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Les peptides du lait a activité physiologique
ll. Peptides du lait a effet cardiovasculaire
activités antithrombotique et antihypertensive
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1 INRA, laboratoire de recherches de technologie laitiere,
65, rue de Saint-Brieuc, 35042 Rennes cedex
2 CNTS, 3 avenue des tropiques, BP 100, 91943 Les Ulis cedex, France

Résumé - Les similarités fonctionnelles entre la coagulation du lait et celle du sang, ainsi que les
homologies de séquences existant entre la chaine Yy du fibrinogéne et la caséine « du lait, ont été a
la base de la démarche adoptée par le groupe de Jolles pour démontrer [l'activité cardiovasculaire

d'une famille de peptides issus de cette protéine du lait. Ces peptides localisés dans le segment gly-
comacropeptidique  de la caséine k, sont capables, non seulement d'inhiber I'agrégation plaquettaire
mais aussi de se lier avec les récepteurs spécifiques apparaissant a la surface de ces éléments figu-
rés du sang et donc, de prévenir la formation du thrombus.

L'activité antiagrégative est nettement renforcée par la présence d'un résidu Lys; ainsi, la séquence
112-116 semble 200 fois plus active que le peptide 113-116. Les résultats obtenus par notre groupe
a partir de peptides résultant de I'hydrolyse trypsique du GMP ont confirmé et précisé ceux du
groupe de Jollés.

L'hydrolyse de l'angiotensine 1par l'enzyme de conversion de l'angiotensine (ACE) est I'étape clé de
la régulation physiologique de la tension artérielle. Aussi a-t-on recherché des séquences peptidi-
ques a méme d'inhiber l'action de I'ACE. De telles molécules ont été localisées dans la séquence de
la caséine ~.

L'activit¢ biologiqgue des protéines laitieres semble de plus en plus plausible au vu des résultats ac-
quis depuis une dizaine d'années qui, outre la démonstration d'activités spécifiques in vivo et in
vitro, indiquent la multifonctionnalité  de certaines séquences et la conservation de ces séquences

dans la plupart des especes de mammiféeres.

lait / caséine / peptide / activité cardiovasculaire [ activité biologique

Summary - Milk peptides with cardiovascular activity: antithrombotic and antihypertensive

activities. Functional similarites between milk and blood coagulation as wel/ as sequence homolo-
gies existing in fibrinogen Yy chain and k casein were the basis for the approach which the Jol/és
group adopted to demonstrate the cardiovascular activity of a peptide family issued from this milk
protein. These peptides are located in the glycomacropeptide  segment of k casein. They are able
not only to inhibit platelet aggregation but also to combine with receptor sites and consequently to
prevent fibrinogen binding with blood platelets (antitrhrombotic activity). In vitro antiaggregative acti-
vity is reinforced by the presence of a Lys residue in the sequence; therefore, the 112-116 peptide
resulting from tryptic hydrolysis of GMP seems to be 200-fold more active than the 113-116 se-
quence. These recent findings by our team have confirmed those of the Jol/és group. Hydrolysis of
angiotensin  1by angiotensin converting enzyme (ACE) is the key step in the physiological regulation
of blood pressure. An investigation was therefore carried out on peptidic sequences able to block
ACE action with a view to finding therapeutic natural substances acting against blood hypertension.

Such peptides are located in f3 casein, and seme, such as the 43-52 human f3 casein sequence,

seem to be very efficient. The biological activity of milk proteins seems to be an increasingly plau-
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sible possibility, given the results acquired during the last decade, which besides the demonstration of

specifie activities in vitro and in vivo, indicate the multifunctionality

of certain sequences and the cons-

ervation of specifie sequences in milk pro teins produced by many mammalian species.

milk / casein / peptide / biological activity / cardiovascular activity

INTRODUCTION

Trois stratégies de recherches sont envi-
sageables (Meisel et al, 1989) pour l|'étude
et la caractérisation de séquences peptidi-
gues ayant une activité biologique:

- recherche de protéines dont les sé-
quences d'acides aminés sont similaires a
celles de protéines actives connues. Ces
séquences sont ensuite synthétisées et
évaluées par leurs propriétés bioactives;

- isolation et caractérisation
actifs a partir d'hydrolysats
Vitro;

de peptides
protéiques in

- isolation et caractérisation
actifs issus de la
intestinale chez l'animal.

de peptides
digestion  gastro-

Ces 3 approches ont été suivies dans le
cas des protéines laitieres ou de multiples
activités ont été mises en évidence (Mau-
bois et Léonil, 1989; Fiat et Jolles, 1989).

Dans le cadre de ces journées, notre
propos sera limit¢ a la synthése des der-
niers travaux réalisés sur les activités car-
diovasculaires mises en évidence dans les
composants protéiques du lait.

Les maladies cardiovasculaires  consti-
tuent la plus grande cause de mortalité de
la population adulte dans les pays indus-
trialisés.  La formation d'un thrombus
(caillot) au niveau des vaisseaux sanguins
(Zucker, 1980) ou encore la vasoconstric-
tion (Wyvratt et Patchett, 1985) sont parmi
les événements les plus fréquents a l'ori-
gine des dysfonctionnements du systeme
vasculaire.

Les étapes clés des mécanismes inter-
venant dans ces déréglements du systéeme
vasculaire ont été récemment identifiées. |l
a donc pu étre imaginé et expérimenté des
stratégies mettant en oeuvre des molé-
cules ayant une activité d'antagoniste spé-
cifique et bloguant ainsi le déroulement de
ces mécanismes. Le fait de disposer de la
connaissance  compléte des séquences
primaires des protéines laitieres a repré-
senté un outil précieux dans la recherche
de dérivés peptidques a méme de
«leurrer » des récepteurs cellulaires ou d'in-
hiber l'action d'enzymes par blocage de
leurs sites actifs.

ACTIVITE ANTITHROMBOTIQUE

La formation des thrombus dans les vais-
seaux sanguins découle d'une cascade ex-
trémement complexe de réactions (Zucker,
1980). Parmi la multitude des événements
qui entrent en jeu, celui qui apparait étre le
plus critique est la liaison du fibrinogéne
aux récepteurs plaquettaires (Shebuski et
al, 1989). Apreés activation par des ago-
nistes physiologiques  (ADP, thrombine,
etc.) les plaquettes fixent le fibrinogéne
ainsi que d'autres protéines, telles que la
fibronectine et le facteur de von Wille-
brand. La liaison de ces protéines, dites
adhésives, se fait au niveau de récepteurs
glycoprotéiques  GPlIb-GPllla  développés
a la surface des plaquettes activées (Plow
et al, 1985).

Des anomalies héréditaires de ces re-
cepteurs ou la présence d'anticorps contre
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GPlIb-GPllla  conduisent a une tendance
sévere au saignement. Les expériences
réalisées chez l'animal ont montré que les
anticorps  anti-GPlIb-GPllla sont en effet
de puissants agents antithrombotiques et
antihémostase. Cette voie immunologique
a d'ailleurs été proposée pour des applica-
tions cliniqgues (Coller et al, 1988).

Les séquences peptidigues du fibrino-
gene impliquées dans linteraction avec les
récepteurs des cellules plaquettaires ont
été identifiées. Il s'agit du tétrapeptide
RGD/X (fragment 572-575) de la chaine ex
et la séquence 400-411 de la chaine y du
fibrinogéne (Shebuski et al, 1989). Les ex-
périences réalisées tant in vitro qu'in vivo
ont montré que des analogues synthéti-
ques de ces séquences étaient capables
d'inhiber l'agrégation plaquettaire et donc
la formation du thrombus (Kloczewiak et
al, 1984; Gartner et Bennett, 1985; Cadroy
et al, 1989; Shebuski et al, 1989).

Se basant sur la similaritt¢ des phéno-
menes de coagulation du sang et du lait,
Jolles et al (1986) puis Drouet et al (1990)

ont recherché l'existence de séquences in-
hibitrices au sein des protéines du lait.
Deux séquences analogues a celles

contenues dans la molécule du fibrinogene
ont été identifiées dans les protéines lai-
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tieres. Il s'agit d'une part, d'un analogue du
tétrapeptide RGD/X du fibrinogéne ex,loca-
lisé dans la région 39-42 de la lactotrans-
ferrine humaine. Les tests réalisés, aprés
synthése chimique de ce fragment, ont
montré que cette séquence a une activité
antiplaquettaire in vitro et antithrombotique
in vivo. De plus, cette séquence co-
injectée en présence du fragment synthéti-
que du fibrinogéne exa un effet potentiali-
sateur chez le cobaye et surtout chez le
rat. D'autre part, une région analogue au
fragment 400-411 (partie C-terminale) du
fibrinogéne y a été identifiée dans la partie
N-terminale du caséinoglycomacropeptide
(CMP) issu de Ihydrolyse par la chymo-
sine de la caséine k bovine. Divers pep-
tides naturels (hydrolyse trypsique du
CMP) ou synthétiques de cette région
(106-116; 106-112; 113-116) (tableau 1)
ont été testés pour leur capacité a inhiber
la fixation du fibrinogene et l'agrégation
des plaquettes. Le fragment 106-116 natu-
rel s'est révélé étre le plus actif dans cette
étude (Jolies et al, 1986).

Dans la méme ligne de recherche, le
pentapeptide  112-116 obtenu par hydro-
lyse trypsique du CMP (Léonil et Mollé,
1990) a été testé pour ses capacités a inhi-
ber l'agrégation des plaquettes in Vvitro
(Léonil et al, résultats non publiés). Les ré-

Tableau 1.Structure primaire des peptides des la région N-terminale du GMP dérivé de la caséine
bovine, et du fragment G-terminal ge la chaine y du fibrinogene.

Primary sequence
c-terminal region of the y chain of fibrinogen.

Fragment

KGN (106-116)
(106-112)
(113-116)
(112-116)

2

H
H,
H
H

Fibrinogéney : (400-411)

of peptides from the N-terminal

N-
N-

region of bovine glycomacropeptide and from the

Séquences

M-A-l-P-P-K-K-N-Q-D-K-GOOH
M-A-l-P-P-K-K-GOOH

,N-N-Q-D-K-GOOH
,N-K-N-Q-D-K-GOOH

H,N-H-H-L-G-G-A-K-Q-A-G-D-V-GOOH
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sultats préliminaires obtenus ont montré
gue ce peptide était respectivement 30
fois et 200 fois plus actif que les peptides
106-116 et 113-116 décrits par Jolleés et al
(1986) (tableau Il). Dans la mesure ou les
résultats issus de ces 2 études sont com-
parables, la présence ou l'absence du rési-
du lysine (position 112) pourrait expliquer
ces différences d'activité constatées. En
effet, Kloczewiak et al (1984) ont montré
que le résidu Lys 406 du segment 400-411
du fibrinogéne y était impliqué dans linter-
action de cette molécule avec les récep-
teurs plaquettaires.

Les segments peptidiques issus de I'hy-
drolyse enzymatique ménagée de la por-
tion N-terminale du CMP constituent donc
une famille de molécules capables d'inhi-
ber I'agrégation plaquettaire.

ACTIVITE ANTIHYPERTENSIVE

L'hydrolyse  de Il'angiotensine, molécule
présente dans le plasma sanguin par I'en-
zyme de conversion de I'angiotensine
(ACE E.C.3.4.15.1) est certainement
I'étape clé dans la cascade d'événements
biochimiques conduisant a la constriction
des artérioles et donc, & la remontée ra-
pide de la pression artérielle. Le clivage
par I'ACE des 2 résidus C terminaux (His-

Leu) sous forme de dipeptide transforme
en effet l'angiotensine ! en un puissant va-
soconstricteur : l'angiotensine Il

Ce rble clé de I'ACE, sa localisation
dans de nombreux tissus y compris dans
les cellules intestinales (Stevens et al,
1988; Duggan et al, 1989) justifient qu'elle
ait été choisie comme cible privilégiée des
agents thérapeutiques a méme d'intervenir
contre I'hypertension. Les permiéres molé-
cules actives qui aient été identifiées
étaient des petits peptides présents dans
le venin d'un serpent brésilien. Ces pep-
tides inhibent Il'action de I'ACE en bloguant
son site actif. Ils contiennent un enchaine-
ment particulier d'acides aminés dont une
proline en position C-terminale.

En raison de la richesse élevée des ca-
séines en résidus proline, Maruyama et al
(1985) ont recherché de tels inhibiteurs
dans les hydrolysats enzymatiques des ca-
séines bovines. Des séquences des ca-
séines as et ~ capables d'inhiber I'ACE in
Vitro ont ainsi été identifiées. Plus récem-
ment, Karaki et al (1990) ont rapporté que
ces mémes séquences avaient un effet
anti-hypertensif chez les rats rendus artifi-
ciellement hypertensifs.

Dans cette méme optique, en se basant
sur les données structurales des peptides
inhibiteurs de I'ACE, Kohmura et al (1989,
1990) ont reproduit par synthése chimique

Tableau Il. Concentration des peptides inhibant 50% de |'agrégation des plaquettes activées en pré-

sence de 'ADP

Peptide concentration inhibiting 50% of the aggregation of ADP-activated platelets.

Séquences

KCN (112-116)
KCN (106-116)*
KCN (113-116)*

* Résultats publiés par Jolles et al (1986) .
* Results published by Jal/es etal, 1986.

le 50 (umollt)

60
400
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des séquences des caséines ~ et kK hu-
maines possédant un résidu proline en
C-terminal.

Parmi les 92 séquences synthétisées

dont 69 de la caséine ~ et 23 de la caséine
K, 4 possedent une forte activité inhibitrice
de I'ACE proche de celle décrite dans le
venin de serpent (tableau Ill). La séquence
43-52 de la caséine ~, n'est que 4 fois
moins active que l'agent de référence Sa
20881.

PEPTIDES OPIOIDES ET EFFET
CARDIOVASCULAIRE

Les nombreuses actions pharmacologi-
gues des peptides opioides ont été récem-
ment revues par Ramabadran et Bansi-
nath (1989). L'administration intracérébrale
ou intraveineuse de ces molécules conduit
a de puissants effets sur le systéme car-
diovasculaire. Chez des rats normotensifs
anesthésiés, linjection intracérébroventri-
culaire ou intraveineuse de la

casomorphine (1-4) amidée produit de I'hy-
pertension et de la bradycardie. Ces phé-
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al, 1980). En revanche, lorsque linjection
intraventriculaire  de la ~-casomorphine (1-
4) amidée était effectuée chez des rats hy-

pertensifs, une augmentation de la pres-
sion sanguine et une accélération du
rythme cardiague étaient observées. Par

ailleurs, Liebmann et al (1986) ont rappor-
té l'effet de faibles concentrations de
casomorphine (1-5) sur les membranes du
muscle cardiaque chez le cobaye. Leurs
résultats suggerent qu'une action sur la
pompe a sodium pourrait étre a l'origine de
l'effet de cette substance sur le potentiel
d'action du myocarde. Sur un autre plan, il
est connu que les opioides endogenes
sont des inhibiteurs de I'ACE (Holaday,
1983). Bien que ce phénomeéne n'ait pas
été démontré pour les exorphines, ceci
laisse a penser que ces molécules agis-
sent par différents mécanismes sur le sys-
teme cardiovasculaire.

CONCLUSIONS

Outre leur qualité nutritionnelle  parfaite-
ment adaptée a la satisfaction des besoins

nomenes sont réversés par la naloxone, de I'étre humain, les protéines du lait sont
antagoniste spécifique des opiacés (Wei et des vecteurs d'activités biologiques. Une
Tableau . Concentration des peptides inhibant 50% de l'activité de I'enzyme de conversion de I'an-
giotensine (ACE). = Produit de référence.
(1) Maruyama et al (1987); (2) Kohmura et al (1990); (3) Kohmura et al (1989)
Peptide concentration inhibiting 50% of angiotensin converting enzyme activity.
Séquences Origine IC50 (pmolll) Référence
177-183 Caséine ~ bovine 15 1
23-27 Caséine usl bovine 6 1
18-20 Caséine k humaine 35 2
124-129 Caséine ~ humaine 2,9 3
63-65 Caséine k humaine 2,2 2
43-52 Caséine ~ humaine 14 3
SO 20881+ Venin de serpent 0,56 3
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telle conclusion s'impose, sans conteste,
au vu des résultats accumulés depuis le
travail de pionnier réalisé par Brantl et al
(1979) sur les activités opioides de plu-
sieurs segments de la caséine ~. Mais
pour intéressantes qu'elles soient, les
connaissances accumulées depuis une di-
zaine d'années sont encore par trop frag-
mentaires, par trop basées sur des tests in
vitro pour affirmer avec certitude que ces
activitts sont exercées aprés chaque in-
gestion de produits laitiers dans les orga-
nismes humains. De nombreuses études
doivent encore étre menées pour confir-
mer ce rble in vivo des protéines laitieres
mais, outre les résultats déja acquis, 2
autres observations sont en faveur d'un
role biologique de certaines séquences
précises:

- ces enchainements sont conservés dans
les diverses especes de mammiféres;

- ces peptides sont multifonctionnels  : une
méme séquence intervient au niveau de
plusieurs activités; par exemple, la ~-
casomorphine cumulerait des activités
morphinomimétique et immunostimulante,
la séquence 177-183 de la caséine ~ asso-
cierait des activités immunostimulante et
antihypertensive.

Parmi ces activités biologiques, celles
agissant au niveau cardiovasculaire  ont
été  particulierement bien établies in
vitro. Mais les mécanismes permettant le
transfert des séquences a travers la paroi
intestinale ne sont pas, ou peu connus.
Leur détermination permettrait d'envisa-
ger la forme sous laquelle pourrait étre
apporté(s) le ou les peptides actif(s).
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