, using pigs as an animal model for human.
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This was performed by means of mass spectrometry (MALDI-ToF and nano-LC-ESI-ion
trap MS/MS analyses).

Materials and methods
Animals

The study involved four 3-month-old female pigs (40.5 + 5.2 kg). Three weeks
before the experimentation, pigs were surgically fitted with a T-shaped cannula (silicone
rubber; 12 mm i.d., 17 mm o.d.) in the duodenum (10 cm downstream from the pylorus)
and the mid-jejunum (about 4 m downstream from the pylorus), and a catheter (polyvinyl
chloride; 1.1 mm i.d., 1.9 mm o.d.) in the cava vein. Surgical procedures and post-surgical
care were conducted in accordance with national legislation on the care and use of
laboratory animals. Pigs were housed in individually pens (1 x 1.5 m) in a ventilated room
with controlled temperature (19 to 23 °C). They were given 800 g/d of a concentrate food
(Porcyprima, SANDERS Centre Auvergne, Aigueperse, France) distributed in two equal

portions at 8.00 and 16.00, and had free access to water.

Test meals

A slab of Pectoralis profundus muscle was taken from 15-month-old Charolais
young bulls 30 min after slaughter, and aged 14 days under vacuum at 4 °C. The meat was
then cooked under vacuum for 90 min at 75 °C in a water bath and stored at -20 °C. Before
use, meat was thawed at 4 °C for 16 h.

A protein-free food was made of 47% free amino acids (in proportion close to the
amino acid composition of muscle), 23% wheat starch, 12% fat and 18% water. Each test
meal provided 40 g of crude protein and was exclusively made of either cooked PP or the
control food mixture. It was offered for 15 min and was always consumed entirely within

that time.

Experimental procedures

Both foods were tested on each animal. Test meals were separated by at least two
days. Duodenum and jejunum digesta sampling were performed on two distinct test meals.
The test meal was given at 9.00. Digesta were continuously collected from 8.00 to 15.00 in
cold plastic bottles replaced each hour. Water intake was restricted to 250 mL/h. To
prevent dehydration, 1 L of Ringer-lactate solution was intravenously infused at a rate of

150 mL/h throughout the sampling session.
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Hourly collected digesta were immediately homogenised in a Waring Blender
(twice 5 s at high speed, separated by 5 s). A first fraction of the homogenate (about 10 g)
was used for dry matter determination (24 h at 104 °C). A second fraction (about 100 g)
was treated with perchloric acid (PCA) at 170 mM (final concentration). After vigorous
shaking, samples were kept on ice 15 min, and then centrifuged at 10,000g for 20 min at 4
°C. For the post-prandial period, fractions of supernatants (2% of hourly collected digesta)
were pooled to yield two samples per animal: a first pool representative of the three first
hours (PP1), and a second one representative of the three last hours (PP2). Post-absorptive
(PA: sample collected before the meal), PP1 and PP2 supernatants were filtered through
5000 Da cut-off filters (Vivaspin 15, VIVASCIENCE, Hanover, Germany) at 2,000g for 8
to 15 h at 4 °C. Filtrates were stored at -80 °C until analysis.

Analytical methods

Chromatographic analysis of peptides in extracts was carried out using a HPLC
System (Kontron Instruments). Separation was done in a NUCLEODUR® C18 Pyramid
(110 A; 4.6 x 250 mm) with 5 pm particles (MACHEREY-NAGEL) at 30 °C in a column
oven and at a flow rate of 0.9 mL/min. The gradient was performed using two solvents (A:
0.1% trifluoroacetic acid or TFA in water, B: 0.1% TFA in 100% acetonitrile or ACN) and
formed as follows: 0% B up to 5 min, 0-60% B in 5-35 min and 60-100% B in 35-38 min.
Detection was done at 220 nm.

Carnosine concentration in extracts was determined by RP-HPLC using precolumn
derivatisation with O-phthaldehyde reagent (Bauchart et al. 2006).

Matrix-assisted laser desorption ionisation (MALDI)-time-of-flight (ToF) analysis
and nano-LC-ESI-ion trap MS/MS analysis were performed as previously described by
Bauchart et al. (2006). For MALDI-ToF analysis, masses were recorded in the m/z range
800 to 5000. m/z below 800 may not be reliably monitored by MALDI-ToF because of

interference by matrix-generated peaks.

Statistical analyses

A statistical procedure was applied to MALDI-ToF data to determine whether
peaks, at close m/z but originating from different spectra, were likely to correspond to the
same compound (Bauchart et al. 2006). For one sampling time (PA, PP1, PP2), only the

peaks gathered in a group consisting of data originating from at least 3 animals were
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Fig. 1. Dry matter flux in duodenum and jejunum of pigs before (PA) and after ingestion of

cooked Pectoralis profundus. PP1 = 0-3 h postfeeding; PP2 = 3-6 h postfeeding. Data are
means (n =4) + SEM.
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Fig. 2. Carnosine concentration in duodenum and jejunum of pigs before (PA) and after

ingestion of cooked Pectoralis profundus. PP1 = 0-3 h postfeeding; PP2 = 3-6 h

postfeeding. Data are means (n =4) = SEM.

Carnosine concentration, mg/100 g

H
o
]

0]
1

O Duodenum
W Jejunum

i
PA Meal

PP1

PP2



Etude expérimentale

considered. A similar procedure was subsequently applied to determine which groups of

peaks corresponded to the same compound, across sampling times.

Results

Kinetics of dry matter flux in pig intestine after cooked meat ingestion (Fig. 1)
showed that about 70 and 60% of the total dry matter collected in the whole post-prandial
period were collected in the three first hours after feeding (PP1), for duodenum and
jejunum, respectively. Significant amounts of carnosine were detected in duodenum and
jejunum digesta after meat meal. Carnosine concentration in digesta followed a pattern
similar to DM flux (Fig. 2).

As illustrated in Figure 3a, with data obtained in one pig, the RP-HPLC analysis of
digesta extracts collected after ingestion of the protein-free food revealed the presence of
numerous endogenous peptides. Similar chromatographic profiles were observed for
duodenum and jejunum, with characteristic peaks, such as peaks detected at about 5.0, 6.2,
8.3, 9.9, 15.3, 18.0, 19.5, 21.3, 23.4, 23.9, 24.2, 24.5, 24.9 and 27.4 min. After meat
ingestion (Fig. 3b) these peaks remained present and intense, but it was also observed a
global increase in absorbance at 220 nm across the retention times 15 to 25 min, indicative
of a large amount of peptide bonds. This increase was more prominent for digesta collected
in jejunum than for those collected in duodenum. Overall, this suggests that meat digestion
released a wide of variety peptides (<5 kDa), each in rather small amounts.

Although peptides up to 5000 Da should be extracted by the procedure we used
(PCA precipitation of proteins and ultrafiltration), MALDI-ToF analysis evidenced very
few compounds between 2000 and 5000 m/z in the digesta (Fig 4). The number of detected
compounds was greater in duodenum than in jejunum samples in PP1, but comparable in
duodenum and jejunum samples in PP2. On average 40 and 65% of the compounds
detected after cooked PP ingestion were already present after the protein-free meal for
duodenum and jejunum, respectively. Masses of peptides detected by MALDI-ToF in at
least 3 of the 4 pigs (later called “reproducibly” detected) in PP1 digesta extracts after
ingestion meat are listed in Table 1. All endogenous compounds, i.e. detected in the
intestinal contents of the post-absorptive period or after a protein-free control meal, were
removed from the list in order to keep only peptides of an alimentary origin. Compounds
reproducibly detected in PP1 were more numerous in duodenum than in jejunum (9 vs 5).
Two compounds (m/z 1115.68 and 1198.71) were common to duodenum and jejunum

digesta. Only one peptide (m/z 1018.50) was reproducibly detected by MALDI-ToF in
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duodenum digesta and none in jejunum digesta, in the second 3-h period (PP2) after
ingestion of meat.

Meat-derived peptides reproducibly evidenced by nano-LC-ESI-ion trap MS/MS
analysis in digesta extracts collected over PP1 are listed in Table 2. The identified peptides
came from 5 proteins: actin, myosin (heavy polypeptide 4), creatine kinase, glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase (GA3PDH), and myoglobin. Overall, a particularity of the
sequences was the high proportion of proline, accounting for approximately 13.1%
(14/107) and 15.5% (9/58) of all residues in peptides identified at the duodenum and
jejunum level, respectively. After the protein-free meal (data not shown) several fragments
of pepsin A precursor, trypsin precursor, pancreatic a-amylase precursor and salivary
proline-rich protein were identified in duodenum digesta. The same fragments of trypsin
precursor (f(87-95) IKLSSPATL and f(86-95) LIKLSSPATL) and proline-rich protein
(f(424-437) ARPLPGPPPPGPPP) were evidenced in duodenum and jejunum digesta.
Furthermore, the jejunum content was characterised by the presence of many more
fragments of salivary basic proline-rich proteins.

A research of potential biological activity of identified peptides was carried out
with the BioPep database (Dziuba et al. 1999) and by comparison with sequences either
reviewed in Vercruysse et al. (2005) and Sentandreu & Toldra (2006). No biological
activity corresponded to the entire identified peptide sequences. However, some potential
biological activity sequences were found within 12 of the identified peptide sequences
(Table 3). They were mainly short sequences of 2 or 3 residues, except for the sequences
IVGRPR, YALPHA and ALPHA, all contained in actin fragments. The most commonly

found potential biological activity was an antihypertensive effect.

Discussion

To our knowledge, this study is the first one intending to characterise and identify
peptides that are reproducibly generated by in vivo gastroduodenal digestion of meat. The
present study focused on peptides ranging from 800 to 5000 Da. The lower limit was
dictated by technical consideration, the upper limit was chosen in relation to the generally
reported size of bioactive peptides. MALDI-ToF analysis and nano-LC-ESI-ion trap
MS/MS analysis were complementary approaches. The first one was essentially used to
screen the peptide content of samples and the second one to reveal the identity of the
peptides. Some peptides were only detected by one of the two mass spectrometry analyses.

These discrepancies of detected compounds between these two mass spectrometry analysis
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Fig. 4. Representative MALDI-ToF spectra of duodenum and jejunum digesta collected

from one pig during the 3 first hours (PP1) after ingestion of cooked Pectoralis profundus.

Duodenum — PP1

Soon 113 436

% Intensity

2333093 2747 073

3023 343

r665.8

2473 B34 SETE T2

2640

100 510977

% Intensity

2270127 2E30.3ET 2B5E 453

]
3320 4000

r692.9

3325 074 3674 876

2640

Iass miz

]
3320 4000

Table 1. List of compounds detected by MALDI-ToF in pig duodenum and jejunum

digesta, during the three first hours after ingestion of cooked Pectoralis profundus. Listed

compounds has an alimentary origin and were found in at least three of the four animals.

Duodenum Jejunum
1018.50 976.45
1035.34 1115.68
1115.62 1158.59
1148.61 1182.44
1184.66 1198.71
1198.71
1261.70
1434.17

1520.77




Etude expérimentale

methods have already been observed (Person et al. 2003; Bauchart et al., 2006, 2007) and
can be attributed to the specific ionisation modes of the two techniques.

The kinetics of duodenal dry matter flux and duodenal carnosine concentration
illustrates the rapidity of gastric emptying after the meat meal. Furthermore, only one
peptide was reproducibly detected in digesta 3 to 6 h postfeeding. For these reasons,
peptide identification was limited to samples collected in the three first hours following the
meal. The use of a protein-free meal allowed to evaluate endogenous secretion contribution
and thus to study specifically meat derived compounds.

No peptide previously identified in cooked Pectoralis profondus (Bauchart et al.
2006), except carnosine, was found in digesta, and only two peptides detected in
duodenum digesta were still present in jejunum digesta. These observations clearly indicate
that gastrointestinal digestion brought about great changes in dietary proteins and peptides
leading to the generation of new peptides differing according to intestinal site. In the
present study, most of identified peptides in duodenum digesta, resulting from gastric
digestion, were characteristic of pepsin hydrolysis (Kageyama, 2002): out of 11 identified
peptides, 9 possessed a Y, F, L, or D residue at their N-terminal end and 7 peptides
possessed a M, F, or L residue at their C-terminal end. In the luminal phase of the small
intestine, products of peptic degradation are further cleaved by the pancreatic proteases
(trypsin, a-chymotrypsin, elastase and carboxypeptidase A and B) at more alkaline pH. In
the present study, 2 peptides among 6 identified peptides in jejunum digesta possessed a
leucine residue at the C-terminal end, characteristic of porcine chymotrypsin C hydrolysis
(Folk & Schirmer, 1965), and 3 had an arginine residue at the C-terminal end,
characteristic of trypsin hydrolysis (Gray & Cooper, 1971).

All compounds reproducibly detected in digesta by MALDI-ToF MS analysis were
at m/z lower than 1520 Da, and more generally very few compounds derived from cooked
Pectoralis profundus were found between 1520 and 5000 Da. This contrasts with the
compounds evidenced in the same cooked meat (Bauchart et al. 2006), for which masses
went up to 5000 Da. It suggests that dietary largest peptides (in contrast with carnosine) do
not escape stomach degradation and that the first steps of protein intestinal digestion are
fast enough to prevent accumulation of intermediary degradation products. The larger
number of reproducibly generated peptides in duodenum digesta compared to jejunum
digesta results most probably from a more homogenous digestion process in duodenum,
brought about mainly by one enzyme. In jejunum, the chromatographic profiles suggest

that more peptides are produced but with a higher composition diversity.
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Table 2. List of peptides identified by nano-LC-ion trap MS/MS in duodenum and jejunum

digesta extracts collected in pigs over the 3 first hours (PP1) following ingestion of cooked

Pectoralis profundus. Listed peptides had an alimentary origin and were found in at least 3

of the 4 animals.

Accession number

mz N Sequence Protein fragment of the parent
(M+H") .
protein
Duodenum
915.48 YALPHAIM Actin alpha 1, skeletal muscle f(171-178) gi 27819614
920.50 YKVLGFHG Myoglobin f(147-154) gi 73586735
1018.50  AGDDAPRAVF Actin alpha 1, skeletal muscle {(24-33) 2i 27819614
1021.65 YFKIKPLL Myosin, heavy polypeptide 4 £(326-333) gi 76643989
1115.62  FRVPTPNVSV GA3PDH {(231-240) gi 77404273
1128.67 LFDKPVSPLL Creatine kinase 1(193-202) gi 60097925
1148.61 LRVAPEEHPT Actin alpha 1, skeletal muscle f(96-105) gi 27819614
1184.66  YALPHAIMRL Actin alpha 1, skeletal muscle f(171-180) gi 27819614
1198.71 AVFPSIVGRPR Actin alpha 1, skeletal muscle f(31-41) gi 27819614
1251.62 DLAGRDLTDYL Actin alpha 1, skeletal muscle f(181-191) gi 27819614
1261.70 LRVAPEEHPTL Actin alpha 1, skeletal muscle f(96-106) gi 27819614
Jejunum
902.50 FDKPVSPL Creatine kinase f(194-201) gi 60097925
976.45 AGFAGDDAPR Actin alpha 1, skeletal muscle f(21-30) 2i 27819614
1015.58 LFDKPVSPL Creatine kinase f(193-201) g1 60097925
1115.62  FRVPTPNVSV GA3PDH {(231-240) gi 77404273
1127.67 VFPSIVGRPR Actin alpha 1, skeletal muscle f(32-41) gi 27819614
1198.71 AVFPSIVGRPR Actin alpha 1, skeletal muscle f(31-41) gi 27819614
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Proline-containing peptides were reported to be generally resistant to degradation
by digestive enzymes (Hausch ef al. 2002; Kaspari et al. 1996; Vanhoof et al. 1995).
Accordingly, most of the peptides identified in the present study, whether of an
endogenous or dietary origin, were particularly rich in proline residues. Furthermore, 3
peptides of endogenous origin e.g. trypsin precursor f(87-95) IKLSSPATL, {(86-95)
LIKLSSPATL, and proline-rich protein f(424-437) ARPLPGPPPPGPPP, and 2 peptides of
dietary origin e.g. GA3PDH {(231-240) FRVPTPNVSV and actin alpha 1 f(181-191)
AVFPSIVGRPR, evidenced at the duodenum were still present at the jejunum.

All meat-derived identified peptides came from structural (actin, myosin) or
sarcoplasmic (creatine kinase, GA3PDH and myoglobin) muscle proteins, in agreement
with our recent study on characterisation of peptide generated by cooked trout flesh
digestion (Bauchart et al. 2007). Moreover, there is some similarity between the peptides
identified in digesta after ingestion of cooked trout flesh or cooked bovine Pectoralis
profundus: 5/11 and 4/6 peptides identified in the present study in duodenum and jejunum
digesta, respectively, had been previously detected in digesta after ingestion of cooked
trout flesh. In duodenum digesta, peptides common to the two types of muscle-foods were
fragments of actin alpha 1 f(96-106) and f(171-178), myosin heavy polypeptide 4 {(326-
333), GA3PDH f(231-240) and creatine kinase f(193-202). In jejunum digesta, they were 2
fragments of actin alpha 1 f(21-30, 31-41), fragments of GA3PDH {(231-240) and of
creatine kinase f(193-201). This suggests that, whatever the origin of the animal muscle is,
protein digestion occurs with some similarities in terms of peptides release.

Most of bioactive sequences found within detected peptides in digesta corresponded
to antihypertensive activity. In thermolysin digest of porcine skeletal muscle, Arihara et al.
(2001) evidenced two myosin heavy chain fragments named myopentapeptides A and B
(MNPPK and ITTNP) with ACE inhibitory activity. Katayama et al. (2003) isolated an
ACE inhibitory peptide (RMLGQTPTK) from porcine troponin C hydrolysed with pepsin.
Antihypertensive peptides were also identified in thermolysin hydrolysate of chicken
muscle proteins (Fujita et al. 2000). More recently, Jang & Lee (2005) purified an ACE
inhibitory peptide (VLAQYK) from the hydrolysate of sarcoplasmic protein extracts from
beef rump by using the combination of thermolysin and proteinases A. None of these
fragments were identified in the digesta in the present study. Nevertheless, out of 15
identified peptides, 11 contained sequences with potential bioactivity. These sequences
might be released by peptidases associated to the brush border membrane of the

enterocytes or to intracellular peptidases (Vermeirssen et al. 2004). Then to exert their
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Table 3. Sequences, contained within peptides identified in digesta, which were reported

to have a positive impact on body functions.

. . . *
Protein fragment sequence Bioactive sequence

Biological activity

Actin alpha 1, skeletal muscle

f(21-30) AGFAGDDAPR PR*®
IVGRPR ¢
GRP *¢
f(31-41) AVFPSIVGRPR VF *¢
f(32-41) VFPSIVGRPR Fp*?
PR*®
RP°
f(96-106) LRVAPEEHPTL VAP ®
f(96-105) LRVAPEEHPT
f(181-191) DLAGRDLTDYL YL *¢
YALPHA *°
f(171-180) YALPHAIMRL ALPHA *°
RL a
YALPHA *°
f(171-178) YALPHAIM ALPHA °
Creatine kinase
f(193-202) LFDKPVSPLL VSP*®
f(193-201) LFDKPVSPL LF*°
f(194-201) FDKPVSPL VSp*®
Myosin, heavy polypeptide 4
(326-333) YFKIKPLL IKP *°

Antihypertensive

Antihypertensive

Antihypertensive

Antihypertensive
Opioid

Antihypertensive

Antihypertensive

Antihypertensive

Antihypertensive

Antihypertensive

" References: * BioPep database (Dziuba et al. 1999), ° Sentandreu & Toldra (2006), ¢ Vercruysse et al.

(2005).
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biological activity, ACE inhibitory peptides have to reach the blood stream. The possibility
of absorption into circulatory blood system of antihypertensive dipeptide has been
demonstrated in human (Matsui et al. 2002), and in spontaneously hypertensive rats,
antihypertensive activity of peptides derived from porcine skeletal muscle myosin was
observed after oral administration (Nakashima et al. 2002).

In conclusion, the present work showed that after meat ingestion, among the wide
range of peptides produced by enzymatic digestion, some of them can be reproducibly
observed in intestinal digesta. In a first step, we focused on peptide above 800 Da. Once
technical difficulties inherent to identification of peptides below 800 Da are solved, a
better description of the composition of the peptide fraction will be possible. Nevertheless,
it must be kept in mind that, although some peptides were shown to have a local action in
the intestine, biological activity of peptides are generally peripheral, thereby implying
peptide absorption. Such absorption has been occasionally proven for particular peptides

but this area definitely deserves further studies.
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Discussion générale

L'étude des flux de matiere seche des contenus digestifs de porc collectés pendant
6 h apres l'ingestion de chair de truite cuite ou de viandes bovines a révélé une vidange
gastrique rapide. En effet, la majeure partie du flux jéjunal des digesta est recueillie dans
les 3 h qui suivent le repas. De plus, la plupart des peptides mis en évidence par
spectrométrie de masse MALDI-ToF ont été détectés pendant ces 3 heures et trés peu dans
les 3 heures suivantes. C'est pourquoi nous nous sommes plus particulierement intéressés a
identifier les peptides alimentaires (< 5 kDa) dans les digesta collectés dans les 3 premicres
heures aprés le repas. Outre sa rapidité, D’efficacit¢ de la digestion des peptides
alimentaires doit étre remarquée. En effet, aucun peptide précédemment détecté dans la
chair de truite cuite et dans la viande bovine (pectoral profond) cuite (cf publications n°l
et 2) n'a été mis en évidence dans les digesta aprés l'ingestion de ces mémes aliments
indiquant qu’ils sont dégradés et/ou absorbés. De plus, alors que les peptides mis en
¢vidence dans les aliments cuits (chair de truite et viande bovine de pectoral profond)
avaient une masse allant jusqu'a 5 kDa, ceux détectés dans les digesta avaient une masse
inférieure a 2 kDa. Enfin, les peptides détectés différaient aussi selon le site intestinal de
prélévement. Ainsi, parmi les 138 peptides différents d’origine alimentaire identifiés,
quelle que soit leur fréquence, 31 seulement étaient repérés au niveau du duodénum et
aussi du jéjunum. Ces peptides "stables", apparemment plus résistants, provenaient des
mémes protéines que I’ensemble des peptides identifiés (46 vs 48% sous forme d’actine et
21 vs 24% sous forme de myosine). Plus généralement, les fragments peptidiques identifiés
sont issus de protéines majoritaires du muscle (actine, myosine et enzymes du métabolisme
énergétique). L’abondance relative de certaines protéines du muscle ingéré peut expliquer
I’identification de peptides spécifiques dans les digesta, par exemple un fragment de
parvalbumine apres ingestion de truite ou des fragments de myoglobine apres ingestion de
viandes. Il apparait donc que la détection et ’identification des peptides est efficace en ce
qui concerne les plus représentés quantitativement dans les digesta. Il est toutefois possible
que de trées nombreux autres peptides soient générés, y compris de fagon reproductible.

Une autre limite a ces observations sur les peptides issus des protéines alimentaires
est que seuls les peptides ayant une masse supérieure a 800 Da ont pu étre identifiés pour
le moment en raison de la méthodologie disponible. Il est donc possible que 1’identification

de peptides d’une taille inférieure conduise a des conclusions différentes.
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Les peptides d'origine alimentaire identifiés par nano-HPLC-ESI-IT MS/MS de
maniere reproductible dans les contenus digestifs de porc collectés au cours des 3
premicres heures apres l'ingestion de chair de truite et de viandes bovines cuites (pectoral
profond, faux-filet et paleron) ne représentaient que 20% des peptides identifiés. Ils étaient
principalement issus de protéines structurales (actine et myosine) et sarcoplasmiques
(créatine kinase, GA3PDH et fructose-1,6-bisphosphate aldolase) du muscle, ce qui est en
accord avec la génération de peptides issus de myosine (chaine lourde) de porc (Arihara et
al., 2001) et de GA3PDH de thon (Hasan et al., 2006) suite a une hydrolyse in vitro par des
enzymes digestives. Il faut noter que dans les viandes bovines, la contribution de la
myosine a cette production de peptides identifiés de fagon reproductible (comprise entre 0
et 6% selon les viandes) était nettement plus faible que celle de I’actine (entre 43 et 61 %)
alors qu’avec la truite, elle était de 22% pour la myosine et de 44% pour 1’actine. La
présence beaucoup plus aléatoire des peptides issus de la myosine des viandes bovines
suggere qu’ils sont plus sensibles aux phénomenes digestifs que ceux issus de I’actine.
Compte tenu du protocole, il n’est pas possible de savoir si les différences avec la truite
sont inhérentes a I’espéce ou a la conservation et la cuisson. Par ailleurs, les séquences
peptidiques identifiées de fagon reproductible étaient plus riches en résidus proline
(environ 15% des résidus) que 1’ensemble des séquences identifiées ou ils ne représentaient
que 8,6% des résidus. Or, il a été rapporté que les peptides contenant de la proline sont
généralement plus résistants a 1'hydrolyse digestive (Vanhoof et al., 1995 ; Kaspari et al.,
1996 ; Hausch et al., 2002). Ainsi, on peut alors en conclure que la plupart des peptides

mis en évidence dans les digesta de facon reproductible étaient parmi les plus résistants.

Par ailleurs, il est particulierement intéressant de noter que 9 séquences peptidiques
sur 18 identifiées de maniere reproductible dans les digesta aprés l'ingestion de chair de
truite cuite étaient exactement les mémes que celles issues de viandes bovines cuites. Il
s'agissait de fragments d'actine (96-106, 171-178, 31-41, 21-30), de créatine kinase (195-
204, 195-203), de GA3PDH (232-241) et de chaine lourde de myosine (835-842)
(Tableau 19). Cette observation est surprenante et tout a fait inattendue compte tenu des
matrices différentes que représentent la chair de truite et de la viande bovine. Ainsi, on
peut alors en déduire que certains peptides sont générés de facon constante au cours de
I'hydrolyse digestive, quels que soient le muscle originel et sa préparation. Seuls deux
peptides issus de la myosine (NSYEEALDHL, m/z 1190,533 ; FKVLDPDATGF m/z
1209,616) et un peptide issu de la GA3PDH (TVRLEKPASY, m/z 1163,643) ont été
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trouvés de facon reproductible dans les contenus digestifs apres ingestion de truite, alors
qu'ils étaient absents avec les autres aliments quel que soit le niveau de reproductibilité

(Annexe 2).

Les séquences bioactives trouvées a l'intérieur des peptides identifiés de manicre
reproductible dans les digesta correspondent principalement a une activité antihypertensive
(inhibiteur de I'ACE). Cet effet antihypertensif est une des activités les plus étudiées dans
les aliments riches en protéines en raison de son impact physiologique important pour
I'homme (Vercruysse et al., 2005 ; Arihara, 2006). De nombreux peptides a activité
antihypertensive ont été identifiés in vitro dans des hydrolysats de protéines musculaires.
Par exemple, deux peptides inhibiteurs de I'ACE, appelés myopentapeptides A et B
(MNPPK et ITTNP) ont été mis en évidence dans une séquence de chaine lourde de
myosine a partir d'hydrolysats de protéines de muscle de porc digérées par de la
thermolysine (Arihara et al., 2001). D'autres peptides a activité antihypertensive ont été
isolés a partir de la troponine C de porc hydrolysée avec de la pepsine (Katayama et al.,
2003), de protéines de muscle de poulet hydrolysées par de la thermolysine (Fujita et al.,
2000), et plus récemment, de protéines sarcoplasmiques de viande de beeuf digérées par de

la thermolysine et de la protéinase A.

Bien que certains peptides puissent avoir un effet local au niveau de l'intestin, la
plupart des peptides bioactifs ont une action périphérique et doivent étre absorbés intacts
pour exercer leur effet physiologique. L'absorption intestinale constitue une des étapes les
plus importantes dans I'activité biologique de certains peptides. Le passage des peptides a
travers l'entérocyte peut générer de nouvelles séquences peptidiques par l'action des
peptidases intracellulaires. On peut alors supposer que certaines séquences bioactives
présentes a l'intérieur des peptides identifiés dans les digesta seront libérées dans la
circulation sanguine.

Ainsi, I'étape suivante de ce travail a été de caractériser les peptides d'origine

alimentaire (viande bovine) dans le sang de la veine porte chez le porc.
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Figure 43 : Variation post-prandiale de la concentration artérielle en carnosine dans le

plasma de porcs (n = 4) aprés l'ingestion de faux-filet grillé, de paleron brais¢ ou du
mélange collier /caparacon grillé.
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Les valeurs sont des moyennes = SEM. Pour chaque temps, les valeurs moyennes avec des lettres différentes
sont significativement différentes (P<0,05).

Figure 44 : Variation post-prandiale du flux portal net de la carnosine chez des porcs
(n=4) aprés l'ingestion de faux-filet grillé, de paleron brais¢ ou du mélange
collier/caparagon grillé.
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IV.ETUDE DE L'ABSORPTION DES PEPTIDES

Introduction

Apres avoir €tudié la fraction peptidique des contenus digestifs de I’intestin gréle,
suite a l'ingestion de différentes viandes bovines, l'objectif de cette troisiéme partie de la
thése était d’explorer la fraction peptidique du plasma afin de mettre en évidence une
éventuelle absorption intestinale. Pour cela, nous avons utilisé le mini-porc comme animal
modele. L’approche expérimentale devait permettre a la fois de caractériser la fraction
peptidique dans sa totalité et de quantifier I’absorption de la carnosine dont nous avions
montré 1’abondance dans les contenus digestifs aprés ingestion de viande. Pour cela, les
animaux étaient équipés de cathéters permanents dans la veine porte et 1'aorte abdominale,
ainsi que d'une sonde débitmétrique sur la veine porte. Le faux-filet grillé et le paleron
braisé, précédemment étudiés, ont été¢ utilisés comme repas tests. En ce qui concerne
I’absorption de la carnosine, un troisieme aliment de teneur en carnosine intermédiaire a
été testé : un mélange de collier et de caparacon, viandes utilisées dans la réalisation du
steak haché. La quantité d’aliment distribuée était calculée de fagon a apporter la méme
quantité de protéine quel que soit I’aliment.

Les travaux de Gardner et al. (1991) ont montré qu’une partie de la carnosine
administrée par voie orale pouvait traverser intacte la barriére intestinale et apparaitre dans
le compartiment sanguin. De plus, une augmentation de la concentration en carnosine dans
du plasma humain a été observée suite aprés consommation de viande de beeuf (Park et al.,
2005). Ces derniers résultats suggerent que dans des conditions normales d’alimentation,
une part de la carnosine contenue dans les produits carnés peut résister aux peptidases
digestives et entérocytaires et apparaitre dans le compartiment sanguin. Cependant, aucune
¢tude ne permet d’estimer la quantité de carnosine réellement absorbée. Notre objectif était
donc de quantifier la libération de carnosine alimentaire dans la veine porte apres
l'ingestion de 3 viandes bovines de teneurs en carnosine différentes (cf publication n°5).

Nous avons également cherché a caractériser les peptides d'origine alimentaire
apparaissant dans la veine porte apres ingestion de faux-filet et de paleron. Dans la
littérature, les peptides pour lesquels une absorption intestinale a pu €tre mise en évidence
sont en général de faible poids moléculaire. Le spectrométre de masse MALDI-ToF que

nous avions utilisé jusque-1a n'étant pas adapté a I'é¢tude des peptides d'une taille < 800 Da,
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Tableau 23 : Paramétres de cinétique de la concentration artérielle ([Carn,y]) et du flux net
portal (PNF.,,) de carnosine déterminés apreés l'ingestion par des porcs (n = 4) de
différentes viandes bovines cuites (faux-filet, paleron, mélange collier/caparacon) pendant
7 h de période post-prandiale.

Faux-filet Paleron Collier/Caparacon
[Carn,,], pmol/L
Augmentation maximale 19,6 £2,0° 32 £1,3°¢ 7,6 £2,0°
Augmentation moyenne 94 +1,2° 1,4 +0,7° 3,6 £0,9°
PNFcarn
Augmentation maximale, pmol/h 334 +£59° 21 £7° 157 +75*°
Flux total, pmol/7 h 499 +78° 8 £25°¢ 332 £66°

Les valeurs sont des moyennes £ SEM. Les moyennes d'une méme ligne ayant une lettre différente sont
significativement différentes (P<0,05).

Tableau 24 : Liste des masses (m/z) des peptides alimentaires détectés par HPLC-ESI-Q-
ToF dans les contenus intestinaux (duodénum et jéjunum) et dans le plasma de la veine
porte de porcs collectés apres l'ingestion de viande bovine (faux-filet grillé ou paleron
brais¢) pendant toute la période post-prandiale (6 h et 7 h, respectivement). Les masses
listées ont été trouvées dans au moins 3 animaux sur 4 dans les digesta.

Aliment m/z (M+H") Occurences
Digesta Plasma

Faux-filet 315,169 3/4 1/4
391,207 3/4 2/4
415,248 3/4 2/4
446,255 3/4 3/4
517,314 3/4 3/4
568,313 3/4 2/4
624,329 3/4 1/4

Paleron 263,137 3/4 1/4
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nous avons utilis€ une autre technique de spectrométrie de masse, I’"HPLC-ESI-Q-ToF,
adaptée a la détection de peptides de masse inférieure 1500 Da (cf paragraphe 3.4.). Les
échantillons de contenus digestifs collectés au niveau du duodénum et du jéjunum dans
I’expérience précédente (cf partie Ill. de l'étude expérimentale) ainsi que les plasmas
préparés avec le sang de la veine porte au cours de 1’expérience présente, apres ingestion
de faux-filet et de paleron, ont été analysés par cette technique. L'ensemble des données de
masse obtenues a partir des digesta et des plasmas a ¢été ensuite traité par le logiciel
Markerlynx. Pour les digesta, les masses détectées dans les échantillons prélevés avant le
repas et apres ingestion de l'aliment sans protéines ont été considérées comme des masses
associées a des composés endogenes et donc retirées des listes de masses attribuables a des
composés provenant de la viande. Pour les échantillons plasmatiques, les masses présentes
avant le repas ont été retirées. Comme lors des études précédentes (cf publications n°3
et 4), nous avons concentré notre attention sur les peptides observés de fagon répétable, i.e.

présents dans les échantillons d’au moins 3 animaux.

Principaux résultats

Les concentrations en carnosine du faux-filet grillé, du paleron braisé, du mélange
collier et caparagon grillé étaient de 468,4, 162,2, 280,0 mg/100 g de viande,
respectivement. En période post-prandiale, la concentration artérielle de la carnosine n'était
pas significativement modifiée par l'ingestion de paleron tandis qu'elle augmentait
fortement entre 30 et 60 min apres 1'ingestion de faux-filet et du mélange collier/caparagon
(Figure 43). En accord avec ces résultats, le flux net de carnosine dans la veine porte
restait nul avec le paleron alors qu'il augmentait significativement aprés l'ingestion de
faux-filet et du mélange collier/caparagcon, avec un maximum atteint 1 h apres le repas
(Figure 44). C'est apres l'ingestion de faux-filet que I'augmentation de la concentration
artérielle en carnosine et du flux portal net de carnosine était la plus importante
(Tableau 23). Pour ces deux viandes, 1’apparition nette de carnosine dans la veine porte

représentait 22% de la carnosine contenue dans la viande ingérée.

L’analyse par HPLC-ESI-Q-ToF des contenus digestifs prélevés dans le duodénum
et le jéjunum a permis de révéler la présence répétable (3 animaux sur 4) d’un grand
nombre de composés d’origine alimentaire de rapport m/z inférieur a 1200 (Figure 45). Le

nombre de ces composés n’était pas différent apres ingestion de faux-filet ou de paleron.
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Figure 45 : Profil de masse des composés détectés par HPLC-ESI-Q-ToF dans les
contenus digestifs (a) et le plasma (b) aprés ingestion de faux-filet et de paleron. Ces
composés ¢taient présents dans au moins 3 des 4 animaux utilisés dans chacune des
expériences. Gamme de poids moléculaire théorique des peptides en fonction de leur
nombre d’acides aminés (c).
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Parmi eux, 29 étaient présents a la fois dans les digesta de faux-filet et de paleron. Quelle
que soit la viande ingérée, environ 70% des composés détectés avaient un rapport m/z
compris entre 300 et 700 (Figure 46).

Pour le plasma, le nombre de composés mis en évidence de facon répétable avec le
paleron était supérieur a celui obtenu avec le faux-filet (108 vs 24) (Figure 45). En
I’absence de mesures effectuées avec un aliment sans protéines et bien que nous ayons
soustrait les composés plasmatiques détectés avant le repas, nous ne pouvons donc pas
exclure que parmi ces composés certains soient d’origine endogeéne. Cependant, on peut
noter qu’un seul composé était commun aux 2 viandes testées, ce qui laisse supposer que
les profils obtenus avec chacun des aliments étaient en grande partie expliqués par des
composés d’origine alimentaire. La distribution par classe de masse des composés observés
dans le plasma était sensiblement différente de celle observée dans les contenus digestifs,
avec une plus forte représentation des composés dont le rapport m/z est compris entre 200
et 500. Cette classe de masse correspond plus spécifiquement aux di- et tripeptides
(Figure 45).

L'analyse conjointe des données de spectrométrie de masse par HPLC-ESI-Q-ToF
des contenus intestinaux et des plasmas collectés apres ingestion de faux-filet et de paleron
a révélé la présence dans le plasma de quelques composés d’origine alimentaire observés

de fagon répétable dans les contenus digestifs (Tableau 24).
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Figure 46 : Distribution par classe de poids moléculaire des composés détectés par HPLC-
ESI-Q-ToF dans les contenus digestifs (a) et le plasma (b) apres ingestion de faux-filet et
de paleron. Ces composés €taient présents dans au moins 3 des 4 animaux pour chacune
des expériences.
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ABSTRACT
Because of its physiological effects, carnosine (B-alanyl-L-histidine) can be
considered as a bioactive food component. The objective of this study was to assess the
quantitative significance of intact carnosine absorption, after ingestion of different beef
meats, using the minipig as animal model. In a preliminary experiment, we evaluated the

level of dietary carnosine in intestinal digesta of pigs (n = 4), after a meat meal (0.94 g of
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protein/kg of body weight) of grilled top loin (TL) or stewed shoulder (S). In accordance
with meat carnosine concentration (20.7 and 7.2 umol/g for TL and S, respectively),
intestinal carnosine concentration was greater for TL than S. For both meats, carnosine
flow to mid-jejunum was almost completed in the first three hours following intake, and
about half of the ingested carnosine disappeared from the intestinal lumen before the mid-
jejunum. In catheterized minipigs (n = 4), we assessed the portal net release of dietary
carnosine after a meat meal (1.4 g of protein/kg of body weight) of TL, S, and a blend of
grilled neck and brisket (NB, 12.2 umole of carnosine/g). Postprandial carnosine plasma
concentration and portal net release were not significantly affected after an S meal, but
they increased, proportionally to meat carnosine content, with NB and TL. For these meats,
carnosine net release throughout the whole postprandial period accounted for 22% of the
ingested carnosine. These results indicated that meat carnosine can be significantly
absorbed across the intestinal wall, and that carnosine bioavailability depends on carnosine

content of cooked meat.

KEY WORDS: Carnosine - small intestine - absorption - beef meat - minipig

INTRODUCTION

Carnosine (B-alanyl-L-histidine) is a cytoplasmic dipeptide found in various animal
tissues, including brain, skeletal muscle, liver, kidney, heart, and skin (1). Various
biological roles have been ascribed to carnosine, including proton buffering (2), reactive
aldehyde scavenging, prevention of protein crosslinking (3), and involvement in the
degradation of carbonylated proteins (4). It was reported that some dietary carnosine can
cross the gut barrier and appear intact in human plasma (5). Thus, through its biological
activities, carnosine can be considered as a bioactive food component with several
potential health benefits for humans, such as prevention of pathologies related to oxidative
damage, or to release of advanced glycosylation end products and reactive aldehydes e.g.
neurodegeneration or diabetes and its related complications (3, 6).

Carnosine is exclusively found in animal tissues, and meat is the main contributor
to carnosine supply in humans. Carnosine concentration was shown to increase in human
plasma after the consumption of beef (7), however it is not known how much carnosine is
actually absorbed intact across the intestinal epithelium, and how absorption is affected by
the type of ingested meat. The paracellular route is not dominant for carnosine absorption

(5). Thus, for intact absorption, carnosine has to cross the brush border membrane of the
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TABLE 1

Composition of cooked meat

Component Top loin Shoulder Neck-Brisket
(/100 g) blend
Water 67.0 60.8 62.1
Protein 27.7 33.5 25.7

Fat 5.1 5.8 12.1
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enterocyte to remain intact within the cell and to cross the basolateral membrane.
Carnosine is thought to be transported across the brush border membrane via the peptide
transporter PEPT1 (8). Less is known about its outflow through the basolateral membrane.
As suggested for small peptides, carnosine may reach the blood stream via a transporter
less sensitive to extracellular pH than PEPTI1, with lower substrate affinity but similar
substrate specificity (9). Although carnosinase (EC 3.4.13.3) is less abundant than in
kidney and liver, its presence has been evidenced in small intestine (10), and part of the
absorbed carnosine can be hydrolyzed within the enterocyte.

In this study, we investigated the quantitative importance of carnosine release in the
portal vein after ingestion of different, traditionally cooked beef meats, using the minipig
as animal model. In a preliminary study, we checked the occurrence of carnosine in

intestinal digesta of pigs after a meat meal.

MATERIALS AND METHODS

Meats. Top loin, shoulder, neck and brisket were taken from a Charolais cow. Meat
pieces were sampled 2 days post mortem at the slaughterhouse, and were matured 10 days
under vacuum at 4 °C. Top loin, neck, and brisket were then sliced (2 cm thickness) and
grilled at 380-420 °C until reaching a core temperature of 55 + 5 °C. After cooking, meats
were cooled to 4 °C and cut up. Shoulder was diced (3 cm x 3 cm) and braised for 10 min
with margarine (30 g/kg) before stewing in water for 135 min at 80 °C. All meats were
vacuum-packed and stored at -20 °C prior to utilization. Before use, meats were thawed at
4°C for 16 h. The proximate composition of meats is given in Table 1.

Animals. Surgical procedures and postsurgical care were conducted in accordance
with national legislation on the care and use of laboratory animals.

Experiment 1: Three weeks before the experiment, four 3-month-old female Large
White x Danish Landrace pigs (40.5 + 5.2 kg) were surgically fitted with a T-shaped
cannula (silicone rubber; 12 mm i.d.,, 17 mm o.d.) in the mid-jejunum (about 4 m
downstream of the pylorus), and a catheter (polyvinyl chloride; 1.1 mm 1.d., 1.9 mm o.d.)
in the vena cava.

Experiment 2: Three weeks before the experiment, four 6-month-old (21.3 £+ 0.5
kg) female Pitman-Moore minipigs (CEGAV, Passais-la-Conception, France) were
surgically fitted with catheters (polyvinyl chloride; 1.1 mm i.d., 1.9 mm o.d.) in the portal
vein and the abdominal aorta, and with a transit-time ultrasonic blood flow probe (12 mm

A-series; Transonic Systems, Ithaca, NY) around the portal vein (11). The portal vein
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catheter was placed via the splenic vein, with the catheter tip positioned in the liver hilus.
Minipigs wore a canvas harness to protect catheters and probe connectors.

Throughout both experiments pigs were housed in individual pens (1 x 1.5 m)
separated by plexiglass walls, in a ventilated room with controlled temperature (20-23 °C).
They were fed twice daily in equal amounts at 0800 and 1600 h, with a commercial diet
(18% protein (N-6.25), 2% fat, 5% cellulose, 6% ash) (Porcyprima, SANDERS, France),
and had free access to water. At the end of the experiments, animals were killed with an
1.v. injection of sodium pentobarbital (125 mg/kg body weight) (Doléthal; Vetoquinol,
Lure, France).

Experimental procedures.

Experiment 1: The experimental protocol included three periods. In the first period,
all pigs received a control meal, and in the two other periods, grilled top loin (TL) and
stewed shoulder (S) were tested according to a 2 x 2 crossover design. For each animal,
sampling sessions were separated by 7 d. Pigs were food-deprived from 1630 h on the day
prior to sampling. At 0900 h on the sampling day, they were offered a test meal exclusively
composed of meat, or the control meal. Each test meal provided 40 g of protein. The
control meal, without carnosine, was made up of 47% free amino acid mixture, 23% wheat
starch, 12% fat, and 18% water. The amino acid mixture was representative of beef meat
amino acid pattern. Ytterbium (Yb)-acetate, used as a transit marker, was incorporated (as
a powder) in a fraction (10%) of each test meal at a level of 1.2 mg Yb/g of meal dry
matter. Digesta were continuously collected from 0800 to 1500 h in cold plastic bottles that
were replaced each hour. On sampling days, water intake was restricted to 250 mL/h. To
prevent dehydration, 1 L of Ringer-lactate solution was intravenously infused throughout
the sampling session, at a rate of 150 mL/h.

Hourly collected digesta were immediately homogenized using a Waring Blender at
high speed (2 x 5 s spaced by 5 s). Homogenate was subsampled: 10 g were used for dry
matter (DM) determination, 200 g were lyophilized for Yb determination, and 100 g were
treated with perchloric acid (PCA) (170 mmol/L, final concentration). After vigorous
shaking, samples to which PCA had been added were kept on ice 15 min and then
centrifuged at 10,000 x g for 20 min at 4 °C. Fractions of supernatants (2% of hourly
collected digesta) from the postprandial period were pooled to yield two samples per
animal: a first pool representative of the first three hours (PP1), and a second one
representative of the last three hours (PP2). Postabsorptive (PA), PP1 and PP2 supernatants
were filtered through a 5000-Da cut-off filter (Vivaspin 15, VIVASCIENCE, Hanover,
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Germany) at 2,000 x g for 8 to 15 h at 4 °C. Filtrates were stored at -20 °C prior to
analysis.

Experiment 2: The 4 catheterized minipigs randomly received 3 test meals
exclusively composed of grilled top loin (TL), stewed shoulder (S), or a mixture of grilled
neck and brisket (40/60; blend used in hamburger) (NB). At least 2 days separated
sampling sessions. Before sampling, minipigs were deprived of food from 1700 to 1100 h
of the following day. Base-line arterial and portal blood samples were simultaneously
withdrawn at 1000, 1030 and 1100 h during the postabsorptive period. Then, at 1105 h,
minipigs were offered a test meal (30 g of protein/meal). Arterial and portal blood samples
were then taken at 1130, 1200, 1300, 1400, 1500, 1630 and 1800 h. Blood samples (5 mL)
were collected into cold syringes with lithium heparin as anticoagulant (S-monovettes,
Starstedt). Portal vein blood flow was continuously recorded during the sampling session.

Hemoglobin concentration, pH, bicarbonate ion concentration, and packed cell
volume (PCV) were immediately determined using an automatic blood-gas analyzer
(ABL510, Radiometer Co., Copenhagen, Denmark). The remaining blood was centrifuged
at 3,000 x g for 10 min at 4 °C. Plasma (300 uL) spiked with homocarnosine as internal
standard (30 uL, 10 umol/L) was vortexed with sulfosalicylic acid (SSA) (190 mmol/L,
final concentration) for 1 min, then left 15 min at room temperature and centrifuged at
10,000 x g for 15 min at 4 °C. The resulting supernatant was stored at -80 °C.

Analytical methods. Lyophilized postprandial digesta were pooled at 10% dry
matter of hourly collected digesta and homogenized with a mixer. Concentration of Yb in
these pools was determined using absorption spectrometry.

Carnosine content in cooked meat was determined by ion-exchange
chromatography on an HPLC System (BioTek Kontron, Rotkreuz, Switzerland) using
postcolumn derivatization with ninhydrin. Moisture, protein (Kjeldahl method), and crude
fat (ether extract) were analyzed according to the methods of the Association of Official
Analytical Chemists (12).

Carnosine concentration in digesta and plasma was quantified by RP-HPLC on a 5
um C18-HDO Uptisphere (Interchim) column (250 x 4.6 mm) using a pre-column
derivatization with O-phthaldehyde reagent adapted from the method of Maynard et al.
(13).

Total antioxidant capacity (TAC) of plasma was measured with the
iron/metmyoglobin absorption method (Randox Laboratories Ltd., Crumlin, UK). Data are

expressed as umol/L Trolox equivalents.
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Calculations. Yb jejunal recovery (% of intake) was calculated as:
Yb recovery = [Yb] x DM x 100/Ybing
where [Yb] is the concentration of Yb in pooled digesta, DM is the amount of dry matter
collected during the whole postprandial period, and Yb,, is the amount of ingested Yb.

Carnosine jejunal flux (mg/6 h) was calculated as:

Carnosine flux = (([Carnjej]pp1 X FMpp1) + ([Carnjei]pp2 X FMpp2)) x 100/YDb recovery
where [Carnjj]pp1, [Carn;cj]pp2 are carnosine concentrations in PP1 and PP2 digesta pool,
respectively, FMpp; and FMpp, are amounts of digesta fresh matter collected during the
PP1 and PP2 periods.

The portal net flux of carnosine in plasma (PNF.,,, umol/h) was calculated as
follows:

PNFcam = ([Carnper] X (Hbar/Hbport) - [Carnag]) x PPF
where [Carngor] and [Carn,y] are carnosine concentrations (umol/L) in arterial and portal
plasma, respectively, Hb, and Hb,o are hemoglobin concentrations (g/L) in arterial and
portal whole blood, respectively, and PPF is portal plasma flow (L/h).
PPF = PBF x (100 - PCV,0r)/100
in which PBF is portal blood flow (L/h) and PCV,. is packed cell volume in portal
blood (%).

Statistical analyses. Values in the text are means = SEM. Test meal effects on
[Carn,] and PNF,.,, were statistically analyzed using the repeated option of PROC
MIXED procedure of SAS (SAS/STAT® Users Guide, Release 8.1; SAS Institute Inc.,
Cary, NC, 2000), with subjects as random effect and time, group, time*group as factors.
When significant time*group interaction was found, the LSMEANS procedure was used to
test differences at specific times, between groups and within-groups vs baseline.
Postprandial area under the curve of PNF.,, was calculated integrating the difference
between postabsorptive and observed value, using the trapezoidal method. These data, and
data from experiment 1, were analyzed by ANOVA with the GLM procedure of SAS,
using a model with animal and test meal as independent variables. Means are considered

significantly different at P < 0.05.
RESULTS

Meat carnosine. Carnosine content of grilled top loin, stewed shoulder, grilled

neck, and grilled brisket was 20.7, 7.2, 13.0, and 11.8 umol/g of meat, respectively.
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Fig 1. Carnosine concentrations in arterial (a) and portal plasma (b), and carnosine net
release in the portal vein (¢) of minipigs (n = 4) after ingestion of grilled top loin, stewed
shoulder or a blend of grilled neck and brisket. Values are means = SEM. Data were
analyzed by a mixed-model ANOVA, and time*group interaction was significant
(P<0.0001) for carnosine concentrations and portal net release. For each time, mean values
with different letters are significantly different (P<0.05). Lines at the top of each graph

indicate a significant difference (P<0.05) from baseline for each curve.
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Carnosine in the digestive tract (Experiment 1). Animals always ate the whole
meal in less than 15 min. Carnosine concentration in jejunal content was not significantly
different from zero in PA, PP1 and PP2 samples with the control meal, and in PA samples
with meat meals. After meat ingestion, jejunal carnosine concentration was greater (P <
0.05) with the TL than with the S meal (0.82 = 0.27 vs 0.23 = 0.01 mmol/g in PP1, and
0.17 £ 0.02 vs 0.06 + 0.03 mmol/g in PP2). Postprandial carnosine flow to the jejunum was
greater (P < 0.05) for TL than for S (1.48 = 0.27 vs 0.35 + 0.04 mmol/6 h, respectively).
When expressed as a proportion of carnosine ingestion, this flow was not different between
TL and S meals (P > 0.10), and accounted for about 50% of carnosine intake. Carnosine
flow to the jejunum was almost completed in the first three hours following meal intake:
PP1 accounted for about 90% of the total postprandial flow for both meats.

Portal vein net release of carnosine (Experiment 2). Minipigs always ate the
whole meal in less than 15 min. Average portal blood flow (PBF) during the
postabsorptive period was 49 + 2 mL-min"'*kg™'. The time-variations in PBF throughout the
postprandial period were not significantly affected by the nature of the meat. PBF
increased by about 20% during the first hour following the beginning of the meal and then
gradually decreased to attain the level of the pre-feeding period 2-3 h later.

Carnosine intake was 2246, 645, and 1494 ymoles for TL, S, and NB, respectively.
Whereas [Carn,¢] was not affected by the ingestion of S, it sharply increased between 30
and 60 min after the meal of TL and NB (Fig. 1a). The same pattern was observed for
portal carnosine concentration (Fig. 1b).

Postabsorptive portal net flux of carnosine was not significantly different from zero
(-7 £ 8 umol/h). Portal net flux of carnosine (PNF.,,) was not affected by ingestion of S
but it significantly increased after the meal of TL and NB (Fig. 1¢), and for both meats
maximum PNF.., was reached 1 h after the meals. It returned to the basal level after 2 h
and 3 h for NB and TL, respectively. Portal net release of carnosine throughout the
postprandial period calculated from PNF,, integration, was 499 + 78, 8 + 25, 332 + 66
umol/7 h accounting for 22.2 + 3.5 and 22.3 + 4.4 % of carnosine intake for TL and NB,
respectively.

Whatever the meat, blood pH increased after the meal (Fig. 2a). Its variation with
time was not affected by the type of meat. Postprandial pH increase was linearly related to
the increase in blood HCO;™ concentration (r* = 0.33; P<0.0001) (data not shown).

Whatever the meat, plasma TAC increased during the first hour following the meal

(Fig. 2b). No significant differences were seen between the kinetics observed with the
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Fig 2. Blood pH (a) and total antioxidant capacity (TAC) of plasma (b) in minipigs (n = 4)

after ingestion of grilled top loin, stewed shoulder or a blend of grilled neck and brisket.

Values are means = SEM. Lines at the bottom of each graph indicate a significant

difference (P<0.05) from baseline for each curve.
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different meats. Nevertheless, TAC was linearly related to carnosine concentration in

plasma samples, TAC = 4.051 [Carngy] + 817 (> = 0.32; P<0.001) (data not shown).

DISCUSSION

In raw beef meat, reported carnosine concentrations range from 10 to 20 umol/g
(14-18). Differences between meat may be explained by the muscle oxidative patterns,
carnosine level being lower in muscles with a high proportion of oxidative muscle fibers
(14), by animal breed and production system (16, 17), and by slaughter age (16). Carnosine
level in beef meat is not affected by storage time (16, 19), but can be altered by cooking. In
grilled meat, carnosine concentration (on a fresh matter basis) tends to increase (7, 18),
although it slightly decreases when expressed on the basis of the dry matter (18). In stewed
red meat, decrease in carnosine concentration by up to 30% has been reported (19, 20)
which is consistent with the low level of carnosine observed in cooked shoulder in the
present study.

Dietary carnosine can be absorbed if it is not rapidly and fully hydrolyzed in the
intestinal lumen. In the present study, we observed in young pigs that, after a meat meal,
about half of the ingested carnosine flowed to the mid jejunum. Whether the remaining
carnosine has been absorbed in the first part of the intestine or degraded is not known. In
vitro studies suggested that carnosine in cooked meat is not very sensitive to pepsin and
pancreatin digestion (21). Nonetheless, our data show that even if carnosine is hydrolyzed
in the gut lumen, this degradation is not rapid enough to prevent its absorption. Carnosine
concentration in the intestinal lumen appeared to be related to the amount of ingested
carnosine, intestinal concentrations being greater after top loin ingestion than after
shoulder ingestion.

Gardner et al (5) were the first to investigate the possibility of the intestinal
absorption of intact carnosine in humans. They observed a substantial increase (+ 80
umol/L) in plasma carnosine concentration within the hour following oral administration
of carnosine, and a rapid decline in the next hour. In humans, plasma carnosine
concentration increased (+ 144 umol/L) after consumption of a ground beef meal
containing 267 mg of carnosine (7). Although the magnitude of the variation was lower in
the present study (+ 22 umol/L with top loin), the increase in minipig plasma carnosine
concentration showed a similar pattern: rapid increase during the first postfeeding hours,
maximum concentrations 2-3 h postfeeding and return to baseline 6-7 h postfeeding.

Furthermore, maximal values of plasma carnosine were closely related to carnosine intake.
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Plasma concentrations remain difficult to interpret because they result from entry rate in
plasma (endogenous production and intestinal absorption) and disappearance rate
(degradation, uptake by tissues). In the present study, the minipig model allowed us to
focus on carnosine intestinal absorption.

After carnosine oral administration in humans, carnosine excretion in the urine was
shown to account for up to 14% of ingested carnosine (5). From these data, it was however
not possible to quantify true intestinal absorption. If we assume no significant uptake of
arterial carnosine and no significant synthesis of carnosine by the portal drained viscera,
portal net release of carnosine reflects intestinal absorption. In the present study, the portal
net release of carnosine accounted for about 22% of the intake for top loin and the neck-
brisket blend. Surprisingly, no significant portal net flux of carnosine was detected after
shoulder intake, and there was no significant increase in arterial carnosine. Cooking
conditions for shoulder were more drastic than for the other meats, and a lower small
intestinal digestibility of carnosine might be suspected. Indeed, although no difference in
jejunal digestibility between grilled top loin and stewed shoulder was detected in the
digestion study, carnosine adduct formation during prolonged cooking may reduce
carnosine digestibility in the distal part of the small intestine. The absence of carnosine net
release into the portal vein could also be due to a threshold effect: below 700 pmole of
carnosine ingested, all dietary carnosine would be sequestrated in the small intestine.
Above this value, carnosine net release in blood would be proportional to carnosine intake.
This threshold for carnosine net release in bloodstream would be mainly related to an
overflow of the intestinal carnosinase activity.

Among its different potential activities, carnosine pH buffering capacity is the most
widely accepted. In the present study, owing to the high protein content of the meals, a
postprandial decrease in pH could have been expected as a consequence of oxidation of S-
containing amino acids to H,SO4. Conversely, whatever the ingested meat, blood pH
increased after the meal. This increase was mainly related to the postprandial increase in
blood bicarbonate, leading to the recognized postprandial ‘alkaline tide’ (22). Under these
conditions, it was impossible to detect any “anti-acidosis” effect of dietary carnosine in
blood. Nevertheless, it was shown in humans that oral supplementation with chicken breast
extract, which is a rich source of histidine dipeptide, enhances nonbicarbonate blood pH
buffering during intense intermittent exercise (23).

In humans, serum TAC was shown to increase after a meat meal, without any

contribution of serum urate level increase, and a similar increase was observed after oral
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administration of carnosine alone (24). In the present study, we also observed a
postprandial increase in plasma TAC level after a meat meal in minipigs. Although it was
impossible to relate this increase in plasma TAC to carnosine meat content, regression
analysis showed that up to 30% of TAC variations could be explained by plasma carnosine
increase.

In conclusion, the results of this study provide further evidence that small peptides
can cross small intestinal epithelium, and reach the bloodstream. After a meal of meat, a
significant amount of carnosine is released into the portal blood, depending on the amount
of carnosine intake. Owing to its numerous health benefits, carnosine should be considered

when defining the nutritional value of meat.
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Discussion générale

"If we continue to look only for free amino acids we shall find only free amino
acids ; peptides cannot be expected to declare their presence" écrivait Matthews dés 1991.
Malgré cela, I’apparition dans le sang porte de peptides d’origine alimentaire reste a ce
jour peu documentée. Pourtant, la possibilit¢ d’une absorption de peptides sous forme
intacte a travers l'épithélium intestinal a bien été démontrée. Il s'agit essentiellement de
I’absorption de di- et tripeptides, tels que la carnosine (Gardner et al., 1991 ; Park et al.,
2005), les séquences GG (Adibi, 1971), VY (Matsui et al., 2002) et GGG (Matthews et
Adibi, 1976). Des peptides de plus de 4 acides aminés issus du CMP et de fragments des
cas¢ines ont é¢galement été détectés dans le plasma apres l'ingestion de lait et de yaourt
chez I'homme (Chabance et al., 1998). De méme, des fragments de CMP ont été¢ mis en
¢vidence dans le sang suite a 1'ingestion de Phe-CMP chez le rat (Fosset et al., 2002).

Nos travaux (cf publication n°5) démontrent de facon directe (flux porte) la
possibilité d’une absorption d’un dipeptide, la carnosine, aprés I’ingestion d’un repas
contenant de la viande. Dans nos conditions expérimentales, la quantit¢ de carnosine
absorbée représente pratiquement un quart de la carnosine ingérée pour deux des viandes
testées (faux-filet et mélange collier/caparagon). Par contre, pour la troisieme viande testée
(paleron), qui présentait la plus faible teneur en carnosine, aucune absorption n’a pu étre
mise en évidence. Ceci pourrait s’expliquer par un effet de seuil, la concentration dans les
digesta en un peptide donné devant atteindre un niveau suffisant pour permettre son
apparition dans le compartiment sanguin. Cependant, d’autres hypothéses peuvent
¢galement €tre avancées pour expliquer cette observation. Le mode de cuisson du paleron
¢tait différent de celui des deux autres viandes, la cuisson longue du paleron pourrait avoir
diminué la disponibilité intestinale de la carnosine et limité son absorption. Il est ¢galement
possible que I’effet de seuil soit d{i, non pas a la concentration dans les aliments et par
conséquence dans les digesta, mais plutdt aux limites analytiques (seuil de détection).

Au cours de cette étude, nous avons également entrepris une recherche plus
systématique des peptides d’origine alimentaire dans le plasma, en utilisant une technique
de spectrométric de masse récemment développée dans le cadre des études de
"métabolomique", 'HPLC-ESI-Q-ToF. Dans un premier temps, nous avons utilisé¢ ce
spectrometre de masse pour obtenir des profils de masse des composés présents dans les
¢chantillons. Bien que les deux aliments testés (faux-filet et paleron) soient tous deux issus

de muscles relativement proches en terme de composition biochimique, nous avons pu
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mettre en évidence des différences dans le profil et le nombre de composés détectés de
fagon répétable dans le plasma apres ingestion de ces aliments. L’ingestion de paleron,
viande qui se distinguait par une teneur €levée en collagéne et une cuisson longue, a
conduit a une présence répétable d’un plus grand nombre de composés. Ce sont
principalement des peptides d'une taille inférieure a 700 Da, parmi lesquels on pourrait
s’attendre a retrouver des di- et tripeptides.

Notre tentative de rapprochement des données obtenues sur les contenus digestifs et
les plasmas a été¢ peu fructueuse dans la mesure ou peu de composés détectés dans le
plasma étaient également présents dans la lumicre intestinale. Ceci suggere une
dégradation importante des peptides a l'intérieur des entérocytes par les peptidases
cytosoliques, ce qui aurait pour conséquence un remodelage du profil peptidique. 1l faut
cependant garder a ’esprit que les prélévements de contenus digestifs et de plasma n’ont
pas été effectués au cours d’'une méme expérience et sur les mémes animaux et considérer
ces résultats avec prudence. De plus, I’identification des composés n’a pas encore été
réalisée et il est probable que tous ne soient pas des peptides. Ces travaux seront donc
poursuivis par [’identification des composés d’intérét, a partir de leur spectre de

fragmentation.
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Discussion finale et perspectives

Lorsque ce travail de thése a été entrepris, la notion de peptides bioactifs était déja
ancienne. Elle reposait essentiellement sur la mise en évidence de propriétés
physiologiques attribuées a des fractions des protéines alimentaires. Le développement des
¢tudes basées sur I’analyse de ce concept a conduit a la multiplication des composés
potentiellement actifs et des fonctions susceptibles d’y étre sensibles. Toutefois, la plupart
des travaux portaient sur les protéines laitieres, évaluaient le potentiel d’activité
d’hydrolysats, le plus souvent in vitro, mais aussi dans certains cas in vivo et cherchaient a
identifier le ou les composés actifs. Si certaines études cherchaient a connaitre aussi le
devenir des composés actifs lors de la digestion, rares sont celles qui ont aussi cherché a
suivre in vivo la génération du composé actif et son absorption. C’est plutdt cette dernicre
approche qui a inspiré ce travail dont 1’objectif était d’élaborer une stratégie et une
méthodologie permettant de détecter des oligopeptides alimentaires susceptibles d’étre
actifs au niveau du tractus digestif ou des autres organes apres absorption et de 1’appliquer
au cas des produits carnés (viande ou poisson). La démarche a donc été¢ de rechercher, a
I’aide des outils de la peptidomique puis de la métabolomique, des oligopeptides bien
caractérisés, qui présentent des caractéristiques de stabilité¢ dans 1’aliment ou dans la
lumicre digestive ou dans le compartiment sanguin et éventuellement des séquences
compatibles avec une activité physiologique par une action au niveau du tractus digestif
avant absorption ou au niveau d’autres organes apres avoir €té absorbés. La mise en ceuvre
de cette stratégie a 1’¢tude des produits carnés a conduit a examiner la composition
peptidique originelle des muscles puis lors de leur transformation en aliments
(conservation/maturation et cuisson), puis celles des contenus digestifs et enfin du plasma
de la veine porte. Bien que ce travail ne soit pas totalement achevé puisque la
caractérisation des peptides générés par un repas de viande dans le compartiment sanguin
n’est pas terminée ou incertaine, il a apporté un ensemble de résultats originaux qui
devraient permettre de mieux orienter la recherche de peptides bioactifs, notamment dans

les produits carnés.

La premicere partie du travail expérimental a montré que dans le muscle de truite ou
de bovin, les peptides prépondérants étaient les dipeptides de 1’histidine et le glutathion et
que les oligopeptides protéiniques étaient quantitativement peu abondants mais présents de
facon reproductible pour certains d’entre eux. Les conditions de conservation et de cuisson
des aliments issus de ces muscles n’ont eu que peu d’influence sur les concentrations en

dipeptides de I’histidine et en glutathion, ce qui fait de ces aliments des sources de ces
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composés nutritionnellement intéressants. En revanche, la maturation et surtout la cuisson
longue de la viande ont produit de nombreux oligopeptides protéiniques de fagon tres
reproductible pour un grand nombre d’entre eux. La diversité des ces oligopeptides n’a pas
pu étre completement mise en évidence, notamment chez la truite, par 1’identification de
chacun d’entre eux, probablement en raison de leur faible abondance. Il serait intéressant
de savoir quelles sont les conséquences sensorielles et nutritionnelles de la présence de ces

oligopeptides dans la viande cuite.

Des résultats originaux ont été obtenus lors de 1’¢tude des différentes phases
digestives de la génération d’oligopeptides, et particuliecrement novateurs dans le cas des
protéines carnées. Si aucun peptide ayant une masse comprise entre 2300 et 5000 Da n’a
¢été détecté dans les fractions extraites des contenus digestifs, de trés nombreux composés
I’ont été pour des masses inférieures, notamment des composés de faible masse (< 800 Da)
dont il faudra confirmer qu’il s’agit d’oligopeptides apres identification. Parmi les peptides
identifiés (entre 700 et 2300 Da), la plupart d’entre eux apparaissaient de facon
apparemment aléatoire. IlIs provenaient principalement de 1’actine et de la myosine. Cela
indique que la digestion de ces protéines majeures du muscle libére une grande variété de
peptides, méme si certains sont apparentés et se distinguent seulement par la perte d’un ou
deux acides aminés.

Toutefois, pour environ 20% de ces peptides identifiés dans les digesta, leur
présence était beaucoup plus constante. D’une taille comprise entre 800 et 1600 Da, ils
provenaient d’abord de 1’actine et comportaient une ou plusieurs séquences ayant montré
des propriétés inhibitrices de I’ACE. D’autres protéines musculaires comme la créatine
kinase et la GA3PDH ont aussi fourni au moins un peptide observé de fagon répétable. La
contribution de la myosine était plus épisodique. On peut penser que c’est plutdt dans la
population de ces peptides observés de fagon répétable, apparemment moins sensibles a
I’action des protéases et peptidases, qu’il convient de rechercher d’éventuels peptides
bioactifs ou précurseurs de peptides bioactifs. Cette action des protéases conditionne la
nature des profils peptidiques observés. Ainsi, ils étaient relativement différents dans le
duodénum (résultat de 1’action des protéases gastriques) et le jéjunum (résultat de 1’action
des protéases gastriques, pancréatiques et intestinales, et aussi de 1’absorption intestinale)
car seulement 2 peptides étaient communs sur les 28 détectés avec les 4 aliments.
Cependant, a un niveau donné de [I’intestin, certains peptides étaient présents

systématiquement, avec les 3 viandes et méme la truite. Si une activité biologique devait
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leur étre attribuée, elle serait commune a tous ces aliments. Par contre, trés peu de peptides
spécifiques d’un aliment donné figuraient parmi les peptides les plus constants : trois
seulement dans les contenus de duodénum étaient spécifiques de la truite et pourraient
donc étre vecteurs d’effets particuliers a cet aliment (deux issus de chaines légeres de la

myosine et le troisieme de la GA3PDH).

Les travaux sur 1’absorption des peptides d’origine alimentaire sont moins avancés
mais ils sont prometteurs. D une part, 1’étude sur 1’absorption de la carnosine a clairement
mis en évidence dans quelle mesure la viande bovine était une source alimentaire majeure
de ce peptide musculaire. D’autre part, deux observations suggerent congriiment
I’absorption de nombreux peptides alimentaires. Ce sont I’apparition d'un grand nombre de
composés spécifiques dans le plasma de la veine porte observés de facon répétable apres
un repas de viande, et le fait que certains d’entre eux présentent des caractéristiques
(masses et temps de rétention chromatographiques) qui ont aussi été observées dans les
contenus digestifs. De plus, contrairement a ce qui était constaté dans les contenus digestifs
pour des peptides de plus grande taille, les composés détectés dans le plasma de la veine
porte paraissaient beaucoup plus spécifiques de I’aliment, méme pour des aliments aussi
proches que le faux-filet et le paleron. Si c’est confirmé, cela illustrerait le role majeur de
I’intestin dans le remaniement des peptides absorbés et I’existence de mécanismes
semblables a celui mis en évidence pour la carnosine, conditionnant leur passage au niveau

sanguin a leur abondance dans la lumiére intestinale ou dans les entérocytes.

Ces ¢tudes montrent donc que la viande bovine et la truite sont des sources
potentielles de peptides bioactifs puisqu’elles sont susceptibles de fournir des peptides
présentant des caractéristiques de stabilité et de séquence compatibles avec une activité
physiologique, soit au niveau du tractus digestif avant absorption, soit au niveau d’autres
organes apres avoir été absorbés. Elles comportent cependant certaines limites.

Certaines sont d’ordre analytique.

En effet, malgré leur potentiel impressionnant, les techniques de peptidomique et de
métabolomique utilisées ne permettent pas de dresser des listes exhaustives des peptides
présents dans les échantillons, notamment de ceux pour lesquels 1’ionisation est difficile.
De plus, les identifications sont dépendantes de la qualité des bases de données et il est
possible que certains peptides qui en sont absents, n’aient pu étre identifiés.

D’autres limites concernent le protocole.
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Une ¢étude avec modele animal, méme s’il est proche de I’homme, ne remplace pas
une étude clinique. Ce modele qui a été¢ imposé par des prélévements de contenus a
différents niveaux de I’intestin gréle et surtout de sang de la veine porte, a permis de
confirmer I’hypothése du potentiel des aliments carnés comme source de peptides
fonctionnels et d’identifier un certain nombre de ces peptides éventuellement bioactifs.
Cela devrait faciliter la suite de leur étude, notamment chez I’homme. Le choix d’un repas
test composé uniquement de viande ou de truite, a probablement rendu plus aisée la
recherche des peptides mais il faut bien avoir conscience que ce qui a été observé dans
cette situation n’est pas nécessairement représentatif des phénomenes qui se produisent
dans le cadre d’une alimentation courante. Le fait d’avoir testé des aliments préparés dans
les conditions ou ils sont habituellement consommeés, ne permet pas de distinguer dans leur
comparaison ce qui dépend de la nature de I’aliment de ce qui est dii au mode de
préparation. Enfin, I’approche utilisée était essentiellement qualitative et non quantitative,
notamment dans 1’é¢tude des phénomenes digestifs. Hormis les cas des acides aminés
peptidiques, des dipeptides de I’histidine et du glutathion dans les aliments ainsi que
I’absorption de la carnosine, aucune quantification des peptides identifiés n’a été réalisée.
Or, il semble que les effets physiologiques des peptides bioactifs ne soient pas

indépendants de la quantité apportée.

De ce travail, exploratoire par différents aspects, émergent plusieurs questions.

Les unes sont relatives a la nature des composés de faible masse détectés par
HPLC-ESI-Q-ToF dans les contenus digestifs et le plasma. Leur identification, possible a
partir de leur spectre de fragmentation, sera entreprise pour les plus représentatifs et
complétera celle déja effectuée dans les contenus digestifs pour les composés de plus de
800 Da.

La suite évidente de ce travail est aussi de rechercher quelles propriétés
physiologiques peuvent étre attribuées aux peptides repérés. Cela est déja possible pour
nombre d’entre elles par 1’interrogation de bases de données qui ont listé un grand nombre
de séquences potentiellement actives dont il conviendra de vérifier I’efficacité lorsqu’elles
sont apportées par de la viande bovine ou de la truite. Ce travail pourrait aussi avoir des
prolongements par ses retombées que ce soit dans le domaine des sciences des aliments ou
dans celui de la nutrition. En effet, les études sur les peptides des aliments se multiplient et
pas seulement pour leur intérét nutritionnel mais aussi pour leur éventuel impact sur les

propriétés fonctionnelles et sensorielles des aliments vecteurs ou comme traceurs des
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traitements auxquels ils ont ét¢ soumis. En outre, la notion de peptide bioactif interfére
avec plusieurs aspects génériques des recherches en nutrition. En effet, les travaux sur la
cinétique de la digestion des protéines et d’apparition des produits de leur digestion rejoint
ainsi ceux relatifs a la chrononutrition. De méme, le concept de peptide bioactif fait
référence au role signal de ces composés d’origine alimentaire et s’integre dans les
recherches sur le role signal des nutriments dont elle élargit la notion. Enfin, les progrés
des connaissances sur les peptides bioactifs permettent de réactualiser la notion de qualité
nutritionnelle des protéines alimentaires, traditionnellement fondée sur leur composition en
acides aminés indispensables et leur digestibilité, en y intégrant d’autres propriétés
susceptibles d’avoir un impact sur la santé et de mieux replacer ces aliments dans le cadre

d’une alimentation équilibrée.
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Annexe 1 : Nomenclature et formule chimique des acides aminés.

Nom

Code a 3 lettres

Code a 1 lettre

Formule chimique

Poids moléculaire
(g/mol)

Alanine

Ala

A

89,10

Arginine

Arg

174,20

Asparagine

Asn

132,12

Aspartate

Asp

133,11

Cystéine

Cys

121,16

Glutamine

Gln

147,13

Glutamate

Glu

146,15

Glycine

Gly

75,07

Histidine

His

155,16

Isoleucine

Ile

131,18

Leucine

Leu

131,18
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Annexe 1 : (suite)

Nom

Code a 3 lettres

Code a 1 lettre

Formule chimique

Poids moléculaire
(g/mol)

Lysine

Lys

H,N——COOH

Ai

146,19

Méthionine

Met

149,21

Phénylalanine

Phe

165,19

Proline

Pro

115,13

Sérine

Ser

105,09

Thréonine

Thr

119,12

Tryptophane

Trp

204,23

Tyrosine

Tyr

OH

181,19

Valine

Val

HZNXCOOH

H,C CH

117,15
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Annexe 2 : Liste des peptides alimentaires (< 5 kDa) identifiés par nano-HPLC-ESI-IT MS/MS
dans les digesta de porc (n = 4) collectés pendant les 3 premieres heures apres l'ingestion de chair
de truite cuite ou de viande bovine cuite (faux-filet, paleron ou pectoral profond).

‘s . + . Nombre
Protéine parent Séquence du fragment m/z (M+H") Aliment d'échantillons
Duodénum
Actine VGMGQKDSYVGDEAQSKRGIL 2238,119  Faux-filet 1

KIKITAPPERKYSVW 1828,085  Faux-filet 1
KIKIIAPPERKYSV 1642,006  Faux-filet 1
KIKITAPPERKY 1455,905  Faux-filet, paleron, pectoral profond, truite 7
IGMESAGIHETAY 1378,631  Truite 1
MKILTERGYSF 1344,699  Faux-filet 1
SYELPDGQVITI 1334,684  Pectoral profond, truite 2
LRVAPEEHPTL 1261,691  Faux-filet, paleron, pectoral profond, truite 14
DLAGRDLTDYL 1251,622  Faux-filet, paleron, pectoral profond, truite 8
AVFPSIVGRPR 1198,706  Paleron, pectoral profond, truite 5
MKILTERGYS 1197,630  Faux-filet, truite 2
YALPHAIMRL 1184,661  Faux-filet, paleron, pectoral profond 5
LRVAPEEHPT 1148,606  Faux-filet, pectoral profond 5
RVAPEEHPTL 1148,606  Paleron, truite 4
IGMESAGIHET 1144,531  Truite 1
DLAGRDLTDY 1138,538  Pectoral profond 2
YELPDGQVIT 1134,568  Faux-filet, pectoral profond, truite 3
VFPSIVGRPR 1127,669  Pectoral profond 1
MKILTERGY 1110,598  Faux-filet, pectoral profond 3
EYDEAGPSIV 1079,490  Truite 1
ETFNVPAMY 1071,482  Pectoral profond, truite 2
LMKILTERG 1060,619  Faux-filet, pectoral profond 2
IGMESAGIHE 1043,483  Faux-filet, pectoral profond, truite 6
FPSIVGRPR 1028,601  Paleron, pectoral profond 2
RLDLAGRDL 1028,585  Faux-filet, paleron, pectoral profond 4
AGDDAPRAVF 1018,496  Faux-filet, paleron, pectoral profond, truite 9
AGFAGDDAPR 976,499  Truite 1
GYALPHAIM 972,498  Faux-filet, paleron 3
YALPHAIM 915,476  Faux-filet, paleron, pectoral profond, truite 14
Créatine kinase VWVNEEDHL 1140,533  Truite 1
LFDKPVSPLL 1128,667  Faux-filet, paleron, pectoral profond, truite 11
LFDKPVSPL 1015,583  Paleron, pectoral profond, truite 6
FDKPVSPL 902,499  Paleron, pectoral profond 2
Enolase FYKAGKYDLD 1219,600  Truite 1
YKAGKYDLD 1072,532  Truite 1
MILPIGASNF 1062,566  Truite 1
MILPVGASSF 1021,539  Pectoral profond 1
ILPVPAF 756,466  Faux-filet, pectoral profond 4
Fructose-1,6-bisphosphate ~ IAHRIVAPGKGIL 1344,848  Faux-filet, paleron, pectoral profond 7
aldolase FSYGRALQA 1013,132  Faux-filet 1
GA3PDH APLAKVIHDHF 1247,690  Faux-filet 2
INDPFIDLHY 1246,611  Faux-filet, pectoral profond 2
TVRLEKPASY 1163,643  Truite 3
VIDGHKITVF 1128,642  Truite 1
FRVPTPNVSV 1115,621  Faux-filet, paleron, pectoral profond, truite 12
VKVGVNGFGR 1032,595  Truite 2
FRVPTPNVS 1016,553  Truite 2
VKVGVNGF 819,473  Faux-filet, pectoral profond, truite 4
Myoglobine FRNDMAAQYKVLGFHG 1853,912  Faux-filet 1
AIIHVLHAKHPSDFGAD 1827,951  Faux-filet 1
AIITHVLHAKHPSDF 1584,865  Faux-filet, paleron, pectoral profond 7
AAQYKVLGFHG 1190,632  Faux-filet 1
YKVLGFHG 920,499  Faux-filet, paleron, pectoral profond 12
FTGHPETL 901,442  Paleron 2
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Annexe 2 : (suite)

" . + . Nombre
Protéine parent Séquence du fragment m/z (M+H") Aliment d'échantillons
Duodénum (suite)

Myosine FEKPKPAKGKAEAHF 1684,918  Truite 2
IRIHFGTTGKLASAD 1586,866  Faux-filet 1
DVFVPDDKEEF 1339,606  Pectoral profond 1
IRIHFGTTGKL 1242,732  Faux-filet, pectoral profond 2
SLIHYAGTVDY 1238,606  Faux-filet, pectoral profond 3
SLVHYAGTVDY 1224,590  Truite 2
MMKEASGPINF 1224,576  Faux-filet, pectoral profond 2
FKVLDPDATGF 1209,616  Truite 4
MVKEASGPINF 1192,604  Truite 1
NSYEEALDHL 1190,533  Truite 1
MTHLHEPAVL 1147,593  Faux-filet, pectoral profond 2
MKEASGPINF 1093,535  Pectoral profond 1
RIVLGTLGEK 1085,668  Truite 1
SLIHYAGTVD 1075,542  Pectoral profond 1
FKVFDPEGK 1066,557  Paleron 1
VKEASGPINF 1061,563  Truite 1
SLVHYAGTVD 1061,527  Truite 1
YFKIKPLL 1021,645  Faux-filet, paleron, pectoral profond, truite 11
YNLKERY 985,511  Faux-filet, paleron, pectoral profond, truite 8
FVKHVLSV 928,562  Truite 3
IEKPLGIF 917,130  Truite 1
YFKIKPL 908,561  Paleron, pectoral profond 3
ADFMPMM 842,325  Truite 2

Parvalbumine FKVIDQDASGF 1226,606  Truite 1

Titine (ou connectine) FRLKIPI 886,588  Faux-filet 1

Jéjunum

Actine DSGDGVTHNVPIYEG 1559,698  Truite 1
VMSGGTTMYPGIAD 1399,624  Faux-filet 1
RAVFPSIVGRPR 1354,807  Paleron 1
SYELPDGQVITI 1334,684  Faux-filet, paleron, pectoral profond, truite 6
GIITNWDDMEK 1321,610  Pectoral profond 1
AGDDAPRAVF 1293,623  Paleron 1
LRVAPEEHPTL 1261,691  Paleron, pectoral profond, truite 5
RVAPEEHPTLL 1261,691  Truite 1
IGMESAGIHETT 1245,579  Pectoral profond 1
SYELPDGQVIT 1221,600  Truite 1
EYDEAGPSIVH 1216,549  Truite 1
IGMESAGIHETA 1215,568  Truite 1
AVFPSIVGRPR 1198,706  Faux-filet, paleron, pectoral profond, truite 15
SGGTTMYPGIAD 1169,515  Faux-filet, pectoral profond, truite 6
EITALAPSTMK 1161,619  Paleron 1
LRVAPEEHPT 1148,606  Paleron, pectoral profond, truite 3
RVAPEEHPTL 1148,606  Pectoral profond 1
IGMESAGIHET 1144,531  Truite 1
YELPDGQVIT 1134,568  Faux-filet 1
VFPSIVGRPR 1127,669  Faux-filet, paleron, pectoral profond, truite 9
SYELPDGQVI 1120,553  Pectoral profond, truite 2
VAPEEHPTLL 1105,589  Pectoral profond 1
EYDEAGPSIV 1079,490  Faux-filet, paleron, pectoral profond, truite 6
IGMESAGIHE 1043,483  Truite 1
EITALAPSTM 1033,524  Pectoral profond 1
FPSIVGRPR 1028,601  Faux-filet, paleron, pectoral profond, truite 7
AGDDAPRAVF 1018,496  Paleron 1
SYELPDGQV 1007,469  Pectoral profond 1
DLTDYLMK 998,487  Pectoral profond 1
LTEAPLNPK 982,557  Truite 2
AGFAGDDAPR 976,449  Pectoral profond, truite 5
VFPSIVGRP 971,568  Faux-filet, paleron, pectoral profond 4
FIGMESAGI 924,450  Truite 1
YALPHAIM 915,476  Faux-filet 1
PSIVGRPR 881,532 Truite 3
FPSIVGRP 872,500 Paleron 3
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Annexe 2 : (suite)

" . + . Nombre
Protéine parent Séquence du fragment m/z (M+H") Aliment d'échantillons
Jéjunum (suite)

Calséquestrine EEGLDFPEYD 1213,490  Pectoral profond 1
LDVLEDPVEL 1141,599  Pectoral profond 1
Créatine kinase FLFDKPVSPL 1162,651  Faux-filet, pectoral profond 2
VWVNEEDHL 1140,533  Paleron 2
LFDKPVSPLL 1128,667  Paleron, pectoral profond 3
LFDKPVSPL 1015,583  Faux-filet, pectoral profond, truite 15
GVDNPGHPF 939,433  Paleron 2
FDKPVSPL 902,499  Faux-filet, paleron, pectoral profond 10
Diacylglycérol kinase FEVIPNDKD 1076,526  Pectoral profond 1
Enolase MRIEEELGDK 1219,599  Truite 1
Fructose-1,6-bisphosphate PEILPDGDHDLK 1348,675  Faux-filet, pectoral profond, truite 3
aldolase IAHRIVAPGKGIL 1344,848  Pectoral profond 1
PEILPDGDHDL 1220,580  Faux-filet, pectoral profond, truite 4
Glucosephosphate IGIGGSDLGPLM 1129,593  Faux-filet 1
isomérase
GA3PDH VIHDHFGIVEGL 1335,706  Pectoral profond 1
RVIISAPSADAPM 1327,704  Faux-filet 1
VIHDHFGIVEG 1222,622  Pectoral profond 1
FRVPTPNVSV 1115,621  Faux-filet, paleron, pectoral profond, truite 13
VKVGVNGFGR 1032,595  Truite 1
FRVPTPNVS 1016,553  Pectoral profond 1
VKVGVNGFG 876,494  Faux-filet, truite 2
Glycogene phosphorylase NFDAFPDKV 1052,505  Pectoral profond 1
YYDRIPEL 1068,537  Pectoral profond 1
Hémoglobine TYFPHF 811,378  Pectoral profond 1
Myoglobine SDAIIHVLHAKHPSD 1752,940  Paleron 1
ANKHKIPVKYLEF 1586,906  Pectoral profond 1
AIIHVLHAKHPSDF 1584,865  Paleron 1
HLAESHANKHKIPV 1580,866  Paleron 1
AIIHVLHAKHPSD 1437,797  Paleron 1
WGKVEADVAGH 1168,575 Paleron 1
YKVLGFHG 920,499  Faux-filet, paleron, pectoral profond 4
TALGGILKK 900,588  Paleron 2
Myosine DVFVPDDKEEFV 1438,674  Paleron, pectoral profond 3
NSYEEALDHLET 1420,623  Truite 1
DVFVPDDKEEF 1339,606  Paleron 1
KMEIDDLSSNM 1282,566  Truite 1
LLGSIDVNHED 1211,591  Truite 2
FKVLDPDATGF 1209,616  Truite 2
NSYEEALDHL 1190,533  Truite 4
TLEDQLSEIK 1175,616  Truite 1
RIVLGTLGEK 1085,668  Truite 1
IRIHFGAGK 1069,627  Truite 1
FKVFDPEGK 1066,557  Paleron, pectoral profond 2
SLVHYAGTVD 1061,527  Truite 1
NLQEEISDL 1060,516  Paleron, truite 3
FKVLDPEGK 1032,573  Paleron, pectoral profond 2
SSPQSPLSAPG 1028,099  Paleron 1
YFKIKPLL 1021,645  Paleron, pectoral profond 2
AAFGEAAAPYL 1009,500  Paleron 1
ENKKLKNE 1002,558  Pectoral profond 1
IRIHFGTTG 1001,553  Pectoral profond 1
VQVQGEVDD 988,459  Truite 1
LEAQTRPF 961,511  Paleron 1
IEKPLGIF 917,130  Truite 1
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Annexe 3 : Liste des peptides endogenes (< 5 kDa) identifiés par nano-HPLC-ESI-IT MS/MS
dans les contenus intestinaux d'un porc équipé de deux canules, duodénale et jéjunale, collectés
pendant les 3 premicres heures apres l'ingestion de I'aliment sans protéines. Les peptides listés
ont ¢té identifiés a l'aide de la base de données nr de NCBI (http://www.ncbi.nml.nih.gov)
restreintes a I'espece Sus scrofa.

N° accession

. Position du mz , .
Fragment protéique fragment (M+H+) Séquence du fragment de la protéine
parent
Duodénum
Alpha-amylase pancréatique 412-424 1549,755 FRNVVDGQPFANW g1 33860120
(précurseur) 503-514 1363,675 SISNSAEDPFIAI gi 33860120
502-511 1213,538 FSISNSAEDPF gi 33860120
412-421 1178,596 FRNVVDGQPF gi 33860120
503-511 1066,469 SISNSAEDPF g1 33860120
503-511 981,573 TAIHAESKL gi 33860120
Co-transporteur K-CI 450-471 2280,311 SIPVGTILAIITTSLVYFSSVV g1 47522728
Hémoglobine (sous-unité alpha) 110-123 1514,678 AAHHPDDFNPSVHA gi 122465
110-122 1443,641 AAHHPDDFNPSVH gi 122465
37-46 1238,621 PTTKTYFPHF gi 122465
Hémoglobine (sous-unité béta) 72-82 1258,643 FSDGLKHLDNL g1 3041678
Hémoglobine (sous-unité epsilon) 34-41 1048,558 VVYPWTQR 213041679
Pepsine A (précurseur) 40-56 2015,050 FLKTHKNPASKYFPEA gi 129794
40-52 1570,849 FLKTHKNPASKY gi 129794
16-23 923,641 LVKVPLVR gi 129794
Protéine basique riche en proline 52-72 2211,066 SQGEGHQKRPRPPGDGEQGP  gi 97180301
salivaire 260-278 1961,040 GPAPPGARPPPGPPPPGPPPPG  gi 97180301
262-279 1904,018 APPGARPPPGPPPPGPPPPGP g1 97180301
644-664 1904,018 PGPAPPGARPPPGPPPPPPGP g1 97180301
35-51 1746,929 LRPPPGGGPPRPPPPEE g1 97180301
424-437 1346,759 ARPLPGPPPPGPPP gi 15145795
665-676 1223,654 SPPRPPPGPPPQ 2197180301
Trypsine (précurseur) 86-95 1042,651 LIKLSSPATL gi 136429
76-84 1040,589 AKIITHPNF gi 136429
87-95 929,567 IKLSSPATL gi 136429
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Annexe 3 : (suite)

N° accession

Fragment protéique Pofil;;);e(::i ™M +Il_ln_{_§ Séquence du fragment de la protéine
parent
Jéjunum
Pepsine A (précurseur) 347-358 1221,531 EGMDVPTSSGEL gi 129794
Protéine basique riche en proline 242-263 2017,102 PPGARPPPGPPPLGPPPPGPAP  gi 97180301
salivaire (précurseur) 71-92 1961,040 GPAPPGARPPPGPPPPGPPPPG  gi 97180301
111-131 1904,018 PPGPAPPGARPPPGPPPPGPP 2i 97180301
73-93 1904,018 APPGARPPPGPPPPGPPPPGP 2i 97180301
73-90 1652,891 APPGARPPPGPPPPGPPP 2i 97180301
36-51 1633,845 RPPPGGGPRPPPPEE 2i 97180301
162-177 1510,817 RPPPGPPPPGPPPPGP 2i 97180301
408-422 1441,796 PAPPGARPPPPPPPP 2i 97180301
409-423 1415,780 APPGARPPPPPPPPA gi 97180301
409-422 1344,743 APPGARPPPPPPPP g1 97180301
665-675 1095,595 SPPRPPPGPPP g1 97180301
17-24 1010,495 RSPFFDLE gi 97180301
Protéine basique riche en proline 113-134 2019,045 GPAPPDARPPPGPPPPGPPPPG  gi 15145797
salivaire 495-515 1963,067 APPGARPRPGPPPPGPPPPGP gi 15145793
114-134 1962,024 PAPPDARPPPGPPPPGPPPPG gi 15145797
114-133 1905,002 PAPPDARPPPGPPPPGPPPP gi 15145797
235-251 1548,822 GPPPPPPPPPGPPPPGP gi 15145795
501-516 1413,764 PRPGPPPPGPPPPGP gi 15145795
426-440 1370,747 PLPGPPPPGPPPPGP gi 15145795
424-437 1346,759 ARPLPGPPPPGPPP gi 15145795
Trypsine (précurseur) 86-95 1042,651 LIKLSSPATL gi 136429
87-95 929,567 IKLSSPATL gi 136429
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RESUME

La prise de conscience que les qualités nutritionnelles des protéines allaient au-dela de leur
capacité¢ a fournir des acides aminés, est apparue avec l’émergence de la notion de peptides
bioactifs, c’est-a-dire d’oligopeptides principalement produits par protéolyse, pouvant étre des
modulateurs de divers processus biologiques. Si de nombreux peptides bioactifs ont été découverts
dans des hydrolysats de protéines de lait, leur recherche dans les produits carnés reste a ce jour tres
peu développée. Dans ce contexte, nos objectifs ont été de caractériser et d'identifier les peptides
(<5 kDa) présents dans la chair de poisson ou viande bovine aprés conservation/maturation et
cuisson, puis au cours de I'hydrolyse digestive in vivo chez le porc dans les contenus intestinaux et
dans le sang portal.

La fraction peptidique des aliments, constituée des peptides non protéiniques (carnosine,
ansérine, glutathion) et de ceux formés au cours des traitements technologiques (conservation et
cuisson), était dépendante de ’espece et des traitements appliqués. Dans la viande bovine cuite, ou
de nombreux peptides ont été détectés, des fragments de protéines de structure ont été identifiés.

Parmi la grande diversité des peptides d’origine alimentaire trouvés dans les contenus
duodénaux et jéjunaux, certains d’entre eux, présents de facon systématique, ¢taient de possibles
peptides bioactifs ou leurs précurseurs.

Outre la carnosine dont la biodisponibilité dépendait d’abord de sa teneur dans la viande, de
nombreux compos¢s, probablement des oligopeptides, étaient libérés dans le sang de la veine porte
selon des profils spécifiques apres un repas de faux-filet ou de paleron.

Mots clés : peptide bioactif ; digestion ; absorption ; spectrométrie de masse ; viande ; poisson.

ABSTRACT

Contribution to the study of oligopeptides (< 5 kDa) generated by
preparation and digestion of beef meat and fish products

Nutritional quality of food proteins has been considered to exceed the mere supply of amino
acids since the emergence of the concept of bioactive peptides, i.e. oligopeptides produced mainly
by proteolysis, and behaving like modulators of various biological functions. While many bioactive
peptides have been discovered in milk protein hydrolysates, their presence within meat and fish
products or during digestion of such products has been very little documented to date. In this
context, our objectives were to characterise and identify peptides (< 5 kDa) in fish flesh and beef
meat after storage/ageing and cooking, and subsequently during in vivo digestive hydrolysis in pig,
in intestinal contents and in portal blood.

The peptidic fraction in muscle-foods, made of non-proteinic peptides (carnosine, anserine,
glutathione) and of peptides formed during the technological processes (storage and cooking), was
dependent on the species and on the process used. In cooked beef meat, where numerous peptides
were detected, fragments of structural proteins were identified.

Among the large number of dietary peptides found in duodenal and jejunal contents, some were
systemically observed and may be bioactive peptides or precursors.

Beside carnosine, the absorption of which depending on its concentration in meat, many
compounds, probably oligopeptides were released in the portal vein following specific patterns after
a meal of top loin or of shoulder.

Key words: bioactive peptide; digestion; absorption; mass spectrometry; meat; fish.
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