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I ntroduction

I ntroduction

Dans le monde, plusieurs espéces acridiennes sont susceptibles de causer des dégats au
patrimoine agronomique, la securité alimentaire repose essentiellement sur la protection des cultures,
ces derniéres font I’objet d’attaques endémiques par les acridiens.

Les criquets sont sans doute les plus redoutables ennemis de I’lhnomme depuis I’apparition de
I’agriculture. 1l n’y a pratiqguement aucun groupe d’animaux que celui des acridiens qui de tout temps
aient eté associés a I’homme et a I’imagination des événements catastrophiques de structures
fatalement inévitables. La surveillance et la maitrise du probléme acridiens supposent une
connaissance approfondie de la biologie et de I’écologie de ces insectes. Tuarega insignis. Sont des
plus gros criquets de I'ancien monde il est répartie dans les régions saharienne, il est pathogene pour
I'hnomme et provoque des dégéts pour le monde végétale.

La lutte contre cette espece se fait par plusieurs méthodes avec I'utilisation de plusieurs types
d’insecticide possédant chacun des caractéristiques physiques et chimiques propres, car le taux de
toxicité, la dégradation, la biotransformation ou I'accumulation varient d'un insecticide a un autre.

L'objectif de ce travail est d'étudier la quantité des protéines présente dans le céphale de
Tuarega insignis. Parce que ces protéines sont des constituants importants des cellules vivants, tant
d'un point de vue quantitatif (elles représentent en générale plus de la moitié de poids sec des cdllules),
gue de point de vie qualitatif, car en plus des proténes dites structurales on trouve des protéines ayant
un réle biologique capital, en particulier les enzymes, catalyseurs biologique indispensables au
déroulement des réactions dans les cellules des organismes vivants (GUILLOTON et QUINTARD,
2007). Ceci pour la lutte contre I'invasion des criquets. Pour ce la on réalisée un dosage des protéines
céphalique par une méthode de dosage colorimétrique choisis d'aprés la méthode de LOWRY (1951).

Notre travail est structuré en trois parties, la premiére partie concerne les données
bibliographiques sur les protéines, la deuxieme partie est matériels et méthodes, la troisieme partie
porte sur les résultats et discussions des essais expérimentaux portant sur le dosage des protéines. La
conclusion est des perspectives achévent |a présente éude.
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Chapitre |- Apercu sur les protéines
|.1. Généralité
Parmi les macromol écules élaborées par les cellules vivantes, les protéines
(du grec protéios = premier) sont :
- Les plus abondantes : 55% du poids sec de la cellule.
- Lesplus universelles : présentes dans les virus, les bactéries, les plantes, les animaux supérieurs....
- Lesplus variées, plusieurs milliers de protéines ont été caracteérisées et isolées (KESSOUS, 2007).
Les protéines sont des constituants extrémement importants des cellules vivantes, tant d’un
point de vue quantitatif (elles représentent en généra plus de la moitié du poids sec des cellules), que
du point de vie qualitatif, car en plus des protéines dites structurales on trouve des protéines ayant un
réle biologique capital, en particulier les enzymes, catayseurs biologiques indispensables au
déroulement des réactions dans les cellules des organismes vivants.
Toutes les protéines contiennent les quatre éléments: C, H, O, et N ; beaucoup contiennent du

soufre, certaines renferment du phosphore (WEIL, 2005).

|.2.-Structuredesprotéines:

Les protéines sont constituées d’enchainements linéaires d’acides aminés ; ces enchainements
sont longueur variable quelques dizaines a quelques milliers et les acides aminés sont au nombre de
vingt. Ensuite, ces protéines peuvent étre modifiées apres leur synthese (modifications post-
traductionnelles) ce qui multiplie encore la diversité potentielle des structures. Ces modifications
pourront intéresser les chaines latérales de certains résidus d’aminoacides, mais, trés souvent, les
protéines seront associées a d’autres types de molécules (GUILLTON et QUINTARD, 2007).

[.2.1.- Composition en aminoacides :
Les protéines sont constituées de vingt acides aminés (ou aminoacides) ayant des caracteres

structuraux communs. |ls possédent une fonction amine primaire (ou, dans le cas de la proline, une

fonction amine secondaire) et une fonction carboxyle fixées sur le méme carbone, le carbone a. Les

aminoacides différent |es uns des autres par |a nature de chaine latérale, appel ée également radical (ou
groupement) R.

L’étude de la composition d’une protéine passe par la libération des aminoacides, et donc par la
rupture des liaisons peptidiques (GUILLTON et QUINTARD, 2007).
Cette détermination sefait en 3 étapes :
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Hydrolyse des liaisons peptidiques, libérant tous les Aa constitutifs.
Séparation et identification des Aalibérés.
Dosage des différents Aa.

1.2.1.1.- Hydrolyse:
Elle s’effectue par 2 voies :

Voie chimique par les acides forts et & chaud. En général on utilise HCl 6N & 120°C pendant 10 &

24h en ampoule scellée sous vide ou sous No. C’est la méthode la plus utilisée.

Voie enzymatique par des peptidases bactériennes ou par des endopeptidases (trypsine).

Cette hydrolyse est lente, longue, rarement compléte. La spécificité des enzymes est telle qu’elle

nécessite I’emploi d’un mélange d’enzymes, il y aura des dégradations soit par autolyse soit par action
des autres enzymes sur les protéines enzymes (GUILLTON et QUINTARD, 2007; KESSOUS, 2007).

1.2.1.2.- Séparation et identification des Aa contenus dans I’hydrolysat :
C’est I’analyse qualitative d’une protéine.
Plusieurs méthodes biochimiques sont disponibles pour effectuer cette analyse qualitative.
on distingue:
a-La chromatographie de partage
b-La chromatographie par échange d’ions
c-L’électrophorése (KESSOUS, 2007).

1.2.1.2.1.- Chromatographie de partage:

La chromatographie est une méthode biochimique de séparation des divers composés d’un
mélange hétérogéne. 1l existe plusieurs types de chromatographies, ils sont basées sur le méme
principe qui est le partage d’une substance entre deux phases non miscibles :

Une phase agueuse, stationnaire (immobilisée) sur un support (feuille de papier ou la couche

mince).

Une phase organique, mobile (solvant).
Les substances a séparer possedent une solubilité spécifique dans chacune des 2 phases. Selon
les principes du partage, un soluté distribué entre des volumes égaux de 2 liquides non miscibles ou
phases se répartit en fonction de sa solubilité dans chacune des phases. Le rapport des concentrations
du soluté dans les 2 phases, a I’équilibre et a une température donnée, est le coefficient de partage
caractéristique du soluté et des phases.

K=YalYg Y : soluté.

A et B : les 2 phases. (KESSOUS, 2007).
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Technique:

Apres hydratation du support (gonflage) une microgoutte du mélange a analyser est déposée dans
la zone inférieure du support (feuille de papier ou couche mince) de cilice ou d’amidon, apres séchage
du dép6bt a I7air, le support est placé dans la cuve a chromatographie.

A la fin de la migration chromatographique (3 a 8h), le front du solvant ne migre plus. Le
support est récupeéré, seché. Une substance réagissant avec les éléments du mélange a fractionner est
pulvérisée c’est I’étape de visualisation, le réactif pulvérisé est le révélateur. Sur le support
apparaissent ainsi des taches colorées ou spots dans les régions renfermant les solutés séparés
(KESSOUS, 2007).

| dentification des éléments du mélange :
- en faisant comigrer des éléments témoins connus sur |le méme support chromatographique.
- par la détermination du Ry, c’est une constante caractéristique de la substance et du systéme

chromatographique utilisé (support, solvant, temps de migration).

1.2.1.2.2.- Chromatographie par échange d’ions :

Elle est Basée sur le principe de partage d’un soluté entre 2 solvants non miscible, la séparation
est améliorée ici par les différences de comportement acide-base interviennent. Elle se fait
habituellement sur colonne ou en « batch ». La colonne est remplie d’une résine synthétique portant
des groupements chargés négativement pour les échangeurs cations positivement pour les échangeurs
des anions (BEAUMONT, 2005; KESSOUS, 2007).

1.2.1.2.3.- Electrophorése:
L’electrophorése sur papier.

C’est une séparation de composés, ionisés difféeremment, sous I’effet d’un champ
électrigue.Une goutte du mélange d’Aa obtenu par hydrolyse totale, est déposée sur un papier filtre
préaablement humidifiée par un tampon de PH choisi: c’est le tampon de migration
électrophorétique.

Les 2 extrémités de lafeuille plongent dans 2 bacs remplis de ce méme tampon.

Ces bacs contiennent les électrodes. On applique un champ éectrique en fonction du PH du tampon
les Aa sont ionisés et vont migrer dans des directions et a des vitesses spécifiques. Ai pH;, les Aa ne
migrent pas et restent au niveau de dépét (KESSOUS, 2007).

1.2.1.2.4.- Dosage des acides aminés :
C’est I’analyse quantitative.
Les acides aminés séparés par chromatographie ou par éectrophorése sont dosés par la

réaction ala ninhydrine (colorimétrie).
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On aconstaté que :
Tous les 20 Aa ne sont pas présents systémati quement dans toutes les protéines.
Les protéines insolubles renferment des proportions élevées (90%) d’Aa a R polaire.
Les protéines acides possédent d’avantage d’Aa acide.

L es protéines basiques sont riches en Aa basiques (KESSOUS, 2007).

|.2.2.- Conformation tridimensionnelle des protéines::

Les protéines sont formées de longues chaines polypeptidiques et nous savons maintenant
comment la sequence des aminoacides de ces chaines peut étre déterminée. Ceci constitue la structure
primaire des protéines. Mais chaque protéine a en rédité une structure tridimensionnelle, une
conformation, qui lui est propre, établie et maintenue par d’autres types de liaisons que la liaison
peptidique ; on dit que la proténe « native » a une structure secondaire, tertiaire et méme quaternaire
dans certains cas (WEIL, 2005).

[.2.2.1.- Structure primaire:

La chaine d’Aa plus ou moins longue qui constitue la structure | du polypeptide dans les
conditions normales de température et de PH va adopter la conformation la plus stable
énergétiquement. Dans cette conformation les substituants « - R- » ont une disposition spatiale qui
rend les forces de répulsion minimes. C’est la conformation native du polypeptide. Cette conformation
est tellement stable que méme isolé le peptide reste a I’état natif (KESSOUS, 2007).

L’enchainement des acides aminés constitutifs de la protéine, reliés entre eux par une liaison
peptidique.Cette liaison met en jeu la fonction amine d’un Aa et la fonction acide carboxylique d’un
autre Aa. Laliaison ainsi formée implique une conformation spatiale déterminée. En effet, les atomes
engagés dans la liaison peptidique sont dans le méme plan. Seules les liaisons entourant I’atome de
carbone porteur du radical de I’Aa peuvent encore subir une rotation. Cette liaison peptidique est plan
et quasiment uniquement en configuration trans.On écrit traditionnellement & gauche I’Aa dont la
fonction amine est libre (extrémité N terminale) et a droite I’Aa dont la fonction acide carboxylique est
libre (extremité C terminale) (BEAUMONT, 2005).

Liaisons et interactionsintervenants dans le repliement des protéines :

Quiatre grands types d’interaction interviennent dans le repliement de la chaine.

L esinteractions hydrophobes :

Un certain nombre d’aminoacides ont une chaine latérale hydrophobe, non polaire (Ala, Va Leu,
lle, Phe), qui ne forme pas de liaison hydrogéne avec les molécules d’eau (lesquelles s’associent entre
elles par des liaisons hydrogene); ces chaines latérales ainsi repoussees ont tendance a se rapprocher

.Ce qui permet ainsi des interactions entre différentes parties d'une chaine peptidique (WEIL, 2005).

( -
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Lachaine a donc tendance a se replier de fagon ales regrouper entre eux au centre de la molécule, sans
contact direct avec I’eau. Inversement, les acides aminés hydrophiles ont tendance a se disposer a la
périphérie de fagon a étre en contact avec I’eau (BEAUMONT, 2005).

Liaison ionique (ou saline) :

C’est une liaison électrovalentielle, non covalente (donc plus faible), qui s’établit entre un
radical chargé positivement et un radical chargé négativement, liant ainsi soit deux parties d’une méme
chaine, soit deux chaines différentes. Ce genre d’interaction permet méme la liaison entre deux
molécules différentes, par exemple dans les complexes nucléoprotéiques, entre les acides nucléiques

chargés négativement st |es protéines basi ques-notamment | es histones-chargées positivement.

Liaison hydrogene:

Ce type de liaison, non covalente, se forme lorsque sont a proximité I’un de I’autre, d’une part
un atome d’hydrogeéne lié a un azote ou a un oxygene, et d’autre part un doublet électronique non
partagé d’un autre azote ou d’un autre oxygene.

Cesliaisons peuvent s’établir :

- entrelesC=0 et lesN — H des liaisons peptidiques ;

- entre les radicaux des résidus d’aminoacides, et impliquer, par exemple, le groupement
hydroxyle de la sérine, de la thréonine ou de la tyrosine, le noyau imidazole de I’histidine
le y-carboxyle de I’acide glutamique, le groupement amide de I’asparagine ou de glutamine.
Comme nous le verrons, les liaisons hydrogene peuvent soit étre intra chaine et maintenir la
conformation hélicoidale de la chaine par exemple, soit permettre des interactions inter chaines
(WEIL, 2005).

Liaison disulfure (ou Pont disulfure) :
Deux des vingt acides aminés ont des radicaux contenant un atome de soufre; c’est le cas de la
cystéine. Deux cystéines peuvent former une liaison covaente entre elles .

Liaison
loenique Liaison

hydrogene

Effet
3 hydrophobe

Pont
disulfure
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|.2.2.2.- Structure secondaire:
Le premier niveau d’organisation tridimensionnelle d’une protéine est sa structure secondaire
(BEAUMONT, 2005).

La structure secondaire concerne l’organisation a “faible distance” dans I’espace de certains
éléments de la structure primaire ; cette organisation consiste en un enroulement ou un repliement face
aface de lachaine de la protéine, de facon réguliére ou irréguliere, compte tenu :

Des angles de valences

Des longueurs des liaisons

De lapossibilité de formation de nouvelles liaison | autres que peptidiques (AJEMP, 1982).
La structure secondaire décrit la conformation locale de la chaine.
La chaine polypeptidique ne reste pas sous forme linéaire, elle va subir un remaniement, qui lui
donnera une structure bidimensionnelle ou structure secondaire (KESSOUS, 2007).

On trouve différentes organisations dont |es caractéristiques géométriques sont bien connues

et retrouveées dans presque toutes les protéines (BEAUMONT, 2005).

Avant d’étudier ces organisations, nous allons présenter les propriétés spatiales de la liaison

peptidique.

Propriétés spatiales deliaison peptidique :

La liaison peptidique peut, en fait, s’écrire de deux fagcons (formes mésomeres) :

/o|> o
!: N (|3 ~nY
| |

Elle possede donc un caractére de double liaison, ce qui implique gue tous les atomes (Cy, C

O, N H et Cy) soient coplanaires. En outre, il existe une possibilité d’isomérie cis-trans pour les deux
carbones Cqet Cy par rapport a cette liaison C = N*. Dans les peptides et protéines naturels, on trouve
essentiellement la configuration plane trans. Ces propriétés entrainent trois possibilités de disposition
spatiale pour les plans formés par les liaisons peptidiques successives d’une chaine peptidique.

Ou bien les plans successifs alternent I’un par rapport a I’autre selon deux orientations spatiales

privilégiées, et on parlera adors de structure en feuillet plissé.

Ou bien les plans successifs, tournent réguliérement toujours dans le méme sens I’un par rapport

a I’autre, et on obtiendra une structure de type hélicoidal.

Enfin, les plans peuvent tourner au hasard I’un par rapport a I’autre, et la structure sera dite « en

pelote statistique ».

Les C, tétraédriques sont toujours situés ala charniere de deux plans consécutifs (WEIL, 2005).
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1.2.2.2.1.- Hélicea :

Les motifs peptidiques d’une chaine protéique ou d’un morceau de chaine peuvent s’enrouler
en formant réguliérement un angle de 100° avec chacun de ces deux voisins, cet angle éant compté
toujours dans le méme sens, soit droit, soit gauche, a partir du motif peptidique initial.

La figure résultant d’un tel enchainement compte tenu des angles de vaence et des longueurs des
liaisons est une Hélice droite ou gauche. Cette Hélice a un pas de 54 A et comprend 3,6 résidus
d’acides aminés par tour d’hélice (AJEMP, 1982).

Elle est stabilisée dans sa forme hélicoidale par des ponts hydrogénes établis entre I’hydrogene
d’un groupement aminé et I’oxygene d’un groupement carboxylique situé quatre résidus plus loin. On
remarque que ces liaisons sont paralleles a I’axe de I’hélice.

Les chaines latérales des résidus dans une hélice alpha pointent a I’extérieur de la structure.On
remarque que lorsque 1’on regarde I’hélice dans le sens de la structure primaire, celle-ci tourne dans le
sens des aiguilles d’une montre : on dit qu’elle a un pas a droite (BEAUMONT, 2005).

La structure secondaire en hélice droite est plus stable que la gauche (AJEMP, 1982).

L’hélice alpha ne peut étre formée que par des Aa appartenant a la méme série D ou L.
Cette conformation est fonction :

Delastructure | donc desR,

De I’environnement,

De latempérature,

Du solvant,

De laviscosité,

Delaforceionique.

Tous les polypeptides n’existent pas sous forme d’hélice alpha. C’est la nature et la séquence
des chaines latérales R des Aade la structure | qui déterminent la structure |1 du polypeptide.

Pour former une hélice alpha les Aa doivent posséder des R courts et non chargés. L hélice alpha est
déstabilisée par :

Les Aaavec R charge.

R volumineux (ile).

R avec groupements fonctionnel s susceptibles de former des liaisons (Ser).

Pro et hydroxypro (Hyp) détruisent I’hélice car —N- au lieu de —NH- dans la liaison peptidique
(KESSOUS, 2007).
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1.2.2.2.2.- Feuillets:

Les motifs peptidiques d’une protéine ou d’une partie protéine peuvent s’enchainer en formant
régulierement un angle de 100° avec chacun de ses deux plus proches voisins, mais contrairement
a I’hélice alpha, cet angle n’est pas toujours compté dans le méme sens a partir du motif peptidique
initial ; il est compté une fois a droite une fois a gauche, une fois a droite, ect... (AJEMP ,1982).

La conformation comporte un plissement de la chaine polypeptidique au niveau du C, qui
appartient ainsi a2 plans. R est situé perpendiculairement, dans I’un des plans se trouve le carbonyle et
dans I’autre plan de NH du méme Aa (KESSOUS, 2007).

Isolée, cette conformation n’est pas stable car il n’y a pas d’interactions entre atomes non
directement liés; en revanche, elle est stabilisée lorsqu’elle est incorporée dans des feuillets plissés B
ou des liaisons hydrogéne s’établissent entre les CO et les NH appartenant a des brins adjacents. Les
brins peuvent y étre soit antiparalléles, soit paralleles (WEINMAN et MEHUL, 2004).

Dans le feuillet paralléle, les chaines sont dans |le méme sens et paraléles entre elles ; dans le
feuillet antiparalléle, | es chaines sont de sens opposeé et paralleles entre elles.

Entre chaque chaine, il y a une zone qui permet le repliement ; cette zone est évidemment trés
courte dans un feuillet antiparalléle, et on parle alors de boucle ou coude f (BEAUMONT, 2005).

1.2.2.2.3.- Coude f3:

Ce sont des séquences de quatre Aa qui permettent a la chaine de se replier sur elle-méme.
Cette structure est stabilisée par une liaison hydrogéne entre le premier et le quatrieme résidu d’Aa.
On n’y trouve jamais d’Aa apolaire, mais au contraire de la proline, de la glycine, de I’acide aspartique
et de la sérine.Alors que presque toutes les liaisons peptidiques sont configuration trans, on trouve un
nombre important de ces liaisons en configuration cis (gréace alaproline) (BEAUMONT, 2005).

|.2.2.2.4.- Pelote statistique :

Il existe des régions de la protéine qui n’adopte aucune conformation particuliére ; on parle
alors de pelote statistique (BEAUMONT, 2005).

La chaine peptidique n’a pas de forme géométrique réguliére dans I’espace, mais les angles de

valence sont cependant toujours respectés (WEIL, 2005).

[.2.2.3.- Structure super secondaire:

Au sein des protéines globulaires reployées, des éléments de structure secondaire, hélice a et/ou
brins B, peuvent s’associer en des motifs appelés par fois structures supersecondaires et retrouvés
fréguemment dans nombre de protéines. Ces motifs peuvent avoir une fonction particuliére ou
simplement étre partie constituante d’unités structurales et fonctionnelles plus grandes et plus

éaborées, |les domaines.
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Le motif doué de fonction le plus simple est constitué de deux hélices a unies par un coude ou
une boucle. Le motif hélice-coude-hélice s’associe spécifiquement aux régions régulatrices du DNA
des procaryotes. Le motif hélice-boucle-hélice, appelé aussi E-F hand, dont la boucle est un site de
liaison pour lesions Ca', est réguliérement présent dans les protéines qui fixent le calcium et régulent
de nombreux processus biologiques, telles les parvalbumines, la calmoduline, la troponine C ou
certaines chaines |égeres de lamyosine.

Le motif en épingle a cheveux [3 est constitué de deux brins 3 adjacents antiparalléles connectés
par un coude 3 en épingle a cheveux. Présent dans plupart des structures 3, soit isolément, soit comme
constituant de feuillets plus complexes, il n’a pas en lui-méme de fonction spécifique. La grecque est
un motif constitué de quatre brins  ou I’une des connexions n’est pas une épingle a cheveux. Ce
motif, souvent rencontré dans les protéines globulaires, n’a pas non plus en lui-méme de fonction
spécifique.

Le motif B-a-f est constitué de deux brins B paralléle dont I’extrémité C-terminale de 1’un est
connectée par une hélice a a I’extrémité N-terminale de I’autre. L’hélice a, approximativement
paraléle aux brins 3, est étroitement associée a ces derniers dont elle dissimule les résidus aminoacide
hydrophobes au milieu aqueux. Entre les brins 3 et I’hélice q, il y a deux boucles dont les longueurs
peuvent varier de deux a trois résidus aminoacide a plus d’une centaine. Un motif B-a- peut étre
considéré comme un enroulement hélicoidal lache d’un tour ; il est droit dans toutes les protéines
connues, a I’exception de la subtilisine ou il joue un role particulier. Que cet enroulement soit droit a
d’importantes conséquences structurales et fonctionnelles lorsque les motifs 3-o-f sont inclus dans des
domaines. Les deux boucles ont des fonctions différentes. Celle qui relie I’extrémité C-terminale du
premier brin B a I’extrémité N-terminale de I’hélice a est souvent impliquée dans la formation d’un site
de liaison ou d’un site actif et possede des séquences d’aminoacides conservés dans les protéines
homologues. L autre boucle, en revanche, n’a pas de fonction connue (WEINMAN et MEHUL, 2004).

Domaines structuraux :

La structure des protéines qui possedent plus de 200 aminoacides présente géenéralement au
moins deux régions gue I’on appelle des domaines. La notion de domaine correspond a trois criteres
structuraux : la compacité, la taille et la présence de structures secondaires. Les domaines sont des
régions trés compactes de la molécule de protéine, reliées entre elles par de courts segments de la
chaine polypeptidique ; la compacité d’un domaine s’avére donc plus élevée que celle de I’ensemble
de la molécule de protéine. Les domaines comprennent une centaine d’aminoacides en moyenne ; la
chaine polypeptidique traverse le domaine de part en part, en adoptant les structures secondaires

trouvées dans les protéines fibreuses (hélice a, feuillets plissés 3, paralléles ou antiparalléle).
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Ces segments sont séparés par des coudes en épingle a cheveux (coudes B, par exemple). Les
domaines d’une protéine exercent souvent des fonctions distinctes
(GUILLOTON et QUINTARD, 2007). Ainsi, des domaines de structure semblable sont souvent
retrouveés dans des protéines différentes, avec des fonctions différentes et des séquences d’aminoacides
différentes (WEINMAN et MEHUL, 2004).

|.2.2.4.- Structuretertiaire:

Les liaisons H qui assurent en quasi-totalité le maintien de la structure secondaire, sont des
liaisons faibles qui ne peuvent rendre compte de I’intégrité structurale de la macromolécule qu’est une
protéine, ni de son activité biologique quand celle-ci est de nature enzymatique.

La chaine d’une protéine structurée partiellement ou en totalité en structure secondaire, se
remplie s’enroule sur elle-méme, de fagon a assurer le plus de liaisons possible, intrachaines ou
interchaines abaisser ainsi son énergie interne et accroitre sa stabilité. Cette organisation dans I’espace
de la chaine protéique déa organisée a faible distance, en totalité ou en quasi-totalité (structure
secondaire) correspond a la structure tertiaire de la protéine (AJEMP, 1982).

Les chaines polypeptidiques sous I’influence des forces d’attraction ou de répulsion qui se
manifestent entre les R, vont subir un remaniement spatial qui conduira a la structure Ill. C’est la
conformation tridimensionnelle compléte du polypeptide.Cette structure est stabilisée par des liaisons

H,, des liaisons de Van der Waal (force d’attraction faibles qui n’agissent qu’a courte distance et
proviennent de dipdlesionisés) (KESSOUS, 2007).
Traits structuraux essentiels :

Une protéine est une macromolécule compacte ne renfermant que quelques molécules d’eau
fortement liées.
L es groupements chargés COO™ et NH3" pointent & I’extérieur de ce bloc compact et sont en contact

avec I’eau.

Les groupes apolaires se refugient a I’intérieur de la macromolécule.

Lesgroupements C=0O e NH desliaisons peptidiques se disposent de fagon a selier entre
eux ou avec des groupements polaires de résidus d’acides amines par pont hydrogéne.

Un certain nombre de groupements polaires de résidus d’acides aminés se placent de fagon

aformer desliaisonsH (AJEMP, 1982).
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c £ Liaison H —:

Structure tertiaire —_— s
(forme finale) L ‘*

Protéine
Copyright © 2001 Banjamin Curnmings. an imprint of Addison Wesley Lengman. inc

Figure 02 : Repliment de protéine (BERRADA, 2009).

[.2.2.5.- Structure quaternaire:
On parlera de structure quaternaire, uniquement dansles cas :
-Ou la protéine existe a I’état naturel sous forme de plusieurs chaines peptidiques, chacune formant
une sous-unité.
-Ou ces chaines sont liées entre elles par des liaisons apolaires
Des liaisons hydrogenes
Desliaisons ioniques
Des liaisons métalliques
A I’exclusion de tout pont disulfure.

L’assemblage des différentes chaines peptidiques d’une telle protéine constitue la structure
guaternaire de cette protéine, structure généralement plus lache et plus flexible que la structure tertiaire
(AJEMP, 1982). C’est I’association des S/U des protéines polymériques, I’introduction des éléments
non proteiques indispensables a I’activité biologique de la protéine (groupement prosthétiques, métaux
héme...).

Actuellement on ne connait que la structure 111 et IV d’un petit nombre de protéine
(KESSOUS, 2007).Certaines proteines sont des oligomeéres, c’est-a-dire formées par I’association de
sous-unités appelées protomeéres. L activité biologique est liée a cette association et elle disparait si on
larompt (cf. Hé&moglobine) (BEAUMONT, 2005).

Les structures des protéines peuvent étre réparties en trois groupes principaux: les structures o
les structures [ et les structures o . Dans les structures a, les domaines sont constitués uniquement
d’hélices a, tandis que dans les structures 3, ils sont formeés de feuillets B antiparalleles. Les structures
a [ résultent de combinaisons de motifs B-a-f qui forment un feuillet B paralléle entouré d’hélices a.

Par ailleurs, sont classées dans un groupe a part un certain nombre de protéines, le plus souvent de

( 1
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faible poids moléculaire, riches en liaisons disulfure ou en métaux et dont la structure présente une
certaine distorsion.

Parmi les structures a, le faisceau de quatre hélices, au sein duquel des résidus hydrophobes
délimitent un site actif central, est rencontré dans des protéines auss différentes que la
myohémeérythrine, les cytochromes C et Bsg; et laferritine. De méme, le reploiement globinique, ou |a
auss des résidus hydrophobes délimitent un site actif central, est présent dans toutes les protéines d’un
important groupe incluant les myoglobines et les hémoglobines, mais aussi les phcocyanines. Les
caractéristiques structurales et les propriétés fonctionnelles du domaine globinique ont été trés
conservées tout au long de I’évolution, des Insectes et des nodules des racines des vegétaux, jusqu’aux
Mammiferes.

Les structures 3 sont constituées de brins 3 dont le nombre peut varier de quatre a plus de dix
souvent répartis en deux feuillets antiparalleles plaqués I’un contre I’autre pour former un tonneau 3
affecté d’une certaine torsion. Dans nombreuses d’entre elles, certains motifs sont des grecques. Les
structures 3 ont un core .hydrophobe constitué par |es résidus aminoacide hydrophobes des brins 3 qui
tapissent la partie interne du tonneau. Leur surface est constituée par les résidus aminoacide
hydrophiles des brins § ainsi que par ceux des boucles qui unissent ces derniers. Les structures 3 sont
présentes dans des protéines fonctionnellement trés différentes, telles que des enzymes, des protéines
de transport et des anticorps.

Les structures a B, tres fréquemment rencontrées, sont constituées d’un feuillet B central
paralléle ou mixte, entouré d’hélices a. Elles se répartissent en deux classes. Les structures o 3 de la
premiere classe présentent un core de huit brins 3 paralleles disposés comme les douves d’un tonneau
mais affectés d’une certaine torsion. Les résidus aminoacide hydrophobes des brins 3 se disposent
a I’intérieur du tonneau. Les hélices a qui connectent les brins 3 paralleles se disposent ala périphérie
du tonneau. Les structures a 3 de la deuxiéme classe possédent un feuillet B ouvert entouré de chagque
coté par les hélices a.

Dans les structures a 3, les boucles forment des cavités qui permettent lafixation de ligands
et peuvent éventuellement posséder une activité catalytique. En raison de ces propriétés, nombre de
protéines de transport et d’enzymes possedent une structure a B ; le domaine de fixation des
coenzymes nucléotidique, des enzymes de la glycolyse, tels que le triose phosphate isomérase et le
pyruvate kinase, de méme que beaucoup d’autres enzymes, en sont des exemples
(WEINMAN et MEHUL, 2004).
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Structure primaire
Sequence chainee d'acides amines
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Figure 03 : Différentes structures de la protéine (GAUDUCHON, 2010).

1.2.2.5.1.- Structure quaternaire et activité biologique:

Dans le cas de certaines protéines enzymatiques, la structure quaternaire influe fortement sur
I’activité. Une trés faible modification de structure, de conformation peut entrainer un changement de
I’activité : une inhibition ou une activation. La flexibilité de la structure quaternaire d’une proteine
enzymatique, permet la régulation de son activité; autrement dit, la régulation de I’activité
métabolique est en partie dle a cette capacité des protéines oligomériques a changer de structure
(AJEMP, 1982).

|.3.-Principales propriété des protéines
|.3.1.-La solubilité:

La solubilité dans |'eau des protéines est a ce point variable qu'une classification reposant sur
les différences de solubilité a été proposée.On obtient 3 catégories en fonction de leur solubilité :
Les protéines solubles dans I’eau pure comme les albumines. Les protéines qui ne se dissolvent qu’en
présence de sels neutres ou dans un milieu |égérement acide ou faiblement acalin comme les

globulines.Les protéines insolubles comme les scléroprotéines (WEIL, 2005).

|.3.2.-Influence des électrolytes :

Les sels neutres a faible concentration ont un effet dissolvant, tandis qu'a forte concentration,
ils provoquent la précipitation des protéines (COLLAS, 2005) a faible force ionique, on observe un
effet dissolvant tandis qu’a force ionique élevée on assiste au relargage c.a.d. la précipitation des

protéines (WEIL, 2005). On peut alors séparer les différentes classes de protéines en fonction de la
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concentration a laquelle elles précipitent (COLLAS, 2005). On peut donc par addition progressive
d’un sel (ex. sulfate dammonium) dans le milieu fractionner un mélange de protéines.. Entre chaque
gjout, on centrifuge et on recueille la fraction ayant précipité (COLLAS, 2005;WEIL, 2005).

Toutes les protéines ne sont pas également sensibles a cet effet de relargage par addition d’un
sel neutre. Des protéines précipitent dans une solution & demi saturée en (NH,4) 2S04, d’autres quand
la solution est a 55% saturée etc.... (WEIL, 2005).

1.3.3.-Influence du pH.

La solubilité d'une protéine est minimale au voisinage de son pHi. Dans certains cas, on peut
obtenir la cristallisation d'une protéine en augmentant la concentration saline dans une solution
maintenue aun pH proche du pHi (COLLAS, 2005; WEIL, 2005).

|.3.4.-Influence des solvants or ganiques:

L’éthanol, le méthanol, I’acétone peuvent étre utilisés pour précipiter les protéines a condition
que I’on maintienne une température de — 5°C pour éviter la dénaturation des protéines par ces
solvants (WEIL, 2005).

|.3.5.-Car actéere amphotere:

La plupart des groupements s aminés et carboxyliques des aminoacides sont dans les protéines
engageés dans les liaisons peptidiques .Selon le pH de la solution, ces groupement s sont plus ou moins
ionisés en fonction de leurs pk, de sorte que les protéines peut exister lorsqu'on ééve le pH, sous les
trois états suivants: Protéine” ~ H+ protéine™ « H'+ protéine

Cation Zwitterion anion

Lorsgue le nombre de groupements chargés positivement est égal au nombre de ceux chargés
négativement, on est au point isoionique; le nombre de protons combinés aux groupements basiques
est alors égal a celui des protons libérés par la dissociation des groupements acides. Comme dans le
cas des aminoacides, ce point isoionique (caractéristique d'une protéine pure en solution dans |'eau)
est voisin du point isoélectrique ou la charge totale de la protéine est nulle (en tenant compte des autres
ions en solution, susceptibles de se fixer sur la molécule protéique). Le pHi peut varier beaucoup d'une

protéine al'autre.

|.3.6.-Pression osmotique::

Considérons deux compartiments séparés par une membrane perméable aux ions, mais
imperméable aux protéines. la présence d'une protéine dans |'un des compartiments provoque une
distribution inégale dions diffusibles de part et d'autre de la membrane (alors qu'en I'absence de

protéine on a une distribution égale, al'équilibre) (Weil, 2005).
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|.4.-Classification des protéines:
|.4.1.-Classification selon la forme des molécules.
1.4.1.1.-Protéines fibreuses ou scléroproténes.

Sont appel ées protéines structurales car elles constituent le principal matériau de construction
chez les Vertébrés, Elles sont linéaires, insolubles dans I'eau et d'une grande stabilité (support
meécanique aux tissus et résistance a la traction) (BERRADA, 2009).Ce sont les plus abondantes, leur
conformation est assez simple, leurs chaines polypeptidiques sont habituellement disposées ou
enroulées en faisceaux paraldes (KESSOUS, 2007).Sont des protéines naturelles existant sous forme
de fibre (filiformes)et insolubles dans I'eau (les chaines latérales des acides aminés, la plupart
hydrophobes, sont tournées vers |'extérieur de I'hélice a) .Elles remplissent des fonctions structurales
ou protectrices, la plupart sont des holoprotéines (MOUSSARD et al., 2002).

Les protéines fibreuses peuvent étre classées en deux grands groupes :

-Structure fibreuses de types o : ces types de structures se rencontrent dans la kératine naturelle, la
myosine, le fibrinogene.

-Structure fibreuses de type B : ces types de structures apparaissent soit a |'état naturel (fibroine de la
soie) ; soit par un étirement, d'environ 30%, des structure fibreuses a (de la kératine par exemple).

Les principales protéines fibreuses sont le collagene, la kératine, le fibrinogene et les protéines
musculaires (BERRADA, 2009).

L e collagéne:

C'est la protéine la plus abondante (en quantité) de l'organisme. Le collagéne est formé de
fibrilles constituées de trois longues hélices apha reliées entre elles par des ponts disulfures. Ces
fibrilles sunissent les unes aux autres par des liaisons hydrogene. L'ensemble forme de grosses fibres
tres résistantes a la traction. C'est le collagene qui donne a la peau sa souplesse et sa résistance. On
retrouve de semblables treillis de collagene autour de la plupart des organes. Ce collagéne, permet aux
artéres de résister a la pression sanguine. Un manque de collagéne, symptobme caractéristique du
scorbut provoque de graves hémorragies suite a |'éclatement des arteres sous I'effet de la pression
sanguine (ROUEDE, 2006). Le collagene est e protéine la plus abondant des vertéorés supérieurs .il
existe différents types de collagéne qui différent dans leur structure, dans leur composition et dans leur
distribution au sein des tissus et des organismes. Le collagene est une macromolécule fibreuse de la
matrice intracellulaire constituant un systeme de cohésion qui permet I'assemblage des cellules en
tissus, des tissus en organes et des organes en organismes (tissu conjonctif).

La diffraction des rayons X par le collagene montre une hélice résultant de I'enroulement de 3
chaines polypeptidiques avec pas a gauche et unies entre elles grace a l'atome d'hydrogéne constituant

la chaine latérale de la glycine rgetés a l'intérieur et permettant aux 3 hélices de sentrelacer par

( 1
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formation de liaison H,. On retrouve une sequence répétitive X-Y -Gly. L'ensemble des 3chaines forme
un enroulement droit dont |e pas porte 10Aa (KESSOUS, 2007).

Le collagene (constitutif de la matrice extracellulaire du tissus conjonctif) est sous forme
d'hélice gauche répétant un méme motif Gly —X-Y riche en proline et lysine et leur dérivé hydroxylé
(MOUSSARD et al, 2002).

Le collagéne se trouve dans les os, la :
peau les tendons et les cartilages. Sa triple ﬂ
hélice formée de trois chaines polypeptidiques .
denviron mille acides aminés chacune, lui } e
donne I'apparence d'un gros céble. Lorsque des r
fibrilles de collagene sont dégradées par 8 (Q (Q w
chauffage intense, leurs chaines se v e
raccourcissent pour former la gélatine . i
(BERRADA,  2009).(transformation  de A \ﬁ!‘:ﬁ!i
collagéne dans les tissus conjonctifs par la Se l trple helce
chaleur en gélatines) (COLLAS, 2005). Figure 04: Organisation structurale de latriple

hélice du collagéne (BERRADA, 2009).
Lakératine:

La kératine, présente dans les couches supérieures de I'épiderme, dans les cheveux, les ongles
les écailles, les sabots et les plumes, senroule en une torsade réguliere appel ée «hélice alpha». Chargée
de protéger I'organisme contre |'environnement extérieur, la kératine est totalement insoluble dans
I'eau. Ses nombreuses liaisons disulfures en font une protéine extrémement stable, capable de résister a
I'action des enzymes protéolytiques (BERRADA, 2009).

Les kératines insoluble synthétisées par les cellules des |'ectoderme, on distingue:

Les o kératine : c'est en étudiant ces protéines que L.pauling et Corey ont établi la structure a. ces

protéines constituent les ongles, la corne, les cheveux, lalaine, la peau.

Les B kératines : on permis la distribution de la structure 8 ; ce sont les constituant des fibres des

araignées, du vers asoie, des écailles et des griffes des oiseaux et des reptiles (KESSOUS, 2007).

La kératine est formée de deux hélices a qui senroulent entre elles pour former une hélice de
kératine. Ces hélices de kératine se combinent ensuite pour former des structures plus complexes
protofilaments et protofibrilles. Elle est riche en résidus de cystéine, ce qui permet |'établissement de
ponts disulfures qui assurent la stabilité importante de la structure (BEAUMONT, 2005).

Les kératines (constitutives des phanéres) sont majoritairement sous forme dhélice a. Ces

molécules sagregent en fibres grace a des liaisons hydrophobes et des ponts disulfures. Elles sont
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insolubles dans I'eau, les chaines latérales des acides aminés, le plus souvent hydrophobes, étant
tournées vers |'extérieur dhélicea (MOUSSARD et al., 2002).

TN

Figure 05 : Kératine (BERRADA, 2009). Figure 06: Cheveu vu au microscope
(abondante dans |a peau, cheveux, ongles) électronique. Le cheveu est fait de kératine

(BERRADA, 2009).

Fibrinogene:
Le fibrinogene est une protéine plasmatique sanguine responsable de la coagulation du sang.
Gréce a l'action de la thrombine, le fibrinogene est converti en molécules de fibrine, une protéine

insoluble qui sagglutine ,Pour former un caillot protecteur contre les hémorragies (BERRADA, 2009).

Figure 07 : Fibroine constituée essentiellement de feuillets plissés (ROUEDE, 2006).

Lesproténes musculaires:
La myosine se lie a I'actine, une autre protéine musculaire, pour donner |'actomyosine. Les
filaments de |'actomyosine peuvent se raccourcir et provoquer la contraction des muscles
(BERRADA, 2009).
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1.4.1.2.-Protéines globulaires ou sphéroproténes :

Contrairement aux protéines fibreuses sont de forme sphérique ou ovoide. Elles sont en
générale plus facilement solubles, Constituent la plupart des protéines biologiquement actives (en
particulier les enzymes). Elles peuvent étre constituées de plusieurs chaines, mais peuvent auss ne
comporter qu’une seule chaine polypeptidique plusieurs chaines (WEIL, 2005).Les chaines latérales
hydrophobes des acides aminés sont enfouies a l'intérieur de la molécule, tandis que les chaines
latérales hydrophiles sont tournées vers |'extérieur) .Parmi elles, on trouve les enzymes, les hormones
et les anticorps.

Presgue toutes sont des hétéroprotéines (la molécule comporte une partie non protéiques)
(MOUSSARD et a., 2002). Elles jouent un réle important dans le métabolisme. Les albumines, les
globulines, la caséine et les hormones protéiques sont des proténes globulaires. Les albumines et les
globulines sont abondantes dans les cellules animales, le sérum sanguin, le lait et les ceufs
(BERRADA, 2009).

Les protéines peuvent étre classées selon leurs liaisons stéréospécifiques et les conséquences
fonctionnelles (WEINMAN et MEHUL, 2004).

1.4.1.2.1.-les principales fonctions des protéines globulaires chez I’homme.
Lacatayse
Les enzymes sont essentielles a presgue toutes les réactions biochimiques de I'organisme; elles
multiplient par au moins un million la vitesse des réactions chimiques (BERRADA, 2009). lls
reconnaissent spécifiquement leurs substrats ; ils catalysent et régulent les réactions du métabolisme
(WEINMAN et MEHUL, 2004).
Citons I'amylase sdlivaire (dans la salive), qui catalyse la dégradation des amidons, et les

oxydases qui permettent I'oxydation des combustibles alimentaires.

Le transport
Les hémoglobines et fixent réversiblement I’oxygéne moléculaire ; les hémoglobines
permettent le transport de 1'oxygéene des milieux extérieur aux tissus, dans le sang; les myoglobines
son stockage dans les muscles (WEINMAN et MEHUL, 2004; BERRADA, 2009). Les lipoprotéines
transportent les lipides et le cholestérol. Le sang contient d'autres proténes de transport pour le fer, les

hormones stéroides et d'autres substances.

Larégulation du pH
Un grand nombre de protéines plasmatiques, notamment |'albumine, peuvent servir d'acide ou
de base dans un systeme tampon. Elles empéchent les variations excessives du pH sanguin en captant

ou en libérant des protons H+.
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La régulation du métabolisme
Les hormones polypeptidiques et les hormones protéiques contribuent a régler I'activité
métabolique, la croissance et le développement. Ainsi, I'hormone de croissance est une hormone
anaboligue nécessaire pour une croissance optimale; I’insuline aide arégler le taux de glucose sanguin
(BERRADA, 2009).
Les protéines contractiles des fibres musculaires, des cils ou des flagelles interagissent entre
elles pour créer une force contractile ou motrice (WEINMAN et MEHUL, 2004).

La défense de I’organisme
Les anticorps: sont des protéines treés spécialisées qui reconnaissent et inactivent les bactéries
les toxines et certains virus. lls participent a la réponse immunitaire, qui contribue a protéger
I'organisme contre les substances étrangeres et |es microorganismes. Les proténes du complément en
circulation dans le sang, améliorent |'activité du systéme immunitaire et stimulent la réaction

inflammatoire, un mécanisme de résistance non spécifigue de I'organisme. (BERRADA, 2009).

site de laison &
lantigéne, 7 .
v C

chaine lourde

& o b i

chaine légére

Figure 08 : Immunoglobuline avec 2 sites de fixation de I’ antigene (BERRADA, 2009).

|.4.2.-Classification selon la solubilité.
Albumines.
Solubles dans I'eau distillée ou pure. Précipitent par addition de sulfate d'ammonium entre 70 et
100% de la saturation. Leur pHi < 7 (5.3pour la serumalbumine, 4.7 pour I'ovalbumine) ,elles ont donc
un caractéere acide (WEIL, 2005; COLLAS, 2005).

Globulines.
Insolubles dans I'eau pure, mais solubles dans les solutions salines diluées (NaCl 5%), Elles
précipitent par addition de sulfate d'ammonium a 50% de la saturation. Souvent des glycoprotéines ou
lipoprotéines (WEIL, 2005).
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Protamines et histones.

Ce sont des protéines solubles, de taille relativement petite (plutbt polypeptides que protéines) a
caractéere basique da a la présence de forte proportion de lysine et d’arginine, ce qui leur confere un
point isoélectrique élevé (11). On les trouve liées aux acides désoxyribonuclé ques dans les noyaux des
cellules. (WEIL, 2005).

Globines.
Elles congtituent la partie protéique des hémoglobines et des myoglobines, chromoproténes
dont le groupement prosthétique est I'héme. Elles ont une teneur éevée en histidine.(jusgu'a 10%)
(WEIL, 2005).solubles dans I'eaw.

Prolamines et glutélines.
Protéines végétal es insol ubles dans |'eau, mais solubles dans les acides et |es bases dilués
(WEIL, 2005 ; COOLAS, 2005).

Lesscléroprotéines:

Insolubles dans I’eau.et dans | es solutions salines, acides ou acalines diluées (WEIL, 2005).

Lesproténesfibrillaires:
Solubles il sagit de protéines constituant les fibrilles dans les cellules musculaires ou les
microtubules du cytosquelette. Les fibrilles des cellules musculaires contiennent quatre types de
protéines appel ées protéines contractiles : (myosine, actine, troponine, tubuline) (WEIL, 2005).

|.4.3.-Classification selon la compaosition. On distingue deux grands groupes :

1.4.3.1.-Holoprotéines.

Elles ne sont constituées que d'acides aminés.

|.4.3.2.-Hétéroprotéines.

Elles comportent une ou plusieurs chaines peptidiques associées (homoprotéine) liées de
maniére covalente a un groupement prosthétique de nature non protéique. La nature de ce groupement
est extrémement variée :

* glucide- glycoproténes
* lipide- lipoproténes
* phosphate-phosphoproténes

« ion metallique chromoproteines (hémoglobines, cytochromes) (WEIL, 2005).
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|.5.-M étabolisme des protéines:
|.5.1.-Elimination et devenir du groupe amone des aminoacides :

Cher les vertébreés terrestres urotéliques ,la désamination de la plupart des aminoacide dans le
cytosol ne donne pas lieu directement a la formation d’un ion ammonium et d’un o cétoacide car
I’ammoniac est toxique pour les cellules lors d’un réaction catalysée par un aminotransférase
I’aminoacide est tout d’abord I’objet d’une transamination sur les a cétoglutarate avec formation de
glutarate et de o cétoacide correspondant a I’aminoacide .la glutamate pénetre dans la mitochondrie ou
il subit une désamination oxydative catalysée par le glutamate déshydrogénase mitochondriale qui
régénére I’0-cétoglutarate et avec formation d’un ion ammonium NH4" ce dernier sera converti en
urée ,non toxique grace a une série de réaction , le cycle de I’urée, unitiée dans la matrice
mitochondriale et achevée dans le cytosol (WEINMAN et MEHUL, 2004).

|.5.2.-Notion d’équilibre azoteé :

Si on détermine d’un part, la quantité d’azote ingérée par I’animal et d’autre part, la quantité
excreteé dans I’urine et les matieres fécales on peut avoir trois situations :

- I’azote excréte est inférieur a I’azote ingéré donc il ya rétention d’azote par I’animal (en voie de
croissance, état physiologique divers)

- I’azote excrété est supérieur a I’azote ingéré (il ya perte d’azote par I’organisme ; c’est ce qui arrive

lorsque | e régime protéique est insuffisant ou dans certaines maladies ;

- I’azote excrété est égal a I’azote ingéré : (état d’equilibre azoté ou protéique).

On peut définir la quantité d’azote a fournir dans I’alimentation pour subvenir exactement aux
besoins métaboliques de I’organisme et maintenir I’animal (adulte) en equilibre azoté ; c’est ce qu’on
appelle le « minimum protéique » .Mais ce minimum protéique n’est pas suffisant seul parce que
I’alimentation comporte aussi, d’une part, les aminoacides indispensables et , d’autre part, des
glucides et des lipides pour satisfaire les besoins énergétiques . si on veut assurer le maintien de
I’équilibre azoté chez un adulte ou la croissance d’un jeune individu, a I’aide d’un seul protéine, il faut
assurer qu’elle est bien digestible et qu’elle comporte les aminoacides indispensables en quantités
suffisantes (WEIL, 2005).

L’organisme demande un rapport azoté suffisant pour permettre le renouvellement des
protéines, en particulier dans les muscles, car ce tissu contient la majorité, des protéines de I’organisme
et en renouvelle 400g chaque jour. D’ou la nécessité d’un équilibre entre dégradation et synthese
sinon on constate une fonte musculaire. Chez I’enfant le besoin en protéines est encore plus important
en raison de la croissance. La synthése se déroule en majorité dans le foie .A poids égal le tissu
hépatique produit six fois plus de protéines que le muscle. Cette activité de synthese représente 25%
des dépenses énergétiques dans les conditions du métabolisme basal .Les hépacytes sont a I’origine
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de la quas totalité des protéines de structure et des protéines plasmatiques ainsi que des enzymes
impliguées dans |a transformation des toxines et des xénobiotiques .L’apport en acides aminés provient
soit de I’alimentation (pour tous les acides aminés), soit de la synthese de novo (pour les acides aminés
non essentiels.

Les acides aminés essentiels : |Is sont synthétisés par les bactéries, mais pas par les mammiféeres
car ceux ci ne disposent pas du matériel enzymatique nécessaire (BORG et REEBER, 2004)

|.5.3.-Etat dynamique desproténes:

La plus grand partie de I’azote ingérée est retenu par I’organisme, et I’azote excrété provient

des protéines de I’organisme (renouvellement de protéines).
-si on administre un aminoacide marqué sur I’azote (*> N), on constat, d’une part que la plus grande
partie de ce °N est incorporée dans les protéines et que seule une petite partie est excrétée, d’autre
part, que I’azote excrété est en grande partie non marqué et provient des protéines de I'individus. Ceci
signifie que - contrairement a ce que I’on avait cru pendant longtemps - les protéines tissulaires de
I’adulte ne sont pas stables pendant tout la vie de I’individus, mais sont au contraire perpétuellent en
train de se renouveler (sans que leur concentration change). On appelle « état dynamique des protéines
« ce métabolisme protéique permanent, caractérisé, d’un coté par une dégradation continue et, de
I’autre, par une biosynthése permanente des protéines a partir du « pool métabolique des aminoacides
« (constitué par les aminoacides d’origine alimentaire et ceux libérés par hydrolyse des protéines
tissulaires).

Grace a cette technique de marquage, on a pu étudier la rapidité avec laquelle les protéines des
divers tissus se renouvelaient. Ainsi, chez le rat, la moitié des protéines hépatiques est renouvelée en
5jours alors que la demi-vie de protéines dans les tissus oies musculaire et conjonctif est de 21
jours cependant, commences derniéres représentent un poids environ 25 fois supérieur a celui des
protéines hépatiques .si I’on considére la biosynthése des protéines a I’échelle de I’animal. Il est clair
gue, par unité de temps. Il se forme beaucoup plus de protéines dans les tissus musculaires conjonctifs
gue dans le foie (WEIL, 2005).

|.5.4.-La dégradation des protéines:
Est un processus important qui permet d’un part, de cataboliser les protéines ingérées normales
et éimines les protéines présentant des anomalies. (soit a la suite d’erreurs lors de la traduction, soit a la

suite de dommages subis (par exemple lors d’un stress oxydatif) (WEIL, 2005).
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|.5.5.-La demi-vie d’une protéine :

La demi-vie des protéines est tres variable selon leurs fonctions, comme les enzymes intervenant
dans les phénomenes de régulation ont une demi-vie courte (WEIL, 2005). La demi-vie d’une protéine
est indépendante de la vie de la cellule. Ainsi, certaines cellules qui se multiplient tous les 30 jours
contiennent des protéines dont la demi - vie est courte. Au contraire, dans le foie la demi-vie est
généralement proche de un jour, aors que les hépatocytes ne se divisent qu’une fois par an. Ou encore
dans |e cerveau ou le muscle ou les cellules ne se divisent pas, |a demi-vie moyenne est comprise entre 3
et 6 jours. On considére que la demi-vie d’une protéine est surtout liée a sa fonction et a localisation.
(BORG et REEBER, 2004).

1.5.1.1.-L ocalisation de la dégradation :

On distingue deux sites de dégradation qui correspondent a deux mécanismes différents :
-Un processus lysosomal qui concerne les protéines a durée de vie longue. 1l est controlé par des
hormones.
-Un processus cytoplasmique qui concerne les proténes a courte durée de vie, en particulier celles qui
jouent un réle dans la régulation métabolique, ainsi que les protéines anormales a la suite d’une erreur
de transcription, de traduction ou de modification post-traductionnelle. Ce processus est contrdlé par
I’ATP (BORG et REEBER, 2004).

1.5.1.1.1.-Produits d’élimination du métabolisme azoté:

L’ azote est élimine sous trois formes :

- ammoniac et sels ammoniacaux, chez les organismes ammoniotéliques (Invertéorés aguatiques
et Poissons).

- acide urique, chez les espéces uricotéliques (Invertébrés terrestres, Oiseaux, Reptiles).

- urée, chez lesanimaux uréotéliques (notamment les Mammiferes, dont I’Homme).

Ces différents azotés peuvent coexister chez un méme organisme ; ainsi I’Homme excréte I’azote
principalement sous forme d’urée (80%), mais on trouve dans I’urine également des sels ammoniacaux
et de I’acide urique.

Dans la plupart des tissus ,|a désamination des aminoacides conduit a la formation de NH3, Cet
ammoniac toxique est pris en charge par I’acide glutamique pour former la glutamine et c’est sous cette
forme que NH3 est transporté dans le sang jusqu’ aux reins le systeme acide glutamique — glutamine
joue donc réle capital dans le transport de NH3, et il faut signaler que ces deux aminoacides
représentent un pourcentage tres important de I’azote non protéique des tissus animaux ( dans le plasma

humain , ils forment a eux deux le tiers de I’azote total des aminoacides).
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NH;zest un précurseur de I’urée, mais il faut se souvenir que I’inverse n’est pas vrai : ce n’est pas
I’urée qui est un précurseur du NHs urinaire, c’est avant tout la glutamine sanguine, e dans une
moindre mesure I’ensemble des aminoacides dont la désamination au niveau du rein produit du NH3
qui est immédiatement excrété (WEIL, 2005 ).

|.6.-R0les biologiques des protéines:

L’ importance des protéines vient surtout de I’extréme diversité de leurs fonctions biologiques

Catégorie Fonction générale Exemple Réle biologique
Enzymes Catalyse desréactions | Anhydrase carbonique |Accél ération des échanges de
CO,
Protéinesde | Organisation, consolidation collagéne Constituant des tendons, du
structure ou protection des tissus cartilage, des os
Proténes de Faciliter le transport des L actose perméase Assure | e passage et
transport ions/molécules atraversles I’accumulation du lactose
membranes dans les bactéries
(Escherichia coli)
Proténes de Reconnaissance et Immunoglobulines Fixent spécifiqguement les
défense neutralisation des structures (anticorps) structures étrangeres
étrangeres (antigenes) et favorisent leur
élimination
Protéinesderéserve Nutrition des embryons ovabumine Protéine principale de I’ceuf
Moteurs Conversion énergie myosine Contraction musculaire
moléculaires chimique énergie
meécanique
Récepteurs Détection et transduction de rhodopsine Captage des photons dans les
signaux chimiques, disques rétiniens
électrigues, mécaniques,
[umi neux
Régulateursde | Modulation de I’expression Gendp Contréle de métabolisme des
transcription des génes mol écules azotées chez la
levure Saccharomyces
cerevisiae
Hormones Communication chimique insuline Entrée et consommation du
entre lestissus et les glucose dans les tissus des
organes vertébrés

Tableau 01: Fonction des protéines (GUILLTON et QUINTARD, 2007; KESSOUS, 2007).
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|.7.-Méthodes d’étude des protéines :

Cristallographie par diffraction des rayons x et la spectroscopie par résonance magnétique
nucléaire (RMN) ces techniques donnent des informations différentes sur des molécules placées dans
des environnements différents (WEINMAN et MEHUL, 2004).

Analyse par diffraction aux rayons X decristaux de protéines:

On cristallographie par diffraction des rayons X, la protéine est bloquée dans un cristal et
chaque réflexion contient une information sur ses atomes de carbone, d’oxygene et d’azote.
(WEINMAN et MEHUL, 2004).

Par résonance magnétique nucléaire (RMN) :

En RMN, la protéine en solution est libre et les intensités NOE (Nuclear Overhauser Effect)
correspondant a des interactions dipolaires ; chaque résonance contient une information locale entre
['atome proche dans I’espace (WEINMAN et MEHUL, 2004).

Ces méthodes permettent d’obtenir une image de la structure Ill. Au préaable, il isoler et
purifier la protéine a éudier. Chague cellule contient des milliers proténes différentes, certaines sont
présentes a tres faible concentration (KESSOUS, 2007).

|.7.1.-Stabilisation des protéineslorsde leur purification
L’intégrité structurale des protéines et leur stabilité dépendent de plusieurs facteurs:
“pH:
Utilise des solutions tampon qui maintiennent le pH dans une zone "physiol ogique™

(6.5-7.5/8.0) pour éviter d’endommager les protéines par des variations brusque de pH.

- Température:

Les protéines sont facilement dénaturées a hautes températures, plusieurs protéines se
dénaturent lentement lorsque conserveées a 25°C.
la purification des protéines se fait normalement a des températures proches de 0-5°C.une fois

purifiées, les protéines peuvent se conserver along terme a des températures de —20 &4-80°C.

- Protéases :

Les cellules contiennent des protéases (enzymes qui hydrolysent les liens peptidiques). Ces
protéases sont libérées lors de la lyse cellulaires et peuvent dégrader les protéines lors de la
purification, I’ajout d’inhibiteurs de protéases permet d’empécher cette dégradation
(VOET et VOET, 2008; KOOLMAN et ROHM, 2008).
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|.7.2.-Extraction des proténes dela matiérevivante:

Les méthodes d’extraction choisies doivent éviter la dénaturation des protéines, les techniques
utilisées sont :

broyage avec du sable, de I’alumine ou des billes de verre de petite taille.

déchiquetage mécanique (blender de type Waring).

homogeénéi sateur (Potter en téflon).

rupture par haute pression (French press).

sonication par vibration ultrasonique (VOET et VOET, 2008; KOOLMAN et ROHM, 2008).
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Figure 09 : L'étape delapurification des protéines (VOET et VOET, 2008; KOOLMAN et ROHM , 2008)

[.7.3.-Purification de I’extrait :
Chromatographie:

-d échange d’ions: (exemple: diéhylamino- éthyle cellulose, ou DEAE- cellulose polymere
dérivé de la cellulose, échangeurs d’anions).

-d” adsorption: (exemple : Gel de phosphate de calcium, terre de diatomée).

-de gel filtration : certains polymeres du glucose (dextran ou sephadex) se présentent comme des
assemblages polyosidiques tridimensionnels comportant un nombre variable de liaisons croisées
qui conditionnent la porosité du support .ces«gels» se comportent comme ces «tamis
moléculaires »,et permettent de fractionner des protéines en fonction de leur taille moléculaire, les

plus petites pénétrant dans le gel et étant de ce fait retardées (filtration inversée).
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Electrophor ése « préparative ».
Ultracentrifugation « préparative » (AJEMP, 1982).
Les protéines sont des molécules relativement fragiles, ne concernant leur activité biologique
gue dans un intervalle éroit de pH et de température. Isoler une protéine a I’état pur semble aléatoire
dans ces conditions. Cependant il existe des méthodes d’isolement et de purification des protéines tres

efficaces, ces méthodes font appel a:

- ultracentrifugation

Lataille moléculaire - chromatographie par gel-filtration
- électrophoréese
Lasolubilité précipitation

-chromatographie par échange d’ions

L a charge dectrique -'ectrophorese

- focalisation isoélectrique

L’adsorption chromatographie d’affinité, I’affinité pour certaine substance

biologique

Tableau02 : Différent méthode de I'isolement et de purification des protéines (KESSOUS, 2007).

|.7.3.1.-Procedes d’isolement des protéines bases sur la taille moléculaire

Dialyse et ultrafiltration :

Les protéines globulaires en solution peuvent facilement étre séparées des solutés de faibles
PM par diayse a travers une membrane semi-perméable. La taille des pores de cette membrane ne
permet pas le passage des macromol écules, seules les molécules de faible PM peuvent traverser cette
membrane semi- perméable (KESSOUS, 2007).

Ladialyse consiste a placer la solution, contenue dans un sac de cellophane, en contact avec une

solution tamponnée, dans le but d’éliminer les petites molécules(GUILLOTON et QUINTARD, 2007).

Chromatographie d’exclusion moléculaire ou gel- filtration moléculaire
La séparation se fait selon le PM et la taille des solutés. Le mélange traverse par gravité la
colonne contenant des billes d’un matériel interne, hydraté et polymérique ; En généra on utilise du

séphadex non commercial d’un polysaccharide. La porosité de ces billes est calibrée.
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Les solutés de tailles moléculaires différentes pénétrent plus ou moins dans les pores des billes
et ains traversent la colonne a des vitesses différentes. Les plus petites molécules pénétrent dans les
grains de séphadex et sont retardées. Les grandes molécules protéiques sont exclus et migreront alors

plus vite vers I’extrémité inférieure de la colonne (KESSOUS, 2007).

Carbohydrate
polymer bead —_ g
=

Small molecules
enter the

i B = r =, aqueous spaces ~
- (/ l'-. V| within beads
Protein ' ' '
sample ! - ot
1l 1 molecules —
Molecular | cannot enter
exclusion _ ‘ = beads
B |
gel |
— h —_— 1

ili gueill

Figure 10 : Chromatographie d’exclusion moléculaire (THIBAULT, 2004).

|.7.3.2.-Procédes bases sur la solubilité

Les proténes en solution sont des électrolytes ; et donc leur solubilité est fonction de:

-Le pH
-Laforceionique
-Les propriétés éectriques du solvant

- Latempérature

(a) Lys - Ala - His - Gly - Lys - Lys - Val - Leu - Gly - Ala

B

Tertiary structure:
one complete protein chain
(p chain of hemoglobin)

fd)

Primary structure (aming acid sequence in a polypeptide chain)

Bz

Quaternary structure:
the four separate chains

[

of hemoglobin assembled &6
Secondary into an oligomeric protein
structure
(helix)

Figure 11 : Solubilité et précipitation des protéines (VOET et VOET, 2008; KOOLMAN et ROHM, 2008).
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[.7.3.2.1.-Précipitation isoélectrique:

Chaque protéine a une pH isoélectrique .a son pH isoélectrique la protéine ne porte pas de
charge électrique nette et ne migre pas a dans un champ électrique .N “étant plus chargée il n’y auras
plus de répulsion entre les molécules , elles vont former des agrégats et précipiter . quand le pH d’un
mélange protéique est ajusté au pH isoélectrique de I’ un des protéine du mélange , cette protéine
précipite alors que les autres restent en solution . les protéines précipitées par cette méthode conservent
leur conformation native (KESSOUS, 2007).

1.7.3.2.2.-Dissolution des protéines par les Sokiks

sels(relargage) :

Quand la force ionique qu'augmente, Shycmtation

la solubilit¢ d’une protéine diminue. a une sl |

force ionique suffisement élevée la protéine

devient insoluble et précipite c’est le relargage S oo

de la force ionique
par les sels. les protéines isolées par relargage dessalage
conserver leur conformation native concentration ensel —
(KESSOUS, 2007). Figure 12 : Phénoméne de dessalage

(VOET et VOET, 2008;KOOLMAN et ROHM,2008).
Salting in:
Augmentation de la solubilité d’une protéine dans I’eau par I’ajout de faibles concentrations de sels.
- lesions salins interagissent directement avec les protéines.
- lesions de méme charge augmentent la répulsion entre protéines, ce qui réduit leur agrégation
— favorise leur solubilité.
- cesions (qui sont hydrophiles) augmentent les interactions des protéines avec le solvant agueux
- favorise leur solubilité (VOET et VOET, 2008; KOOLMAN et ROHM, 2008).

Salting out:
Diminution de la solubilité d’une protéine dans I’eau par I’ajout de hautes concentrations de sels.
- les ions salins n’interagissent pas avec les protéines.
- I’ajout de hautes concentrations de sels tres hydrophiles améne la séquestration des molécules d’eau
par cesions.
- la quantité de molécules d’eau disponible pour solubiliser les protéines diminue.
- les régions hydrophobes des protéines seront déshydratées en premier lieu ce qui favorisera le
rapprochement des régions hydrophobes des protéines (via interactions hydrophobe ->effet goutte
d’huile) (VOET et VOET, 2008; KOOLMAN et ROHM, 2008).
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Chapitrell : Matériels et Méthodes
[1.1.-Principe adopté :

On a étudier le dosage des protéines céphalique chez un espece acridienne par I'utilisation d'un

méthode de dosage colorimétrique c'est laméthode de Lowry 1951.

[1.2- Choix de matériel biologique:

L’étude porte sur I'espéce Tuarega insignis, cette insecte représente un model de choix vu son
fort potentiel reproducteur et de sa prédominance parmi les autres especes. Tuarega insignis est sans
doute le plus gros criquet de I'ancien monde, il est capable de voler sur 50 metres et plus, ses ailes sont

jaunes avec une bande jaune, on ne le remarque que lorsqu'il bouge.

I1.2.1-La place decriquet dansleregneanimal :

Dans le réegne animal, la mgjorité des espéces connues (environ 80%) est constituée par des

animaux a sgquelette externe ou cuticule et pattes articul ées ou arthropodes.

Selon cette nouvelle classification, les Orthoptéroides se subdivisent en 5 ordres :

-Les dictyopteres comprennent deux familles: les Blattidae et les Mantidae.

-Les Dermaptéres sont constitués par les forficules ou perce-oreillees.

-Les Phasmopteres correspond aux phasmes.

-Les I soptéres regroupent les termites.

-Les Orthoptéres sont représentés par les sauterelles et les criquets. La classification la plus admise est celle
de DIRSH (1965) modifiée par UVAROV (1972) (BENKENANA, 2006).

Le criquet appartient a I'embranchement des ARTHROPODES (articulés) car son corps
recouvert de chitine, est formé de segmentset pourvu d'appendices articulés.ll appartient a la classe
des INSECTES arthropodes dont le corps est divisé en trois parties : téte, thorax, abdomen. le criquet
possede une seul paire dantennes , deux paires dailes et trois paires de pattes locomotrices
(HEXAPODES).

Lapremiere paire dailes, dure, forme de longs élytres, et la deuxieme paire , membraneuse, est
pliée en éventail sous les élytres . Les pieces buccales sont broyeuses et |e développement présente des
métamorphoses incomplétes .Le criquet fait partie de I'ordre des ORTHOPTERES (ce mot rappelle
que la seconde paire d'ailes forme des droits) (DESIRE, 2005).

I1.2.2-Position systématique:
Embranchement : Arthropodes.
Classe : Insectes.

Ordre : Orthoptéres.

Sous ordre : Cadliferés.
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Famille : Pawphagidae.

Sous famille : Akicerinae.

Genre : Tuarega.

Espece : Tuaregainsignis (UVAROQV, 1972).

11.2.3- Répartition géographique:

Elle est liée a la recherche de la chaleur : les criquets se disposent sous le néon ou sagrippent
sur le cable chauffant dans I'angle du vivarium. Effectuez des mesures de température a l'aide du
thermométre fourni et constatez .on peut aussi observer la posture particuliere adoptée par certains
individus postés a proximité immédiate de la lampe (qui reproduit le soleil) ils inclinent leur corps

pour profiter au maximum du rayonnement de la chaleur (BENKENANA, 2006).

I1.2.4- Morphologie des Acridiens::
Le corps des acridiens comprend trois partie appelées auss tagmes: la téte le thorax et
I’abdomen (Fig.13).

patte posiérieure pronotum antenne

abdomen thorax téte

Figurel3 : Lamorphologie des acridiens (BENKENANA, 2006).

Latéte porte une paire d’antennes, les pieces buccales et les yeux (BELLMANN et LUQUET, 2009).
Elle est de type orthognate, elle forme un angle droit avec le reste du corps. Elle se subdivise en deux
parties. Une partie ventrale qui renferme I’ensemble des piéces buccales. Une partie dorsale, la capsule
céphalique, portant les yeux composes, les ocelles et les antennes (BENKENANA, 2006).

Les antennes, rectilignes et formées d’articles, son recouvertes de petits poils chitineux. On les
considere comme des organes du toucher et de I’olfaction. Il existe des yeux composes et des yeux
simples, les premiers, volumineux et de forme ovale présentent en surface un nombre tres éevé de
facettes microscopiques. Les yeux simples, ou ocelles, au nombre de trois, sont disposés en triangle
un médian et deux latéraux ces derniers étant situés ala base des antennes (DESIRE, 2005).
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Les piéces buccales, appartiennent au type primitif broyeur (chez beaucoup d’autres insectes,on
observe divers types évolués, par exemple les pieces buccaes de type suceur-lécheur ou de type
piqueur) (BELLMANN et LUQUET, 2009). Elles composent d’une :

Lévre supérieure est un repli chitineux protecteur qui n’est pas considéré comme un Vvéritable
appendice.Paire de mandibules, appendices formés de chitine dure, sont dentées sur le bord interne.
Paire de machoires sont deux appendices biramés possédant chacun une piece basilaire, une rame
externe et une rame interne ; c’est la rame interne qui joue un réle masticateur. Du coté externe, la
machoire est pourvue d’un prolongement articulé riche en poils chitineux, le palpe maxillaire, qui
constituerait un organe sensoriel destiné a apprécier la qualité des aliments.

Lalevreinferieure est une piéce unique qui alavaleur de deux appendices car elle est formeée par la
soudure de deux pieces biramées. Elle porte des palpes, les palpes labiaux, dont le role doit étre
identique a celui des palpes maxillaires.

Ces pieces buccales destinées a la mastication d’organes végétaux (feuilles, bourgeons...) sont
des piéces buccales broyeuses; I’appareil buccal du criquet, qui se retrouve chez bien d’autres
insectes est un appareil buccal broyeur (DESIRE, 2005) (Fig.14).

ol

pm e 8 y o ol pl

Figure 14 : LaForme générale de latéte(BENKENANA, 2006).
a: antenne, c : clypeus, d : dépression antennaire, f : front, fv : fastigium duvertex, j : joue, | : labre
m : mandibule, oc : il composé, ol : ocelle latéral, om : ocelle médian pl : pape labia, pm : pape
maxillaire, rs : région sub-génale, sc : suture coronale, scl : suture clypéo-labrale, se : suture

épistomiale, so : suture oculaire, sp : suture pleurostomiale, sso : suture sous-oculaire, v : vertex

Le thorax : est le tagme spécialisé pour la marche et le vol, il est composé de trois segments d’avant
en arriere : le prothorax, mésothorax et le métathorax. Dans chaque segment, il existe une partie
dorsale : le pronotum ou tergeur, deux parties latérales : les pleures une partie ventrale le sternum.

Ces sclérites sont eux-mémes divisés en sclérites secondaires. Les pattes sont insérées entre les pleures

et le sternum, les ailes lorsqu’elles existent entre le sternum et les pleures (BENKENANA, 2006).
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La premiere paire d’ailes est formée d’ailes étroites et solides qui recouvert, au repos, la
seconde paire d’ailes : ce sont les élytres. Les ailes postérieures, au contraire, sont plus larges et plus
fines; au repos elles se plient comme un éventail et s’abrient sous les élytres : ce sont les ailes du vol
ou ailes membraneuses. Chaque aile est un repli chitineux qui s’est développé extérieurement. Une aile
présente de nombreuses nervures ramifiées dont I’ensemble forme des dessins spéecifiques.

Ces nervures sont des tubes chitineux ramifiés renfermant du sang et un tube respiratoire
appelé trachée.Les ailes sont actionnées par des muscles puissants situés a I’intérieur des anneaux
thoraciques.Un anneau thoracique porte une paire de pattes locomotrices .Sur chaque patte on observe
les mémes articles : la hanche qui relie la patte a I’anneau thoracique, le trochanter, la cuisse, la jambe
le tarse formeé de trois articles. Les deux premieres paires de pattes sont semblables entre elles, mais la
troiséme présente une cuisse trés longue et trées puissante, ainsi qu’une jambe trés
développée I’ensemble cuisse-jambe-tarse fonctionne comme un véritable ressort plié en Z au repos et
qui, en se détendant brusquement, projette I’animal en avant. On dit que les pattes postérieures du
criquet sont adaptées au saut : |e criquet est un insecte sauteur (DESIRE, 2005).

L’abdomen est composé de onze segments les dix premiers sont divisés dorsalement en
tergites ventralement en neuf sternites chez les males et huit sternites chez les femelles.

Les segments sont reliés entre eux par des membranes tres extensibles permettant les mouvements
respiratoires.

Les valves génitales des femelles se situent a I’extrémité de I’abdomen, en position ventrale par
rapport aux valves anades. Elles se composent de trois paires de vaves courtes et robustes dont

I’ensemble est I’organe de ponte typique des Caeliferes appel € Oviscapte (Fig.15).
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Figurel5 : Les différentes formes de I’extrémité Abdominal du male (BENKENANA, 2006).
A :vuedorsale, B : vue latérale gauche, C : vue ventrale ¢ : cerque, ep : épiprocte, pa : paraprocte.
pn : postnotum métathoracique, s1-s8 : sternites abdominaux, ty : organe tympanique.

t1- t11 : tergites abdominaux.
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L’ organe copulateur des méles placé a I’extrémité de I’abdomen sous les valves anales flanqués
de deux cerques. On ne voit qu’un repli membraneux en forme de sabot, différencié a partir du
neuviéme sternite en plaque sous génitale. I’intérieur se trouve la chamber génitale.

La forme des cerques et de la plaque sous génitale des méles varie beaucoup selon |les espéeces.

Elles sont souvent utilisées dans les clés d’identification (Fig.16).
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Figurel6 : L’extréemité Abdominal du femelle (BENKENANA, 2006).
a : apodeme, an : anus, cq : cerque, ep : épiprocte, go : guide de I'uf, gp : gonopore ou orifice génital
od : oviducte, pt : paraprocte, r : rectum, s: spermatheque, sp : orifice de la spermathéque.
s7-sll : sternites abdominaux, S8 : sternite abdomina (plague sous-génitale),t8-t11 : tergites

abdominaux, vd-vl-vv : valves dorsales, |latérales et ventrales de |'oviscapte.

[1.2.5- Cycle biologique:

Espéces a diapause embryonnaire, ne pouvant étre capturées que pendant la saison des pluies. Seuls les
ceufs persistent dans le sol en saison séche.

Espéces a diapause imaginale, pouvant étre capturées sous forme de larves et d’imagos pendant la
saison des pluies mais uniquement sous forme d’imagos pendant la saison seche.

Espéces a reproduction continue, pouvant étre capturées toute I’année sous forme de larves et
d’imagos.

Nombre maximal de générations par an généralement admis (LECOQ, 1988).

[1.2.6- L importance économique :

La qualification « dangereux » est appliquée a I’espéce susceptible de faire des dégats sur les
cultures vivres ou industrielle. L’ingestion par les criquets de pesticides ou de végétaux toxiques peut
provoquer des empoisonnements chez I’homme lorsque le dernier en consomme .Mais aucune maladie
ne parait de voir étre transmise aux hommes et aux plantes par les criquets. Encore que quelques
coincidences aient été notées entre des arrivées massives de criquets et des maladies respiratoires chez
I’homme, des cas d’allergie ont été relevés. Les acridiens ont toujours été considérés comme un fléau

et une catastrophe naturelle.
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La menace acridienne a laissée des traces indél ébiles dans la mémoire des hommes, en effet les
dégéts causés par les acridiens sont suivis de famine dans le pays pauvres.

Dans un passé récent, les acridiens ont occupés a plusieurs reprises. Le premier plan de
I’actualité des ravageurs : pullulations des sauteriaux dans le Sahel en 1974 et 1975 puis du criquet
pelerin « Schistocera gregaria » autour de la mer rouge et du criquet migrateur « locusta migratoria »
dans le Sud du bassin du lac Tchad en 1979 et 1980.

En 1986, les pertes agricoles causees par les acridiens dans sept pays du Sahel ont été estimées
a 77 millions de dollars soit 8% de la valeur commerciale des céréales. Le colt de la lutte anti-
acridienne est revenue a 31 millions de dollars. Le total des pertes annuelles dues aux sauteriaux est
suffisamment élevé pour que ces insectes soient classés comme des ennemis majeurs des cultures,
cette perte differe en fonction de I’espece, en raison de sa densité, de ses besoins alimentaires et de la
plante cultivée attaguée (BENKENANA, 2006).

I1.3- Méthode de dosage des protéines:
[1.3.1- Extraction des protéines céphaliques :

Pour I’etude quantitatif des protéines céphaliques, on effectue une extraction des protéines
céphalique a partir de 6 tétes des criquets (3criquet males et 3 femelle), Pour ce faire, on découpe ces
tétes en petit morceaux et on mesure leurs poids ensuit on broie ceux —ci en présence d'une solution
d'extraction (tampon a (pH 7) et tween) pendant 5 min .puis on filtre se mélange a l'aide d'un papier

filtre, en fin on obtient un extrait brut.

I1.3.2-Dosage des protéines:
Les proténes ont éé quantifiées sdon la méhode de Lowry qui utilise le falin docdteu comme réectif &
l'dbuminedes&rumdebeeuf (B.S.A) comme standard.

[1.3.2.1-Principe delaréaction :

La méthode de Lowry est une méthode de dosage colorimétrique des protéines créée en
1951par le biochimiste américain Oliver H. Lowry . Elle est essentiellement basée sur la méthode du
biuret.

Le dosage est réalisé en deux étapes distinctes :

La premiere, la protéine est mis a réagir avec du sulfate cuivrique alcalin en présence de
tartrate pendant 10 minutes a température ambiante. Au cours de cette incubation, un cuivre
tétradentate formes complexe a partir de quatre liaisons peptidiques et un atome de cuivre (C'est le

"réaction du biuret").
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Chapitrell : Matériels et Méthodes

1. Complexation d’ions Cu?* avec les atomes d’azote des liens peptidiques de la protéine dans des
conditions de pH acalin. Le Cu2+ est ainsi réduit.

au Cu+: Cu*”OH’ + protéine »complexe [Cu** _ protéing].
Cu?* + (acides aminés polaires, Trp, Tyr) red —cu'” (acides amineés)ox.

Deuxiemement, une solution d'acide phosphomolybdique-phosphotungstique est goutée. Ce
compose (appelé Folin-phénol réactif) se réduit, la production d'un bleu intense. On croit que
I'amélioration de la couleur se produit lorsque le complexe de cuivre tétradentate transfére des
électrons au complexe acide phosphomolybdigue-phosphotungstique. La couleur bleue continue de
sintensifier au cours d'une incubation température ambiante 30 minutes. Il a é&é suggéré que lors de
I'incubation de 30 minutes, un réarrangement du complexe initial bleu instable conduit a I'écurie
complexe final de couleur bleue qui a une plus grande absorption.
2. Lesions Cu” et lesradicaux du Trp, Tyr et Cys réduisent le complexe acide
phosphotungstique/acide phosphomolybdigue (couleur jaune) contenu dans le réactif Folin-Ciocalteau
(NaeMO4 + NaaWO,4+ H3PO,), produisant ainsi une couleur bleue.
Cu' " (F-C)ox ——Cu?* + (F-C)red (Bleu) (CHEVREUX, 2009; CABOS- SIGUIER, 2009).

La couleur finale est bleu optimale mesurée a 750nm, mais elle peut étre mesurée a une longueur
d'onde 650nm et 750nm entre avec peu de perte de l'intensité des couleurs. 1l est préférable de mesurer
la couleur a 750nm depuis quel ques autres substances absorbent lalumiére a cette longueur d'onde.

Pour petits peptides, la quantité de couleur augmente avec la taille du peptide. La présence de
I'un des cing résidus d'acides aminés (tyrosine, le tryptophane, la cystéine, I'histidine et |'asparagine)
dans le peptide ou squelette de la protéine augmente encore la quantité de couleur produite parce qu'ils
contribuent supplémentaires équivalents réducteurs pour réduire encore le complexe dacide
phosphomolybdique / phosphotungstique.

A I'exception de la tyrosine et le tryptophane, acides aminés libres ne seront pas produire un
produit coloré avec le réactif de Lowry, toutefois, la plupart des dipeptides peuvent étre détecté
(BERTRAND, 2002).

11.3.2.2-M ode opératoire:

On prend I'extrait de ces 6 tétes des criquets et on met chaqu'une sur un tube a vis, ains
goutel,25 ml de réactif C a 0,25 ml d'échantillon & doser, convenablement dilué dans I'eau distillée
(1/100) , aprés 10 minutes, on gjoute rapidement 0,125 ml de réactif de Folin-Ciocalteu, (gjouter le
réactif au centre du tube, ne pas le faire I'agitation ). Aprés 30 minutes a I'obscurité, a I'aide d'un
spectrophotométre on lire |'absorbances a une longueur d'onde de 750 nm. la concentration en
protéines estimeée par rapport a une courbe étalon établie avec I'albumine de sérum de beeuf (BSA entre
Oet0,19/l).
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Chapitre I11: Résultats et Discussions

I11.- Résultats et Discussions:
[11.1.-Taux de protéines:

Les résultats d’étude du taux de protéines sont répertoriés sur la figure (17), lors du dosage de
protéines dans la partie céphalique récoltée sur Tuarega insignis, les concentrations mesurées étaient
respectivement de 5.94+1.23 mg de protéines/ml chez les méles et de 11.48+3.72 mg de protéines /ml
chez les femelles. Le taux de protéines chez les individus femelles, est élevé par rapport a celui des

individus méles. Donc lesindividus méles, présentent une valeur inférieure de taux de protéines.

11,4843,72

12,00 ~

10,00 ~

5,94 +1,23

8,00 -
6,00 -
4,00 ~

2,00 -

taux des protéines (mg/ml)

0,00 T T
Males Femelles

Individus

Figure 17: Taux de protéines chez lesindividus méles et femelles de Tuarega insignis

Selon les résultats des dosages, e taux de protéines chez les criquets femelles est trés important
gue les criquets males. En outre, VANTOMME, 2010 montre que beaucoup d'insectes jouent un role
important dans I'alimentation des humains et des animaux domestiques car ce sont d'excellentes
sources de protéines, glucides et vitamines.

La pratique de I'entomophagie peut contribuer a compenser ces carences. par exemple. Si les
termites contiennent 35% de protéines et 45 % de lipides, les sauterelles ont une teneur en proténes
qui varie de 50 a75 % alors que le poulet n'excéde que 23 % et le porc, 17% (BIZE, 1997).
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Chapitre I11: Résultats et Discussions

[11.2.- Poidsdestétes:

Les résultats relatives au poids des tétes des individus femelles et males de Tuarega insignis
sont répertoriés sur lafigure (18).

1,0210,22

»
N
]

[EEY
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0,4910,16
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Poids des tétes (g)
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> o

o
N
1

o

Males Femelles

Individus

Figure 18: Le poids des tétes chez lesindividus méles et femelles de Tuarega insignis

Le Poids des tétes chez les individus femelles, est éleve par rapport a celui des individus males.
Il est de 1.02 + 0.22g pour les femelles et 0.49+0.16 g pour les méales. Donc les tétes des femelles plus
grandes que les tétes des males.

A partir des deux figures (17) et (18), on constate que le taux de protéine est en relation
proportionnelle avec le poids de téte. Lorsque e poids est élevé le taux de protéine est important.
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Conclusion

Conclusion

La présente étude a pour objectif I’étude de dosage des protéines céphaliques de |'espéece
Tuarega insignis a travers leur taux en protéine céphalique, pour se fait en utilisant la méthode de
Lowry.

Les résultats obtenus dans I’analyse quantitative de protéine céphalique dans Tuarega insignis
montrent qu’une variabilité entre les femelles et les males. En conséquence la quantité de protéine
existante dans |e céphale de femelle et de male constitue un caractere spécifique.

Cetravail refléte une variabilité quantitative sur le taux de proténe céphalique selon le sexe de
criquet étudier, et montre que le classement des extrais protéque en fonction de leur poids dépend
principalement de leur sexe. De point de vu comparative le taux de protéine céphalique dans lafemelle
est élevé 11.48+3.72 mg/ml que le taux de protéine céphalique dansle male 5.94+1.23 mg/ml.

En fin, I’étude de dosage des protéines céphaliques dans une seul espéce acridienne in vitro
montre une quantité de protéine céphalique importante et a des variabilités sur e taux de cette protéine
entre les femelles et les males. Donc ces résultats importants pour la lutte antiacridienne, en outre a
travers cette étude nous avons pu traiter quelque donnée sur les problémes a I’agriculture. A cet effet le
probléme acridien suppose une connaissance approfondie de la biochimie de criquet.

Néanmoins, il serait intéressant d’élargir I’échantillonnage pour différent métabolites dans le
but de préciser les composées d’importance biologique et préconiser les méthodes de lutte, nous
envisageons d’élargir nos recherches ultérieures et d’approfondir I’étude de quantité de protéine
céphalique acridienne.

Nous espérons que vous sélectionnez le type de recherche d’autres protéines en plus a la

céphale d’acridien et les fonctions de ces protéines au sein de membre.

45

—
| —



Références bibliographiques

Références bibliographiques

AJEMP., 1982- Biochimie.3*™ édition, Ed. Office des publications universitaires, Alger, 210 p.
BEAUMONT. S,, 2005-Biochimie.Ed . Dunod, paris, 342 p.

BELLMANN. H et LUQUET.G., 2009- Guide des sauterelles grillons et criquets d ‘Europe
Occidentale. Ed. Delachoux et Niestlé, Paris,383 p.

BENKENANA.N., 2006- Analyse biosystématique, écologigue et quelques aspects de la biologie des
espéces acridiennes d'importance économique dans la région de Constantine. Thése Magister, en
entomologie, Unive. Mentouri, Constantine, Algérie ,162 p.

BERRADA. S., 2009- Biochimie Appliquee Dans Les Filieres Shssa (Cours Des Proteines : Structure
Proprietes et Applications Technologiques).13p.

BERTRAND. M., 2002- Suivi deI'ATP et des proteines du biofilm dans un bioréacteur alit fluidisé
fermentant un perméat de lactosérum reconstitute. These Exigence partielle de la maitrise en ressources

renouvelables, Unive. Québec a Chicoutimi, 113p.

BIZE. V., 1997- Lesinsectes, une ressource alimentaire d'avenir. insectes 106 (03), p10.

BORG. J et REEBER. A., 2004 - Biochimie métabolique. Ed. Dunod, paris, 240 p.
CABOS-SIGUIER .B, 2009-Etude de deux facteurs de transcription impliqués dans |e dével oppement
des mélanomes et la formation de métastases: N Oct-3 et HIF-2a. Caractérisation structurale, recherche
de partenaires et étude de leur interaction avec I’ADN.These. doctorat I’université PAUL Sabatier
Toulouse I11. 137p.

CHEVREUX .S., 2009- Speciation directe de metalloproteines separees sur gels d’electrophorese :
Analyses XAS de la superoxy de dismutase et ICP-MS de proteines Arseniees. Thése Doctorat, Unive.
Bordeaux, 201 p.

COLLAS. Ph., 2005- Cours de Biochimie structural. UCO Bretagne Nord, 57 p.

DESIRE. C., 2005- Zoologie. Ed. Bordas, France, 324p.

GAUDUCHON.P., 2010-protéines cour n0 2. 38 pp.

GAW. A, MURPH. M.I, COWAN. R. A, O'REILLY. STEWART .D e¢ SHEPHERD. J., 2004 -
Biochimie clinique, Ed. Dunod, paris, 165p.

GUILLOTON. M et QUINTARD. B., 2007-Mini Manuel de Biochimie. Ed. Dunod, paris, 214p.
KESSOUS. C., 2005- Biochimie structurale. 9°™ édition, Ed. Office des publications universitaires
194p.

KOOLMAN et ROHM, 2008- L’Atlas de Poche de Biochimie. Ed. Flammarion, 32pp.

——

47

'




Références bibliographiques

LECOQ. M., 1988- les Criquets du Sahel. Ed. Ministere des Affaires étrangeres des Pays-Bas

et CIRAD/PRIFAS (France).125 p.

MOUSSARD. C, GIBEY. R e¢ BENEDINI. M., 2002 -Biochimie structurale et métabolisme. 2°™
édition. Ed. Dunod, Paris, 2005, 245p.

OUAHES. C., 2009- Chimie organique (Sciences biomédicales et sciences de la nature). 8 ™ édition
Ed, Office des publications universitaires, 420 p.

ROUEDE., 2006- Protéine(L3).31 pp.

THIBAULT. P., 2004-Purification de proténes.22 pp.

UVAROV.B. P., 1972- The fight agailft locusts in the governement décar tartant OH OH ftavropol
during the period 1970-1971, reffian dyuro, 88p.

VOET et VOET., 2008- livre Biochimie. 3™ édition. Ed.Umontreal.ca, 32 pp.

VONTOMME.P., 2010- les insectes forestiers comestibles, un apport protéique négligé. Unasylva
236 (61), département des forets de la FAO, Rome, P19.

WEIL .J. H., 2005- Biochimie générale.10°™ édition, Ed, Dunod, paris, 726p.

WEINMAN. Set MEHUL. P., 2004 -Tout la biochimie. Ed, Dunod, paris, 452p.

——

48

'




Annexes

Dosage des proténes par laméthode de L owry (1951)

I- Matériaux et produits chimiques:

|.1-Lesréactifs et produits chimique:
|.1.1-Réactifs:

- Réactif de Folin- Ciocalteu.

-NaOH : la soude.

- Na&CO;3 : carbonate de sodium anhydre .
-CuSQy, : sulfate de cuivre anhydre.
-Taratrate de Na et K.

-(BSA) Albumine de sérum bovin.

|.1.2-Solutions :

Leréactif de dosage est préparé extemporanément a partir de trois solutions :

La solution de Lowry est un mélange de produits chimiques les dessus, a I'exception du réactif de
Folin.

-0,5g de CuSO, dans 100 ml d’H,0O distillée.
-1g de tartrate de Na et K dans 100 ml H20 distillée a partir des deux solutions on prépare les solution

suivants :

-solution A : 5g de NaCO3 dans 250 ml H20 distillée + 1g de NaOH.
-solutions B : 2ml de CuSO; 0,5% +2ml de taratrate de Na et K 1%.
-solution C : 50ml de A +1ml de B.

Les solution doit étre préparé, au jour de lamesure. Bien que la solution C préparé al'avance.
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Annexes

*Gamme d’étalonnage:
A partir de lasolution de BSA, des dilutions sont préparées suivant le tableau ci- dessous

Solution de

BSA (ug /ml) 0 10 2 > " =
Solution mere

de BSA (ul) 0 10 0 > = >
'(EH"J;‘; dstllée 11000 900 750 |50 250 |0

*Courbe étalon du dosage des protéines par la méhode de LOWRY et al (1951).

0,4 -
y = 0,0034x
—~ 0,35 1 2 >
o R™ =0,9879
003
< 025+ <
8 024
g
o 0,15 4
_g 0,1 4
< 0,05 -
0 T T T T T |
0 20 40 60 80 100 120
concentr ation en protéines en équival ent | e serum al bumine
bovine (ng/ml)

BSA = I'albumine sérique bovine utilisée comme protéine étalon;
R = Coefficient de corréation
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Résumeé

Notre étude porte sur le taux de protéines chez le criquet Tuarega insignis, les résultats obtenus
par le dosage des protéines refletent une variabilité quantitative de taux de proténe céphalique entre
les femelles et les males, le taux de protéines chez les individus femelles, est plus élevé par rapport a
celui des individus méles. Il est de 11.48+3.72 mg de protéines /ml pour les individus femelles et de
5.94+1.23 mg de protéines /ml pour les individus maes. Ainsi le poids des tétes chez les individus
femelles, est élevé par rapport a celui des individus méles. Il est de 1.02 + 0.22g pour les femelles et
0.49+0.16 g pour les méles. Ces résultats reflétent une corrélation directe entre le taux de protéine et le

poids céphalique dans ce criquet. Lors que le poids est élevé le taux de protéine augmente.

Mots clés : Dosage - Protéines céphaliques - Tuarega insignis.

Summary

Our study is about the rate of proteins at the locust Tuarega insignis, the obtained results by the
dosage of proteins reflect a quantitative variability of the rate of cephalic protein between the females
and the males, so the rate of proteins at the females is more raised in comparison with males. It is
11.48+3.72 mg of proteins/ml for females, and 5.94+1.23 mg of proteing/ml for males. Thus weight of
heads of females is more raised in comparison with males. It is 1.02+0.22 g for females and 0.49+0.16
g for males. These results reflect a direct correlation between the rate of proteins and the cephalic
weight at the case of thislocust. When the weight is raised, the rate of proteins will be raised also.

Key words: Dosage - Cephalic proteins - Tuarega insignis.
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