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Introduction Générale

Les qualités sensorielles des viandes dépendent de nombreux facteurs. Ceux-ci, qu’ils
soient liés a I’animal (espece, race, age, sexe, génotype), au mode d’élevage (vitesse de
croissance, alimentation) ou aux facteurs technologiques post mortem (vitesse et intensité du
refroidissement, stimulation électrique, ...), induisent des modifications des caractéristiques
biologiques du muscle, et par conséquent, des variations de tendreté, de flaveur, de jutosité et
de couleur des viandes. Toutefois, moins d’un tiers a un quart de la variabilité des qualités
sensorielles et notamment de la tendreté et de la flaveur ont pu &re expliquées par la
variabilité des caractéristigues musculaires de I’animal vivant (Renand et al., 2001).
L’identification de nouveaux indicateurs constitue une priorité de recherche pour espérer
maitriser ces qudités. C’est la raison pour laguelle des recherches ont été initiées, depuis les
années quatre vingt, dans le but d’identifier de nouveaux indicateurs biologiques fiables ayant
une forte incidence sur les qualités sensorielles des viandes et pouvant expliquer une part

importante de leur variabilité.

Il est clair qu'apres |'abattage des animaux de boucherie, I'ensemble des protéinases
musculaires demeurent actives et contribuent, plus ou moins, & la déstructuration des fibres
musculaires et des myofibrilles. Les myofibrilles étant I'élément essentiel dans la définition de
la tendreté ultime de la viande, qui représente la qualité majeure la plus recherchée par le
consommateur. Du faite que les protéinases ne sont plus soumises & aucun controle
dynamique. Leur régulation sera uniquement assurée par les modulateurs d'activité présents
dans la cellule (activateurs ou inhibiteurs) ainsi que par les conditions physicochimiques qui
vont changer de fagon drastique, qu'il sagisse du pH qui chute pour atteindre une valeur
ultime de I'ordre de 5.4-5.6, de I'osmolalité du tissu musculaire qui atteint des valeurs 2 fois

plus élevées que la normale et de la dénaturation des protéines substrats.

L attendrissage des viandes est un processus enzymatique impliquant les systémes
protéolytiqgues endogénes (Oudi, 1992 ; Sentandreu et al., 2002). Dans ce contexte,
I’attention des chercheurs a éé principalement focalisée sur deux groupes enzymatiques

connus depuis plusieurs décennies. 1l s’agit des cathepsines et des calpaines.

En 1996, Zamora et al., publiaient un travail qui montrait que parmi un nombre de
parameétres important susceptibles d’étre des prédicateurs de la tendreté ultime de la viande
bovine, le plus efficace s'est avéré étre la concentration d’inhibiteurs de serine protéases au
stade de |’abattage. Ce résultat fut confirme par la suite dans une expérience similaire portant
sur un nombre d’animaux plus élevé (Zamoraet al., 2005). Ceci est d’autant plus surprenant

que, durant des années, tout le monde s’accordait a dire que les serine protéases n’avaient
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aucun réle dans le processus de maturation et que cette famille de protéases était trés peu

représentée dans la cellule musculaire (Sentandreu et al., 2002).

Un autre éément essentiel, dans cette réflexion sur ce nouveau concept, fut la
démonstration, vers les années 90, que les inhibiteurs de protéases constituaient de meilleurs
marqueurs de I’intensité de la protéolyse dans le muscle et, par voie de conséquence, de la

tendreté ultime de la viande, que le taux d’enzyme lui-méme (Ouali et Talmant 1990).

Ces observations ont conduit & une étude plus systématique des inhibiteurs de serine
protéases dans le tissu musculaire. Le but de cette étude est d’essayer d’identifier ces derniers
et de préciser la nature de leurs protéases cibles in vivo, protéases susceptibles de jouer un

réle primordial dans le processus d’attendrissage des viandes.

Parmi les nombreuses protéases testées et connues pour étre largement distribuées
dans les organismes vivants et pour é&re intracellulaires, le seul groupe de peptidase fortement
inhibées par ces serpines, se sont avérées étre les caspases, famille tres particuliere de cystéine
protéases, qui jouent un réle prépondérant dans le processus de mort cellulaire programée ou
apoptose.

Les observations décrites précédemment, nous ont conduits & reconsidérer le concept

actuel de latransformation du muscle en viande, Si on admet que :

- les inhibiteurs de serine protéases qui ont été identifiés comme les meilleurs
marqueurs de la tendreté ultime de la viande bovine dans le cas présent,

- cesinhibiteurs sont des inhibiteurs de caspases,

- les caspases sont les moteurs de I’apoptose et donc de la mort cdlulaire

programée, ce qui est aujourd’hui démontré (Taylor et al., 2008),

La seule conclusion qui s’impose, est d’admettre que dés la mort de I’animal, les
cellules musculaires vont s’engager sur la voie de lamort cellulaire par apoptose. C’est ce que
nous avons voulu démontrer dans ce travail. Cette nouvelle conception de la transformation
du muscle en viande apportera des réponses a de nombreuses questions en suspens depuis des
décennies et pour lesquelles des explications scientifiques cohérentes n’ont jamais été

proposées.
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Notre travail comprend trois parties:

- Dans un premier temps, nous avons voulu comprendre les relations entre les
différents paramétres physico-chimiques et biochimiques intervenant dans le processus
d’attendrissage naturel de la viande d’agneau. Afin de limiter la variabilité de la dureté de la
viande liée a deux facteurs, le facteur animal et le facteur type de muscle. Pour atteindre cet
objectif nous avons mesuré en cinétique plusieurs caractéristiques biologiques du muscle,

connues pour avoir un role dans le processus d’attendrissage.

- Dans une deuxiéme étape nous avons procédé a la mise en évidence de I’apoptose dans
le muscle de rat. Parmi les différents marqueurs de I’apoptose nous avons choisi de suivre

I’évolution des marqueurs suivants :

- Larétraction cellulaire ;

- L’externalisation des groupements phosphatidylserine ;

- L hydrolyse de I’actine, premiére protéine cible des caspases ;
- Ladégradation de|’ADN

- Dans la troisieme partie de notre thése nous avons procédé a I’étude des cinétiques
enzymatiques et, plus particulierement, a la déermination des constantes d’association
caractérisant la vitesse d’interaction des serpines avec leurs protéases cibles a savoir la

caspase 8, caspase initiatrice et la caspase 3, caspase exécutrice de I’ apoptose.

Aprés une éude bibliographique détaillée et une présentation des matéried s et méthodes
utilisés, nous présenterons I'ensemble des résultats trés originaux obtenus avant de conclure

sur les perspectives envisagées
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Préambule

La synthése bibliographique de ce rapport a pour but de présenter les connaissances
actuelles sur la transformation du muscle en viande, ainsi que les principaux facteurs

biologiques responsables de la variabilité de sa tendreté.

Une partie de cette synthese est consacrée au muscle strié, qui est la base de la viande,
avec un accent particulier sur les deux composants musculaires responsables de la tendreté de
la viande. La structure contractile et la structure conjonctive. Les principales protéines, qui
constituent ces tissus, seront plus spécidlement détaillées, ains que le polymorphisme

musculaire et sarelation avec la qualité de viande.

L es mécanismes physicochimiques impliqués dans le phénomeéne de transformation du
muscle en viande seront auss bien détaillées. Les mécanismes enzymatiques, les principaux
systémes protéolytiques connus et/ou susceptibles d’intervenir dans la maturation seront
décrits, avec une attention spéciale sur les inhibiteurs endogénes de protéinases. Ces
inhibiteurs endogénes éaient d’autant plus importants que leurs concentrations dans le tissu
musculaire s'est avérée étre le meilleur indicé de prédiction de la tendreté de la viande
(Zamoraet al., 2005)

Enfin un chapitre serra consacré a I’apoptose (la mort cellulaire programmée) la

premiére phase de transformation du muscle en viande apreés la saignée de I’animal.
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1LEMUSCLE STRIE

Le tissu musculaire est un des tissus les plus abondants chez les mammiféres.
Sa masse correspond a environ 40% de la masse totale corporelle. On distingue trois type de

muscle :

- Les muscles striés sguelettiques qui représentent 30 a 35% du poids du corps d’un
animal vivant. |Is assurent le maintien de la posture, ainsi que les mouvements du corps gréace
aleursinsertions sur les os via les tendons. Leurs contractions sont volontaires et répondant a

un influx nerveux

- le muscle cardiaque, muscle strié, commandé par le systéme nerveux autonome,
fonctionne en permanence pour assurer la circulation du sang et I’apport continu des

nutriments et de I’oxygéne aux tissus.

- Les muscles lisses, composés de cellules mononuclées, présents dans de nombreux
organes comme les artéres, les veines, I’utérus, les viscéres avec des fonctions diverses, mais

axées sur le maintien des structures et de I’éagticité.

Le muscle strié squelettique est un des tissus les plus éudiés en biologie. C’est un
organe bien déimité et marqué par une tres forte hétérogénéité structurale. Il est constitué par
la juxtaposition de celules, les fibres musculaires, enveloppées dans une gaine de
périmysium, chaque fibre étant entourée par I’endomysium (Figurel). La principale protéine
congtitutive de ce tissu conjonctif est le collagéne. Ces enveloppes de tissu conjonctif
contiennent des neurofibres, nécessaires a I’excitation électrique permettant la contraction,
des adipocytes congtituant les réserves en lipides intramusculaires, et des réseaux de
vai sseaux sanguins nécessaires a I’irrigation du muscle qui se prolongent en capillaires pour

atteindre toutes les composantes plus internes du muscle.

1.1. Organisation cellulaire

La fibre musculaire est I’unité gructurale essentielle de tous les muscles striés
sguelettiques. Elle présente une forme allongée pouvant mesurer jusgu’a une trentaine de
centimétres. Chaque fibre musculaire est entourée, comme toute cellule, d’'une membrane
plasmatique, appelée sarcolemme, qui abrite le sarcoplasme contenant les nombreux noyaux
cellulaires, les mitochondries, le réticulum sarcoplasmique ainsi que d’autres organites plus

au moins pécialisés (Figure 1).
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1.1.1. La fibre musculaire

La fibre musculaire est plurinucléée et une grande majorité de I’espace intracellulaire
est occupé par les myofibrilles. Ces myofibrilles ont un diamétre d’environ 1-2 pm et peuvent
s’éendre sur toute la longueur de la fibre musculaire. Les myofibrilles occupent 80% du
volume de la cellule et les espaces intermyofibrillaires sont trés faibles. Ces espaces sont
occupés par des mitochondries et le réiculum sarcoplasmique (tubules T). Les myofibrilles
représentent les ééments contractiles des cellules des muscles sguelettiques. Elles sont
constituées de sous unités encore plus petites: les filaments ou myofilaments, également

paralleles au grand axe de la myofibrille (Pearson et Y oung, 1989).

En microscopie photomique, les myofibrilles apparaissent formées d’une succession
de bandes claires et sombres. Ces bandes sont situées au méme niveau pour I’ensemble des
myofibrilles d’une méme fibre, si bien que la cellule a un aspect strié et caractéristique. En
lumiére polarisée, les bandes sombres sont fortement biréfringentes d’ou leur nom de bandes
anisotropes (polarisent la lumiére visible) ou bandes A ; les bandes claires ne sont que tres
faiblement biréfringentes, ce sont les bandes isotropes (non polarisantes) ou bandes |. La
bande A présente, d’autre part, en son milieu une région plus claire, la bande H (H vient de
hélio=semblable au soleil). Chague zone est divisée en deux par une ligne sombre, laligne M.
Au milieu des bandes |, on remarque également, une zone plus foncée que I’on nomme ligne
Z (Figurel).

La portion de myofibrille comprise entre deux lignes Z successives, est appelée
sarcomére. Mesurant environ 2 um de long, le sarcomére est la plus petite unité contractile de
la fibre musculaire. Chaque unité fonctionnelle du muscle squelettique est, donc, une trés
petite portion de myofibrille, c'est-&-dire que la myofibrille est formée d’une succession de
sarcomeéres identiques. Au repos, le sarcomére mesure environ 2,5 um. Lorsque le muscle se
contracte, les bandes | se raccourcissent alors que les bandes A gardent la méme longueur
quelque soit le degré de contraction du muscle. Lorsque le muscle est contracté, le sarcomére
mesure environ 1,5 pm. Le muscle squelettique fonctionne, donc comme un ressort, dont la

contraction serait controlable.

Plus en détail au microscope éectronique, les coupes longitudinales permettent de
reconnaitre les diverses bandes sombres et claires qui s’éendent le long des myofibrilles. A
fort grossisement, on voit que les myofibrilles sont constituées de filaments longitudinaux de
deux espéces différentes: les myofilaments. Une premiere sé&rie de myofilaments est

composée d’ééments de 100 A de diamétre qui s'étendent sur toute la longueur de la bande
22



Synthése bibliographique le muscle strié

A : ce sont les filaments épais. Une seconde série est constituée d’éléments de 50 A de
diamétre : les filaments fins qui s’éendent de part et d’autre de la strie Z et s’engagent entre
les filaments épais (Figure 2). La strie Z correspond & une zone ou les filaments fins des

sarcomeéres voisins sont reliés entre eux par un systéme de filaments spéciau, les filaments Z.

Labande | semble étre constituer uniquement de filaments fins ; labande A est formeée
de filaments épais entre lesquels s’engagent de filaments fins. Comme les filaments fins ne
vont pas jusqu’au milieu de la bande A, il existe au centre de cette bande une zone formée
uniguement par des filaments épais et qui correspond a la bande H, plus claire que I’on
observe. Laligne M, située au centre de la zone claire (bande H) est [égérement assombrie par
la présence de structures qui maintiennent ensemble les filaments épais adjacents. Laligne Z,
auss appelée télophragme, est, en fait, une couche de protéines en forme de piéce de monnaie
on sont ancrés les filaments fins et qui unissent auss les myofibrilles entre elles sur toute
I’épaisseur de la cellule musculaire; de la ligne Z, partent des filaments particuliers qui

attachent la myofibrille &1a membrane plasmique (sarcolemme) (Berkaloff et a., 1977).
1.1.2. Le sarcolemme

Le sarcolemme est une structure continue qui parcourt la fibre musculaire et contribue
a l’intégrité mécanique du muscle. La force de contraction qui est transmise par les
myofibrilles, traverse le sarcolemme en direction de la matrice extracellulaire. Le sarcolemme

est, donc expose a un stress mécanique intense nécessitant une structure tres forte.

Le sarcolemme présente une particularité unique dans le tissu musculaire puisqu'il se
prolonge vers l'intérieur de la cellule et fusionne avec le réticulum sarcoplasmique pour
former un réseau de tubules transversaux (ou tubules T). La fonction des tubules T est de
conduire les impulsions électriques délivrées par la plague motrice de la surface de la fibre
(sarcolemme) a I’intérieur de la cellule musculaire pour arriver jusqu'au niveau de chague
myofibrille (Pearson et Y oung, 1989).

Au niveau de la membrane, la connection entre les compartiments intracellulaire et
extracellulaire se fait gréce a un complexe transmembranaire associant la dystrophine située a
I'intérieur de la cellule et divers protéoglycanes transmembranaires. La dystrophine est la plus

grande protéine associée au sarcolemme (Hijikata, 1998).

La membrane plasmique des cellules musculaire est congtituée de lipides
(phospholipides, glycolipides et cholestérol) et de protéines. Comme toutes les membranes

biologiques, elle est globalement organisée selon le modée de la "mosaique fluide" propose
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dés 1972 par Singer et Nicholson. Dans ce modée (Figure 3). La membrane sarcolemmique
se compose de phospholipides représentant environ 50% et le cholestérol environ 12% des
lipidestotaux (Madeira, 1977 ; De Krester, 1977 ; Rosemblatt, 1981 ; Salviati, 1982).

1.1.3. Le sarcoplasme

C’est le cytoplasme de la cellule musculaire dans lequel baignent tous les constituants
et organites intracellulaires. C'est une substance colloidale qui est principalement composée
d’eau (75-85 %) (Forrest, 1979). Le sarcoplasme, comme le cytoplasme des autres cellules de
I’organisme, correspond au liquide nourricier de la cellule; il contient notamment de I’ATP,
de la phosphocréstine, du glycogéne, des mitochondries, des acides gras et de la myoglobine
(Pollack, 1990).

1.2. Les protéines majeures du muscle

Le muscle est une réserve de protéines importante. Gott et a. (1997), montrent un
inventaire des protéines présentes dans le muscle et leur réle dans ce tissu. Le tableau 1

présente ces protéines majeures et décrit brievement leur fonction.

On peut classer ces protéines en fonction de leur localisation au sein de la cellule ou en

fonction de leur réle suivant le type de muscle considére.

1.2.1. Les protéines sarcoplasmiques

Les protéines sarcoplasmiques représentent environ 30-35% des protéines totales du
muscle (Pearson et Young, 1989). La plupart sont des enzymes et participent au métabolisme
cellulaire. On distingue quatre fractions : la fraction nucléaire (contenant I’ADN, I’ARN, les
nucléoprotéines et les lipoprotéines) ; la fraction mitochondriae (mitochondries, lysosomes,
enzymes qui agissent dans le cycle de Krebs, composants du systéme de transport d’électrons,
peroxisomes) ; la fraction microsomale (microsomes, ribosomes, réticulum sarcoplasmique)
et la fraction cytoplasmique (enzymes de la glycolyse, myoglobine et hémoglobine) (Davey et
Winger, 1979).

1.2.2. Les protéines myofibrillaires

Les protéines myofibrillaires représentent environ 60% des protéines totales du
muscle. Ces protéines peuvent étre classées selon leur fonction: protéines contractiles,
protéines régulatrices de la contraction et protéines du cytosquelette servant au maintien de
I’intégrité et I’organisation tridimensionnelle du sarcomére (tableau 1).
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Tableau 1. Principales protéines musculaires (modifié d’apres Got, 1997)

% des protéines % desprotéines Poids L ocalisation dansla
PROTEINES totales myofibrillaires moléculaires myofibrille Réle physiologique
(kDa)
Sar coplasmiques 30 - - - Interviennent essentiellement au niveau du métabolisme
(Enzymes, Myoglobine, ... des muscles
Mydfibrillaires 60 100
Contractiles
Myosine 45 520 Filament épais - Contraction
Actine 22 42 Filament fin - Contraction
Régulatrices
ProtéineH <1 74 Filament épais - Régulelacontraction
Protéine C 2 130 Filament épais - Régule la contraction
Myomesine 1 185 Bande M - Arrange | es filaments de myosi ne de fagon ordonnée
Protéine M 2 165 Bande M - Arrange | es filaments de myosi ne de fagon ordonnée
LaM-créatine kinase <1 80 Bande M - Régénérateur intramoléculaire ’ATP
Skelemine <1 195 Bande M - Attache les myofibrilles adjacentes entre elles et les
(périphérie) myofibrilles aux filaments intermédiaires
Tropomyosine 5 66 Filament fin - Régule lacontraction. Lielefilament fin au disque Z
Troponine C 2 18 Filament fin - Régule la contraction. Fixele calcium
Troponine | 2 22 Filament fin - Régule la contraction. Inhibe |’ activité ATPasique de
I’actomyosine
Troponine T 2 37 Filament fin - Régule la contraction. Role structural
Paratropomyosine <1 34 Jonction A- | - Inhibe les interactions myosine/actine en présence ’ATP
Tropomoduline <1 41 Filament fin - Selie dlatropomyosine. Régulela contraction. Lieles
(extrémitélibre) troponines | et C au filament fin
Cytosquel ettiques
a-actinine 2 204 Disque Z - Ancre les filaments fins et éastiques dans|e disque Z
B-actinine <1 66 Disque Z - Ancreles filaments d’actine dans le disque Z et les coiffe
Zeugmatine <1 2000 Disque Z - Ancreles filaments d’actine dans le disque Z et les coiffe
Titine 10 2800 Filaments alant de | - Garde les filaments épais au milieu du sarcomére. Régule
labande M au I’assemblage des proténes du filament épais et controle
disqueZ lalongueur de labande A.
Nebuline 4 800 Filaments paralléles | - Régulelalongueur du filament fin. Régule la contraction
au disque Z en liant I’actine alamyosine
Desmine <1 212 Filaments - Encercle le disque Z et attache les myofibrilles entre
intermédiaires elles. Maintient la continuité des sarcoméres
Synemine <1 460 Filaments - Liela desmine aux myofibrilles. Selie aladesmine et &
intermédiaires I’a actinine
Vinculine <1 130 Costameéres - Attache les myofibrilles au sarcolemme
Filamine <1 245 Costameres - Attache le disque Z au sarcolemme
Dystrophine <1 427 Costameres - Selieal’actine et alamatrice extracellulaire
Spectrine <1 240-280 Costameres - Attache le disque Z au sarcolemme
Tissu conjonctif 10 - -

(Collagene, Elastine)
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1.2.3. Les protéines contractiles
- La myosine

La myosine (48% des proténes myofibrillaires totales) est une protéine dimérique de
poids moléculaire 470 kDa qui comprend deux longues chaines identiques (chaines lourdes,
leur PM est 200 kDa) auxquelles sont associées des chaines légéres beaucoup plus courtes (2
a4 chaines, selon s'il s’agit de muscles a contraction rapide ou de muscles & contraction lente,
leur PM étant compris entre 16 et 18 kDa). L’édifice réalisé par I’association de ces chaines
par liaisons non covalentes est une molécule polaire asymétrique ayant laforme d’un bétonnet
de 20 A de diamétre et 1450 A de long, batonnet. Ce batonnet a un caractére hydrophobe
portant & une de ses extrémités une téte hydrophile formée de deux parties globuleuses de 100
A de diamétre chacune. La myosine a deux propriétés importantes : d’une part, elle possede
une proprieté ATPasique qui est activée par lesions calcium, d’autre part, elle se lie al’actine
pour former un complexe : I’actomyosine ; c’est le sous fragment S-1, correspondant a la téte

de lamolécule qui posséde ces deux propriétés.

L’organisation ultrastructurae montre que chaque myofilament épais de 1,6 um de
long est composé de 300 a 400 molécules de myosine disposees téte-béche. Les batonnets
sont placés cbte a cote et parallelement au grand axe du myofilament et se recouvrent
partiellement ; les tétes sont en saillie et arrangées réguliérement (Berkaloff et a., 1977)
(Figure2).

- L’actine

Les myofilaments fins sont congtitués de 3 protéines: I’actine, la tropomyosine et les
troponines. La plus abondante est I’actine (20-25% des protéines myofibrillaires totales).
L’ actine est une protéine globulaire dont le diamétre est de 55 A et qui contient un acide
aminé rare, la 3-méthyl higtidine. L’actine (PM : 43 kDa) est congtituée d’une chaine
polypeptidique de 376 acides aminés dont la séquence est connue. En solution aqueuse et en
absence de sels, les molécules globulaires d’actine sont dispersées ; cette forme monomérique
est désignée sous le nom d’actine-G. En gjoutant de sels neutres (0,1 M KCI) a cette solution

d’actine G, il seforme un polymére fibreux d’actine appelé actine-F

Dans les myofilaments fins qui, chez les vertéorés mesurent 1 pm de long, les
monomeéres d’actine (actine-G) sont disposés sous la forme filamentaire (actine-F). Les
molécules, au nombre de 350 environ, sont placées bout a bout et forment deux brins torsadés

en hélice, le pas deI’hélice étant de 700 A et de 13 monoméres d’actine G.
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1.2.4. Les protéines de la matrice extracellulaire

Le tissu conjonctif est une matrice extracellulaire composée de collagéne. Le tissu
conjonctif assure, ainsi, un réle de tissu de soutien et de maintien de la cohésion des fibres
musculaires. Les deux grandes classes de macromolécules extracellulaires sont les collagénes
et les polysaccharides, qui associés a des protéines particulieres, forment les protéoglycanes ;
les protéines de ce tissu représentent entre 10 et 15 % des protéines musculaires, la protéine
principae étant le collagéne qui peut représenter 70 & 80 % des protéines du tissu conjonctif
(Tableau 1).

Le collagéne assure la résistance physique et les protéoglycanes permettent la
diffusion des métabolites et des nutriments entre le sang et les cellules cibles. L’élastine est
également une protéine présente dans ce tissu, elle apporte une élagticité a la structure. La
fibronectine est une glycoprotéine de haute masse moléculaire présente dans la plupart des
tissus conjonctifs ou elle joue un réle de cohésion cellulaire gréce aux liaisons alafois avec le

collagene et les protéoglycanes (Purdlow et al., 2002).
1.3. Les différentes catégories de muscle

Le muscle strié est un tissu trés hétérogéne, propriété essentielle pour sa fonction. La
disponibilité de nombreux types de fibres avec des caractéristiques fonctionnelles différentes
permet au muscle squelettique une optimisation du travail aux taches diverses qu'il devra
accomplir. Les fibres musculaires ne sont pas des structures statiques et leur nature
dynamique rend difficile leur classement en catégories différentes (Karlsson, 1999; Bottinelli,
2000). I existe de nombreuses méthodes de classification des fibres musculaires, pour cette
raison on rencontre dans la littérature beaucoup d’appellations différentes des fibres et des

muscles.

On distingue plusieurs types de muscles. Les fibres musculaires peuvent étre classées
selon leur couleur, leurs propriétés métaboliques ou leurs propriétés contractiles (Tableau 2).
Les études sur le muscle squelettique, ont révélé I’existence de deux types majeurs de fibres
musculaires : d’un coté, les fibres oxydatives, rouge a contraction lente de type | et de I’autre

les fibres glycol ytiques, blanches de type |l & contraction rapide.

Les fibres rouges sont trouvées dans les muscles qui ont une activité répétitive et de
longue durée et les fibres blanches sont associées a des activités puissantes, breves et intenses
qui peuvent étre réalisées pendant un temps court. Sur la base d’une coloration histochimique,

il a été rapporté que I’activité phosphorylase et de I’ATPase myofibrillaire sont basses mais
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Tableau 2. Caractéristiques des types de fibres (+, bas; ++, moyen; +++, haut).
(adapté de Lefauchaur et Gerard, 2000)

Type contractil

Couleur
Type métabolique

Typedefibre

Type d’activité
Energie de stockage
Capacitéoxydative

(densité capillaire, densité
mitochondriale, myoglobine)
Activité myosine-ATPase
Capacitéglycolytique
Capacitétampon
Résistance a la fatigue
Production deforce
Strie Z (largeur)

Diamétre

Contraction lente
(Typel ou B)

Rouge
Oxydative

BR
I

Aérobie
Triglycérides

+++

+++

+++

Rouge

Oxydo-glycolytique

oR
1A

Aéro-anaérobie

CP-glycogene

+++

++

+++

+++

++

++

++

+,++

Contraction rapide
(Typell ou o)

Blanche
Glycolytique

oW
1B

Anaérobie
CP-glycogene

+

+++

+++

+++

+++

+++
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qu'il existe une concentration élevé en enzymes mitochondriales dans les fibres de type | ;
c’est le contraire pour les fibres de type Il. A I’évidence I’activité ATPase myofibrillaire
dépend des propriétés mécaniques des fibres, particulierement la vitesse de la contraction. Sur
la base de la révélation de I’activité ATPase myofibrillaire a différents pH, Brooke et Kaiser
(1970) ont classt les fibres en: I, IIA, 1IB. Un troisiéme type de fibres rapides: 11X
(intermédiaire entre les fibres 1A et [IB d’un point de vue métabolique), a &é mis en
évidence, tout d’abord chez les rongeurs, puis dans de nombreuses autres especes (Picard et
al., 2002).

Les fibres musculaires peuvent étre analysees sur leur capacité oxydative par la
coloration de la NADH-tetrazolium réductase (NADH-Tr) ou de la succinate dehydrogénase
(SDH) (Ogata, 1964 ; Padykula, 1967). Ashmore et Doerr (1971) ont combiné la coloration
oxydative (SDH) avec I’activité ATPase; ils ont classé les fibres en: aR (ATPase acide-
stable, oxydative), BR (ATPase acide-faible et oxydative) et aW (ATPase acide-faible et
glycolytique). Peter et al. (1972) ont utilisé la coloration de I’enzyme NADH-Tr et I’activité
ATPase pour mettre en évidence trois types de fibres: contraction lente oxydative (SO),
contraction rapide oxydative et glycolytique (FOG) et contraction rapide glycolytique (FG).
Ces types de fibres sont respectivement les fibres aR, BR et aW. Il existe une grande
ressemblance entre les fibres aR, BR, aW et les types de fibres I, 1A et 1IB (Kiesling et
Hansson, 1983).

L’isolement des isoformes de la chaine lourde de myosine (MHC) par les techniques
électrophorétiques est une autre maniere de classer les fibres. Lesfibres destypes|, I1A et 11B
expriment respectivement les isoformes MHC-1, MHC-11A et MHC-1IB (Schiaffino, 1989).
L utilisation d’anticorps spécifiques de différentes isoformes de MHC a permis de révéler, en
plus de ces quatres type de fibres dits purs, des fibres appel ées hybrides qui forment plusieurs
isoformes de MHC simultanément (Picard et al., 2002)

Le muscle strié peut ére classé en différents types qui découlent directement de la

proportion des différents types de fibres qui les constituent..
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2. TRANSFORMATION DU MUSCLE EN VIANDE

La transformation du muscle en viande commence dés la mort de I’animal. Les
muscles sont le siege de modification, plus ou moins importantes qui contribuentt a
I’élaboration et & la définition des qualités organoleptiques de la viande. Cette étape de
transformation fait appel & un ensemble de processus tres complexe, de nature a la fois
enzymatique Au cours de la transformation, le muscle passe successivement par trois états

différents (Figures4).

2.1. L ’état pantelant

La saignée a pour but de retirer le plus de sang possible de la carcasse. Dans la
pratique, seuls 50% environ du sang est éiminé par la méhode de saignée par

étourdissement. Toutefois, dans le muscle, le sang résiduel ne dépasse pas 5 & 10%.

La rétention du sang est minimale suite a la vasoconstriction périphérique induite par
I’augmentation rapide du taux de cathecolamines circulantes libérées par les divers stress

suivis par I’animal dans les minutes qui précédent la saignée (Warris, 1978).

Au niveau des tissus, le principal effet de la saignée et de I’arrét de la circulation
sanguine qui en découle, est d’interrompre I’apport d’oxygeéne et de nutriments aux cellules.

Le muscle continue de vivre, mais en épuisant ses réserves énergétiques (Monin, 1988).

Les mécanismes de maintien de I’homéostase continuent de fonctionner dans la
cellule pendant un certain temps, et les contractions musculaires subsistent, sans doute, en
raison des excitations nerveuses. Cette phase est dénommée I’état pantelant et a une durée
variable selon I’espéce considérée et les réserves énergétiques du muscle. Cette phase est

encore, ace jour, mal définie et mal comprise.

2.2. Lingallation de la rigidité cadavérique

Avec la fin de la phase dite «pantelante» la rigidité cadavérique s’installe
progressivement. Elle se caractérise par des tissus musculaires plus durs, inextensibles et des

axes osseux plusdifficiles & déplacer chez I’animal.

Dans le tissu musculaire, aprés abattage et I’arrét de la circulation sanguine, |”apport
d’oxygene et de substrats énergétiques exogenes (glucose, acides aminés, et acides gras) sont

suprimés. Les seules réactions qui persstent, suivent des voies anagrobies, essentiellement la
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glycolyse. Le principal substrat énergétique est le glycogene. La phosphocrégtine, présente en
moindre quantité (quelques pg/g de muscle a la fin de la saignée), fournit également de
I’ATP. Le taux d’ATP reste constant tant que la phosphocréatine est en quantité suffisante ;
I’ATP hydrolysé en ADP est ainsi régénéré :

ADP + phosphocréatine — > ATP+ créatine

Pour cette phase, au cours de laquelle il n’y pas de consommation nette d’ATP, letiers
environ de I’ATP synthétisé I’est & partir de la phosphocréatine. Rapidement, la
phosphocreéatine s’épuise et le taux d’ATP diminue. La synthése d’ATP par la myoquinase
intervient alors. Elle ne fournit qu’environ 10% de I’ATP produit au cours de cette seconde
phase dont la réaction est décrite ci-dessous :

S —

2ADP ATP+AMP

Ensuite, la voie de la glycolyse devient mgjoritaire. Le glycogene subit la
glycogénolyse avec finalement production d’acide lactique et de protons ; la réaction peut étre
ains schématiseée :

2ADP + 2Pi + (Glucose)n—> 2ATP + 2Lactate + 2H,0 + (Glucose),.1
L acide lactique provenant de la glycolyse s’accumule dans le tissu musculaire.

Chaque molécule d’acide lactique produite est associée a la libération d’environ un proton, ce

qui acidifie progressivement le muscle.

Quand les réserves en glycogéne s’épuisent et quand I’ acidité devient trop forte (le pH
musculaire diminue alors jusqu’a une valeur dite pH ultime, variant entre 5,3 et 6,0 selon
I’espéce et le muscle) pour que la glycogénolyse puisse se poursuivre, I’ATP n’est plus
régénéré, le muscle ne peut plus relaxer : la rigor mortis est installée (Oudi, 1976 ; Monin,
1988 ; Got, 1997 ; Mathoniere, 1999).

La durée de cette phase est trés variable en fonction du type de muscle et de I’espéce
animal (quelques heures <6-10h voire moins> chez le porc contre 24h ou plus chez le bovin),
(Ouali, 19904).

La diminution du pH observée inhibe les ATPases sarcoplasmiques, des pompes a
cacium maintenant |e gradient de calcium, provoquant une fuite de calcium du réticulum vers
le cytosol. Quand la concentration de Ca* atteint 10° M, I'activité ATPasique de la myosine

commence : formation du complexe actine-myosine.
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2.3. Lamaturation

Il est traditionnellement admis que la maturation congtitue la période d’évolution post
mortem apparaissant a la fin de la rigor mortis. Les conditions de développement de la rigor
mortis seront, donc, essentielles pour I’évolution de la maturation, processus déterminé par

deux variables cinétiques, qui sont savitesse et son intensité (Ouali, 1990Db).

Apréslarigor, le muscle, qui a perdu irrévocablement toute propriété d’extensibilité et
ne développe plus aucune contraction, va étre progressvement dégradé dans une suite de
processus de nature physico-chimique et enzymatique complexes au cours desguels se
produisent en grande partie les divers facteurs qui déterminent les qualités organoleptiques
des viandes : couleur, jutosité, flaveur et en particulier latendreté (Lawrie, 1998).

Sur le plan morphologique, une certaine modification se produit. La fibre devient
fragile, la structure de la membrane est trés altérée, le sarcoplasme granuleux et les striations
peuvent disparaitre (Henderson et al., 1970). L’examen de la fibre montre une structure faite

de sarcomeéres contractés (Gothard et al., 1966).

La microscopie électronique permet de détecter, au niveau de I’ultrastructure, des
détériorations profondes, des ruptures des gries Z, un allongement des sarcoméres (Cook et
Wright, 1966).
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3. ATTENDRISSAGE DE LA VIANDE ET MECANISMESIMPLIQUES
DANSLE PROCESSUSDE MATURATION

Aprés I’abattage de I’animal, la carcasse subit des modifications contribuant en
particulier a son attendrissage, qui est une des qualités les plus recherchées par les
consommateurs (Jeremiah, 1982).

Latendreté d’une viande exprime la facilité avec laguelle celle-ci se laisse trancher ou
mastiquer. A I’inverse, la dureté exprime la résistance qu’elle offre ou tranchage ou a la
mastication (Ouali, 1992).

La maturation commence dés la mort de I’animal et les conditions d’installation de la
rigor mortis vont étre déterminantes pour le déroulement de la maturation qui n’est arelier en
aucun cas avec un phénomeéne bactériologique ; il S’agit d’un phénomeéne naturel. La phase de

maturation conduit a un attendrissage du muscle (Figure5).

Le processus d’attendrissage pour la viande n’est pas encore totalement compris et fait
I’objet de nombreuses controverses. Le taux d’attendrissage varie entre les différentes espéces
de mammiféres avec 80% d’attendrissage réalisé en environ 5 jours apres la mort de I’animal
pour le porc, et 2 semaines pour le boauf a une température réfrigérée. D’autres espéces
comme le lapin ou I’agneau requierent des temps de stockage intermédiaires. De plus, pour la
volaille et plus particulierement le poulet, I’attendrissage est trés rapide, totalement accompli
en 48 heures (Pette et Staron, 1990).

La maturation du muscle en viande dépend de nombreux facteurs biologiques et
technologiques. Ce processus met en jeu 2 types de mecanismes fortement dépendants de la
température, qui sont des phénoménes physico-chimiques et enzymatiques entre lesquels

existe probablement une synergie (Ouali, 1990Db).
3.1. Mécanismes physico-chimiques
3.1.1. Latempérature

Le métabolisme post mortem est fortement influencé par latempérature des carcasses.
Latempérature basale de I’animal vivant est d’environ 38°C. Le fait d’abaisser latempérature
du tissu musculaire de 38°C a des valeurs de +6 a +8°C pendant la réfrigération a 4°C a pour
conséquence de diminuer la vitesse de renouvellement de I’ATP. Cependant, en dessous de

ces températures, une accélération du métabolisme se produit alors que le muscle est en
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prerigor. Le muscle subit aors, une contraction trés importante. L’intensité de cette
contraction augmente lorsque la température décroit de 15°C a 0°C (Locker et Hagyard,
1963). La longueur des sarcomeres diminue considérablement ; ce phénomene est appelé
contracture au froid ou « cold shortening » (Marsh et Leet, 1966).

Auss, s les muscles sont placés juste aprés |”abattage a une température supérieure a
25°C, il se produit le phénomene de « heat shortening » qui conduit également a une viande
dure (Hertzman et al., 1993). Cette augmentation de la dureté serait due a la myosine qui
devient plus sensible & I’acidification du milieu ainsi que de I’inactivation, par latempérature,
de certaines enzymes responsables de la dégradation de protéines myofibrillaires lors de la
maturation (Dransfield, 1993).

La morphologie de la carcasse affecte la vitesse de refroidissement des muscles selon
la localisation plus ou moins profondément insérés dans la carcasse. De plus, la composition
intrinseque du muscle auss joue un réle : la matiére grasse isole plus ou moins les muscles et
affecte cette vitesse de refroidissement (Smulders et al., 1991).

Le facteur température, et en particulier sa vitesse de chute dans les premiers heures
post mortem, est trés important pour la tendreté finale de la viande. En fait, les températures
intermédiaires (autour de 15°C) semblent étre les plus favorables & un bon attendrissage des

viandes (Simmons et al., 1996).

312 LepH

Le pH est le paramétre de la viande le plus souvent mesuré. Son suivi au cours de la

maturation est un moyen de controler laqualité.

L évolution post mortem du pH peut étre caractérisée par sa vitesse et son amplitude :
la vitesse est directement proportionnelle a I’activité d’hydrolyse de I’ATP ou activité
ATPasique (Figure 6). Tout facteur modifiant I’activité ATPasique entraine un changement
similaire de la vitesse de chute du pH. L’amplitude est mesurée par le pH ultime puisque le
pH musculaire avant I’abattage est & peu prés constant et proche de la neutralité. Elle est
proportionnelle pour un muscle donné, a la quantité totale de lactate produit ou encore de
glycogene dégradé (Bendall, 1973).

La vitesse de chute du pH intervient dans la tendreté finale de la viande. Cette vitesse
est dépendante de la température, celle-ci et minimale a 17°C, puis elle augmente quand la

température augmente, mais aussi quand la température diminue. Les muscles dont le pH a
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chuté tres lentement, généralement, sont plus tendres (Hamm, 1982 ; Smulders et al., 1990 ;
Dransfield, 1994).

Aprés la mort de I’animal, le pH musculaire, proche de la neutralité (7,0-7,2) chez
[’animal vivant, diminue en quelques heures a une valeur assez stable (pH ultime) qui est
normalement comprise entre 5,4 et 5,6 dans la plupart des muscles. De nombreux résultats ont
mis en évidence un effet du pH ultime sur la tendreté de la viande. Des relations linéaires
positives entre pH ultime et tendreté, estimée par mesure mécanique ou par analyse
sensorielle, ont été rapportées pour la viande de boauf (Bouton et al., 1973 ; Bouton et al.,
1982), de veau (Guignot, 1992). D’autres travaux ont révélé I’existence d’une relation
curvilinéaire entre le pH ultime et la tendreté de la viande de baauf (Purchas, 1990). De telles
relations ont été obtenues lorsque le pH ultime présentait une large amplitude de variation (5,4
a7,0). Une vaeur minimale de la tendreté est enregistrée pour des valeurs de pH variant de
5,7 a6,0.

Les carcasses qui ont le pH le plus bas juste aprés la mort de I’animal, produisent la
viande la plus tendre (Eliers et al., 1996). De méme, les viandes PSE (Pale-Soft-Exsudative),
avitesse rapide de chute du pH, ont été jugées plus dures par un jury de dégustateurs (Buchter
et Zeuthen, 1971). Lorsgue I’acidification du muscle est tres rapide, le pH peut atteindre des
valeurs inférieures 45,5 en moins d’une demi heure. Ces viandes proviennent d’animaux, qui
ont épuisé, juste avant |’abattage, leur stock de glycogene, le transformant en acide lactique,
acidifiant trés rapidement le muscle. A ce moment, la température des muscles est encore de
I’ordre de 40°C, ce d’autant plus que le métabolisme trés actif tend a augmenter la
température. Cette conjonction, pH bas-température élevée dénature, fortement les protéines
sarcoplasmiques (précipitation) et affecte aussi les protéines myofibrillaires. Les proténes
myofibrillaires subissent auss des atérations. Une partie des charges électriques des protéines
est neutralisée par lafixation en quantité importante d’ions divalents Ca™ et Mg'™, ce qui tend
a resserrer le réseau myofibrillaire. Le tout conduit a une diminution supplémentaire du
pouvoir de rétention d’eau. Egalement, ce pH acide dénature les enzymes endogénes qui ne
peuvent plus attendrir la viande lors de la maturation. Enfin, ces conditions de pH bas et
température élevée endommageraient gravement les membranes cellulaires, facilitant
I”écoulement de I’eau intracellulaire vers les espaces extracellulaires et donc I’exsudation. A
I’inverse, le viandes DFD (Dark-Firm-Dry) présentant un pH ultime anormalement élevé, sont
plus tendres que les viandes normales ; ces viandes proviennent d’animaux stressés quelques

heures avant I’abattage, et qui ont, par conséguent, consommé tout leur stock de glycogéne
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mais le temps entre le stress et I’abattage est suffisant pour que le pH acide augmente mais
non pour reconstituer une réserve énergeétique en conséquence apres lamort de I’animal, le pH
ne peut donc plus chuter et il reste éeve lors du stockage. On a attribué la bonne tendreté des
viandes a haut pH ultime & une forte capacité de rétention d’eau (Tarrant, 1981 ; Sanz et al.,
1996 ; Zamora, 1997).

3.1.3. Lapression osmotique

La pression osmotique augmente juste apres la mort de I’animal et tend a se stabiliser
a la fin de la période de la rigidité cadavérique. Par analyse enthalpique différentielle,
méthode permettant de mesurer (Bonnet et al., 1992) sur des échantillons de muscle entier,
I’osmolarité de ce tissu, il a é&é montré (Figure 6) que celle-ci croit au cours de la phase
d’installation de la rigor mortis pour atteindre, a la fin de cette phase, des valeurs (500-600
mOsmoles) presque deux fois plus élevées que les valeurs physiologiques (270-300
mOsmoles). Elles correspondent a la formation de métabolites et a la libération d’ions libres
initialement concentrés dans le réticulum sarcoplasmique et dans les mitochondries (Ouali,
1990b). Ceci correspond a des forces ioniques voisnes de 0,25-0,30 et équivalentes a des
concentrations de NaCl de 0,25-0,30 M, forces ioniques suffisantes pour causer des
dommages importants. Parallélement a I’acidification du muscle, la pression osmotique
augmente a cause de I’accumulation d’acide lactique et d’autres métabolites. Cette
augmentation de la pression osmotique a deux effets principaux : dans un premier temps, elle
participe & une altération des sructures contractiles par une solubilisation des protéines
myofibrillaires. Ainsi, la maturation sera plus rapide dans un muscle dont la pression
osmotique est importante (Oudi, 1992) et dans un deuxieme temps, elle permet de réguler et

de faciliter I’action protéolytique.

3.1.4. Lacapacité de rétention d’eau

Dans la cellule musculaire, la majorité de I’eau est retenue par capillarité dans
les espaces intramyofibrillaires et le reste se trouve au niveau des espaces intermyofibrillaires

et extracellulaires (Hermansson et Luciano 1982).

Aprés la mort de I’animal, les interactions des protéines myofibrillaires avec
I’eau évoluent (Durton 1983). En effet, avec le temps post mortem, le pH chute et se
rapproche du point isoéectrique des protéines myofibrillaires (pHi = 5). Cette chute a pour

conséquence de resserrer le réseau protéique myofibrillaire (Offer et Knight 1988). Les
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egpaces intra et intermyofibrillaires diminuent et I’eau est expulsée dans |’espace
extracellulaire, puis & I’extérieur de la cellule (Boakye et Mittal 1993). La capacité de
rétention d’eau des proténes myofibrillaires diminue donc avec le temps post mortem (Hamm
1982).

La capacité de rétention d’eau peut étre estimée de différentes maniéres : par
compression, centrifugation, gravité, capillarité ou résonance magnétique nucléaire (Trout
1988). Les valeurs obtenues sont trés dépendantes de la méthode utilisée, donc il est
particulierement difficile de comparer les résultats obtenus dans les différentes éudes
(Zamora 1996).

3.2. Mécanismes enzymatiques

Dans la cellule musculaire, la présence de systémes protéolytiques efficaces est
indispensable au bon fonctionnement du turnover protéique. Aprés la mort des animaux, ces
systémes protéolytiques sont également sollicités puisqu’ils semblent impliqués dans le
processus de maturation des viandes (Valin, 1985 ; Goll et al., 1989).

Au cours de la maturation dans les conditions réfrigérées, les composants
myofibrillaires du muscle sont dégradés et permettent ains a la viande de S’attendrir. Les
raisons de cet attendrissage ne sont pas encore bien définies. || demeure encore un grand

nombre de contradictions.

Il existe différents systémes protéolytiques qui ne sont plus régulés post mortem et qui
sont responsables des altérations structurales et biochimiques des muscles conduisant a une
fragilisation de ce tissu et, par voie de conséquence, a I’amélioration de sa tendreté.
Cependant, le poids relatif des différents syssemes enzymatiques dans ce phénomene n’est pas
encore élucidé (Ouali, 1992 ; Sentandreu et al., 2002).

Cette protéolyse post mortem qui joue un réle majeur dans I’éaboration des propriétés
de texture des viandes, est toutefois limitée puisgu’gpparemment elle n’affecte pratiquement
pas le collagene ; ce qui fait de cette protéine, un des facteurs limitants majeurs de la tendreté

des viandes au moins chez les animaux adultes.

3.2.1. Généralités sur les protéases

Les protéases sont des enzymes spécialisées dans la catal yse des liaisons peptidiques,

plus communément appelées enzymes protéolytiques ; elles appartiennent ala classe 3.4 selon
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la classification de la Commission sur les enzymes (EC), formée par I’International Union of
Pure and Applied Chemistry (IUPAC).

Ces enzymes sont ubiquitaires dans la nature et jouent des roles essentiels dans les
processus intracellulaires et extracellulaires, auss bien que dans la régulation des voies
physiologiques. Ces derniéres regroupent la dégradation des protéines mal repliées (effectuée
par les protéasomes), la coagulation sanguine, la maturation protéolytique des précurseurs
polypeptidiques, le contrle de I’apoptose, la défense immunitaire, le clivage du peptide
signal, et bien d’autres.

Elles ont des activités soit exoprotéasiques, soit endoprotéasiques. L es exoprotéases
(peptidases) dégradent les protéines par élimination progressive des acides aminés a partir de
leur extrémité N-terminale ou C-terminale. Bien que post mortem, |”activité exopeptidasique
soit trés limitée dans les conditions normales de conservation de viandes, le muscle n’en

possede pas moins un équipement trés complet d’exopeptidases.

L es endoprotéases (protéinases) hydrolysent les protéines au niveau de sites internes
spécifiques, Leur spécificité de substrat est éroite et dépend de la présence d’amino-acides
caractérigtiques (Barrett, 1977).

L hydrolyse de |a liaison peptidique par une protéase est un mécanisme complexe basé
sur la structure moléculaire des protéines. La vitesse de la réaction (ou cinétique) est, ensuite
fonction de plusieurs facteurs environnementaux (pH, température, force ionique), du ratio
enzyme-substrat, de I’affinité de I’enzyme pour son substrat, de la durée de contact, de la
présence de co-facteurs, d’activateurs ou d’inhibiteurs (Barrett, 1980b ; Barrett et al., 1998).

D’apres le type catalytique (désignant la nature du groupe chimique responsable du
mécanisme catalytique), on discerne quatre types distincts de mécanisme catalytique utilisés
par les protéinases: <érine protéinases, cystéine protéinases, aspartyl proténases,
métalloprotéinases (Hartley, 1960). Pour permettre de classer chacune des protéinases selon
ce systéme pratique, I’ utilisation des inhibiteurs a grandement contribué al’identification et a
ladiginction des différents types catal ytiques (Barrett, 1994).

Les protéinases sont un groupe d’enzymes qui parait jouer un réle maeur dans la
protéolyse post mortem par opposition aux activités exopeptidasiques. En effet, elle
protéinases appartenant aux quatre groupes de cette classification sont présentes dans le tissu

musculaire, c'est-a-dire dans les fibres musculaires et les cellules mononuclées identifiées
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dans ce tissu musculaire (fibroblastes, mastocytes, cellules satellites, leucocytes...) (Valin,
1985 ; Sentandreu et al., 2002).

3.2.2. Les endoprotéases et la tendreté de la viande

3.2.2.1. Les sérine protéases

Les études d’immunolocadisation ont indiqué que les cellules de muscle peuvent
contenir des protéinases neutres ou acaines de type sérine (Kay et al.,, 1985). Plus
récemment, Margolius (1996) a rapporté la présence dans la fibre musculaire de la kallikréine
une protéinase a sérine qui a une implication importante dans le métabolisme des cellules du
muscle et de I’homéostasie (Mayfield et al., 1996). Dans le muscle, la thrombine joue un réle
auss important dans la dégradation et transformation de la jonction neuromusculaire et de la
synapse que dans des pathologies inflammatoires affectant les muscles squelettiques
(Akaaboune et al., 1998 ; Mbebi et al., 1999). Birkedal-Hansen et al. (1993) ont montré que
plusieurs sérines protéinases et metalloprotéinases existent dans la matrice extracellulaire.
Parmi les sérines protéinases, la plasmine et son précurseur le plasminogéene sont fortement

concentrés dans le tissu musculaire.

Les éudes réalisées sur les protéinases a sérine sont rares puisgue on pense que les
s&rines protéases sont localisées seulement dans les mastocytes (Park et al., 1973), c’est pour
cette raison que rien n’est connu sur leur role potentiel dans I’attendrissage de la viande.
Cependant, certains auteurs n’ont trouvé aucun changement de la dureté finale des coupes de
boauf injectés avec du PMSF (Phenyl-Methyl-Sul phonyl-Fluoride), un inhibiteur irréversible
des protéinases a sérine. D’ autres ont rapporté une dureté finale plus élevée par des viandes de
boauf injectée avec PM SF suggérant une contribution des protéinases & sérine non identifiées &
la protéolyse du muscle (Uytterhaegen et al., 1994 ; Alarcon-Rojo et Dransfield, 1995). Cette
hypothése a été soutenue par des résultats récents montrant que parmi 29 variables
biologiques et physico-chimiques susceptibles d’expliquer la variabilité de I’attendrissage de
la viande (la teneur en inhibiteurs des sérine protéinases, la vitesse de chute de I’activité p-
capaine, I’amplitude et la vitesse de chute du pH, I’amplitude d’augmentation de
I’osmolarité, le métabolisme glycolytique des muscles,...), la teneur en inhibiteurs de sérine
protéinases occupe la premiéere place (Zamora et al., 1996 ; Zamora, 1997 ; Ouali, 1999 ;
Zamoraet al., 2005).
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3.2.2.2. Lescystéine protéases
A. Lescalpaines
En 1964, Guroff décrit pour la premiére fois, une protéase dans les fractions solubles
de cerveau de rat, qui fut finalement purifiée en 1976 par Dayton et al. Il s’agit de la calpaine
(EC 3.4.22.17). C’est une cystéine protéinase calcium dépendante et de pH optimal neutre, ce
qui lui vaut également la nomenclature CANP (« Calcium Activated Neutral Protease »).
Chez les vertébrés, les calpaines forment une grande famille comprenant plus de dix
membres. Ce systéme est composé de différentes isoformes de protéinases (Tableau 3) et

d’un inhibiteur endogene, la calpastatine.

Les premiers travaux portant sur les calpaines dans le muscle squelettique ont été
rapportés en 1972 par Bush et al. Dans le tissu musculaire, la pi-calpaine et la m-calpaine sont
trouvées dans toutes les espéeces d’animaux et la p/m capaine a été localisée seulement dans
le muscle de poulet. La capaine spécifigue du muscle nommée p94 était identifiée
génétiqguement (Sorimachi et al., 1989), mais étant trés instable, elle n’a jamais éé purifiée.
Au sein du muscle, les calpaines ont été localisées au niveau de la bande |, au voisinage de la

strie Z ainsi gqu’au niveau du sarcolemme.

Les calpaines pourraient étre le systeme majeur intervenant dans I’attendrissage de la
viande. Cependant, on ne sait toujours pas s la protéolyse post mortem implique
principalement p- ou m-calpaine ou toutes les deux (Boehm et al., 1998 ; Delgado et al.,
2001) et quels substrats des capaines sont les plus importants pour I’attendrissage de la
viande (Huff-Lonergan et Lonergan, 1999). Elles peuvent ére en contact avec les proténes
myofibrillaires. La concentration en calcium libre dans le sarcoplasme augmente durant la
contraction du muscle apres la mort de I’animal. Cette concentration en calcium (110 pM) est
suffisante pour activer la p-calpaine (Koohmaraie et al., 1987), mais nsuffisante pour activer
la m-calpaine (Edmunds et al., 1991). L’ activation des calpaines conduit progressivement &
leur autolyse. Une autolyse trop importante peut conduire & une inactivation de la calpaine. La
diminution de I’activité de la p-calpaine au cours de la maturation peut ére diie & son autolyse
(Boehm et al., 1998). Toutes ces observations conduisent & suggérer que la p-capane est
principalement responsable de la dégradation post mortem et que la m-calpaine joue un role
mineur (Dransfield, 1993 ; Koohmaraie, 1996 ; Veiseth et Koohmaraie, 2005).

La fragilisation de la strie Z, principale modification structurale obtenue au cours de
I’attendrissage ains que I’apparition d’un fragment de 30 kDa, sont reproduites lorsque les

capaines sont incubées avec des myofibrilles (Taylor et al., 1995). Cependant, les calpaines
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Tableau 3. Membres de la famille des calpaines (modifié d’apres Perrin et al., 2004)

Calpaine protéine

Autresnoms

Distribution tissulaire

Calpaine 1
(EC. 3.4.22.52)

Calpaine 2
(EC. 3.4.22.53)

Calpaine 3
(EC. 3.4.22.B7)

Petite sous-unité 1
(EC. 3.4.22.B24)

Calpaine 5
(EC. 3.4.22.B25)

Calpaine 6
(EC. 3.4.22.B26)

Calpaine 7
(EC. 3.4.22.B27)

Calpaine 8
(EC. 3.4.22.B28)

Calpaine 9
(EC. 3.4.22.B29)

Calpaine 10
(EC. 3.4.22.B30)

Calpaine 11
(EC. 3.4.22.B31)

Calpaine 12
(EC. 3.4.22.B32)

Calpaine 13

p-calpaine, CANP1

m-calpaine, CANP2

nCL-1, p94, Lp82, Lp85, Lp83

htra3, nCL-3

CANPX, calpamoduline

paBH

nCL-2

nCL-4

CANP10

Sol H

Ubiquitaire

Ubiquitaire

Muscle squelettique, rétine

Ubiquitaire

Ubiquitaire

Placenta

Ubiquitaire

Mugueuse stomacale

Tractus digestif

Ubiquitaire

Testicules

Ubiquitaire

Ubiquitaire
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ne peuvent, a elles seules, reproduire I’ensemble des modifications post mortem intervenant
au niveau de la structure myofibrillaire (Taylor et al., 1995). Ainsi, la fragmentation observee
au niveau de la bande | n’est pas retrouvée suite a I’incubation de myofibrilles avec les
capaines. Raynaud et al. (2005) ont montré que la calpaine | est concentrée dans les lignes
N1 et N2 delarégion delatitine et ceci pourrait étre un réservoir de calpaine | dans la cellule.
Il existerait donc une régulation spéciale de la libération de I’enzyme et par conséquent une
régulation trés fine de I’équilibre entre I’enzyme libre et I’enzyme unie. Drangfield (1992a) a
précisé en utilisant un modéle mathématique basé sur I’activité des calpaines, que ce modéle a
fixé exactement la tendreté finale de la viande a pH normal, mais n’a pas fourni une bonne
prévision de la texture de la viande & pH élevé qui atoujours éé trouvée anormaement dure.

D’autres systemes protéol ytiques doivent donc intervenir dans |’attendrissage de la viande.
B. Lescathepsnes

Le terme « cathepsine» indique, généralement des protéinases situées dans les
lysosomes e, la plupart du temps actives au pH acide. Les cathepsines ont été découvertes en
1955 par De Duve et al. Les cathepsines lysosomales sont présentes dans tous les types
cellulaires a I’ exception des globules rouges. Les propriétés des cathepsines | ysosomales dans
les différentes especes animales et les différents types cellulaires sont similaires. Ces
endoprotéases | ysosomales sont petites avec un poids moléculaire compris entre 20 et 50 kDa
Leur pH optimal est voisin de 6 avec de nombreux substrats et elles sont instables a pH
supérieur a 7. Le tableau 4 montre un groupe hé&érogéne qui renferme des cydéine
protéinases (cathepsines B, F, K, H, L et S) et des protéases a acide aspartique (cathepsines D
et E). Leur activité est commandée par plusieurs facteurs comprenant le pH, le potentiel

redox, I’ampleur del’activation des précurseurs et les inhibiteurs endogénes spécifiques.

Les cathepsines lysosomales et les calpaines sont les deux systémes enzymatiques
endogénes les plus largement éudiés en relation a I’attendrissage de la viande (Jiang, 2000).
Les idées qui rejetent la contribution des catheps nes dans le développement de I’ attendrissage
de la viande sont principalement basées sur deux types d’observations. D’abord, les activités
des cathepsines nont pas expliqué les différences dans I’attendrissage des échantillons de
viande (Koohmaraie et al., 1988; Whipple et al., 1990). En second lieu, les études
d’inhibition ont prouvé que quelques inhibiteurs des cathepsines ne pouvaient pas supprimer
la protéolyse post mortem ; mais, au contraire, un inhibiteur de proténases a cystéine comme
I’E-64 entraine I’absence de protéolyse des myofibrilles et donc I’attendrissage du muscle.

Cet inhibiteur spécifique exerce son action sur les calpaines et les cathepsines a cystéine
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Tableau 4. Tableau récapitulatif des cathepsines (modifié d’aprés Sentandreu et al., 2002).

Noms Nombre Classfication Taille Gammede pl
EC et type (kDa) pH optimum
Cathepsine B 34.22.1 Famille des protéases 30 5,5-6,5 4555
acyséne (25+5)
CathepsineD | 3.4.235 Famille des protéases 45 3,0-5,0 6,8
aacide aspartique (30+15)
CathepsineE | 3.4.23.34 Famille des protéases 42 3,0-35 4,1
aacide aspartique
CathepsineF | 3.4.22.41 Familledesprotéases |  ----- 5268 | ----
acyséne
CathepsineH | 3.4.22.16 Famille des protéases 28 6,5-6,8 6,0-7,1
acyséne (23+5)
CathepsineK | 3.4.22.38 Famille des protéases 29 6,065 | -----
acyséne
CathepsineL | 3.4.22.15 | Famille des protéases 28 5,5-6,5 5,0-6,3
acyséne (24+4)
CathepsineS | 3.4.22.27 Famille des protéases 24 6,0-6,5 6,3-7,0

acyséne




Tableau 5. Principales fonctions des serpines et représentants respectifs de cette famille

(d’apres Emmerich, 1996).

Fonctions

Ser pinesimpliquées

1.- Modelage de la matrice extracellulaire
2.- Précurseur d’hormones

3.- Transporteur d’hormones

4.- Protéolyse intracellulaire

5.- Régulation de la pression artérielle

6.- Inhibition tumorale

7.- Modulation de la réponse inflammatoire
8.- Différenciation cellulaire

9.- Migration cellulaire

10.- Repliement protéique

11.- Toxicité virale ou parasitaire

12.- Régulation de complément
13.- Régulation de la fibrinolyse
14.- Régulation de la coagulation

al-AT, al-Achy, PAI-1, PAI-2, PN-1
al-antichymotrypsine

TBG, CBG

Inhibiteur des leucocytes
Angiotensinogéne

Maspine

al-Achy, virus de lavariole
PN-1, PEDF

PAI-1

HSP 47 dela souris

Virus delavaccine, virus de la
variole, myxomavirus
Inhibiteur de la C1-estérase
a2-AP, PAI-1, PAI-2

AT, HCII, PCl, al-AT, a2-AP

(a2-AP: a2-antiplasmine; AT : antithrombine I111; HC 1l: 2°™ cofacteur de I’heparine; PCI: inibiteur de la
protéine C activée; TBG: thyroxin binding globulin ; CBG : cortisol binding globulin ; HSP: heat shock protein;
PN-1: protease nexin-1 ; PEDF : pigment epithelium-derived factor ; PAI : plasminogen activator inhibitor)
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(cathepsines B, H et L). Ce résultat souligne que cette classe de protéinases joue un rble
primordial dans la dégradation post mortem de la viande (Mikami et al., 1987 ; Ouali, 1990a).

Une autre raison de rejeter 1”action des cathepsines sur les proténes myofibrillaires a
été qu’il y a peu ou pas de dégradation d’actine et de myosine pendant le vieillissement, deux
protéines extrémement sensibles & I’action des cathepsines (Ouali et al., 1987, 1988;
Koohmaraie et al., 1991). Un autre argument principal que les cathepsines ne pourraient pas
participer & la protéolyse post mortem a été le fait qu’elles sont contenues dans les lysosomes,
et ainsi elles ne pourraient avoir aucun acces a la structure myofibrillaire sans dommage

antérieur de la membrane lysosomale (Koohmaraie, 1996).

Au contraire, il existe des arguments qui soutiennent que les cathepsines pourraient
intervenir dans I’attendrissage de la viande. Des études in vitro, ou les protéines myofibrilles
sont incubées avec des enzymes lysosomales, révelent qu’elles sont capables de dégrader la
troponine T, la titine, I’actine, la myosine, I’a-actinine (Mikami et al., 1987 ; Oudi et al.,
1987). Ces résultats confirment les observations faites suite a la dégradation post mortem du
muscle in vivo. Le systéme lysosomal est spécifique, puisgue ces protéases sont emprisonnées
dans des vésicules, les lysosomes; ce qui les prive d’un contact direct avec leur substrat, les
myofibrilles. Il a été montré que les membranes de ces lysosomes éaient rompues apres la
mort de I’animal et au cours de la période post mortem, permettant une libération de ces
enzymes. Ces résultats sont confirmés par une augmentation de I’activité de certaines
enzymes considérées comme des indicateurs de rupture de la membrane des lysosomes : la 3-
glucuronidase et la phosphatase acide (Dutson et Lawrie, 1974). Aprés la mort de I’animal,
une accumulation d’acide lactique va provoquer une diminution du pH a des valeurs proches
de 5,4 (Ouadli, 1990a). La chute du pH entraine une rupture des membranes des |ysosomes et

donc une libération de leurs contenus.

Méme s plusieurs changements post mortem de I’ultrastructure du muscle peuvent
étre imités par le traitement des myofibrilles avec |es extraits lysosomaux, certains autrestelle
ladiminution de la densité de la ligne Z sont expliqués par le traitement des myofibrilles avec
des calpaines ou le protéasome. Puisque tous ces changements structurels identifiés dans le
muscle post mortem ne peuvent pas étre expliqués par I’action d’un systéme protéolytique, un

effet synergique des capaines et des catheps nes doit étre considéré (Ouali, 1992).
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3.2.2.3. Lesagpartate protéinases

Le muscle en contient deux : la cathepsine D (EC 3.4.23.5) et la cathepsine E
(EC 3.4.23.7). La cathepsine D est la plus abondante des enzymes lysosomales. Elle a un
poids moléculaire de 42 kDa et son pH optimal est compris entre 3 et 5. De répartition
ubiquitaire, sa présence a été démontrée dans les lysosomes de trés nombreux types de
cellules y compris dans la fibre musculaire. La cathepsine D lyse les protéines comme
I”hémoglobine, la myosine, les protéines sarcoplasmiques, mais elle a trés peu d’effet sur le
collagene. Dans le muscle, la cathepsine D hydrolyse la chaine lourde de la myosine, I’a-

actinine, latropomyosine et lestroponines T et | apH 3 (Tessitore et al., 1987).

La cathepsine E a un poids moléculaire de 80 kDa et son pH optimal est compris entre
3,0 et 3,5. Elle dégrade I’abumine sérique et I’hémoglobine. Venugopal et Bailey (1978) ont
mentionné |’ activité de la cathepsine E dans le muscle Diaphragma de bovin et de porc, mais
des incertitudes existent sur I’origine de I’activité cathepsine E dans le muscle (Asghar et
Bhatti, 1987).

3.2.2.4. Lesmétalloprotéinases

Les métalloprotéinases auxquelles un ion métallique, habituellement un atome de zinc,
participe activement (groupe prosthétique), et est nécessaire a I’activité catalytique de
I’enzyme, forment le plus diverse des type catal ytiques des protéinases. L’activité maximale
de ces enzymes est observée a pH neutre, 7,5/8,5 ; elle chute trés rapidement en dessous de
pH 7,0 et et nulle apH 5,0 (Vdin, 1985). Au moins 18 métalloproté nases différentes ont été
identifiées avec un poids moléculaire entre 25 et 75 kDa (Barrett et al., 1998).

Les collagénases (EC 3.4.24.3) sont les seules métall oproténases connues dans le tissu
musculaire. Les collagénases des vertébrés sont normalement trouvées sous forme inactive ou
partiellement active. 11 semble probable que cette latence résulte de I’interaction avec un

inhibiteur sérique ou tissulaire (Valin, 1985).

Dans le muscle squelettique, la matrice extracellulaire est structurellement et
fonctionnellement complexe. Cette matrice, qui contient le collagéne (types I, IlI, 1V, V et
V1), les glycoprotéines (laminine et fibronectine) et les protéoglycanes, contribue aux
caractéristiques mécaniques du muscle et & la transmission de la force du muscle au tendon.

Les métalloprotéinases dégradent les différents types de collagéne ainsi que les protéines
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cytosquelettiques reliant le sarcolemme a la matrice extracellulaire, aux dystroglycanes et aux
plaques neuromusculaires (Nagase, 1996 ; Yamadaet al., 2001).

Les collagénases sont trés spécifiques. Elles coupent les trois chaines de latriple hélice
de collagéne en un seul point, coupure au 3/4, 1/4 de la longueur de la chaine. L’ activité de
ces enzymes sur le collagene est fonction du type de collagene (Valin, 1985). Puisque le
collagene ne subit pas de changements drastiques pendant |e stockage de la viande aux basses

températures (0-4°C), tres peu de tavaux ont été réalisés sur se groupe d’enzyme.

3.2.2.5. Leprotéasome

Il a éé décrit pour la premiére fois en 1980 dans I’hypophyse de bovin (Orlowski et
Wilk, 1981). Le protéasome est auss appelé complexe protéolytique multicatal ytique (MCP),
puisgque la présence de multiples activités distinctes a é&é mise en évidence (Rivett, 1993). Il
est présent dans la plupart des cellules vivantes auss bien dans le cytosol que dans le noyau
(Rivett, 1989).

On peut différencier deux isoformes selon leurs coefficients de sédimentation, le 20S
et le 26S (Goldberg, 1992). Le rdle physiologique du protéasome de 20S est inconnu, mais il
doit avoir un intéré puisgu’il est tres largement distribué dans les différents types cellulaires
et auss dans un grand nombre d’espéces allant des bactéries aux mammiféres (Figure?).
Quant au protéasome de 26S, il catalyserait une voie protéolytique responsable de
I’élimination sélective de protéines endogenes impliquées dans la régulation métabolique
(Goldberg, 1992). Les activités protéolytiques nécessitent une gamme de pH comprise entre 6
et 8 (Dutaud et al., 1996).

Tous les sous-types des complexes protéasome existent dans le muscle squelettique
(Dahlman et al., 2000 ; Dahiman et al., 2001). Dans les muscles de bovin la concentration de
protéasome est de 200 a 350 pg/g de tissu humide (Dutaud, 1998).

Le réle du protéasome durant I’évolution post mortem de la viande a été peu étudié et

les résultats publiés sont contradictoires.

L’incubation de myofibrilles d’ovins avec une préparation de protéasome montre que
latroponine C et les chaines Iégeres de la myosine sont dégradées (Koohmaraie, 1992). Dans
les conditions réelles de stockage, aprés la mort de I’animal, ces protéines myofibrillaires ne

sont habituellement pas dégradées.
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Figure 2: Structure générale du protéasome 26S, observée en microscopie électronique (en
haut), et fonctions plausibles des différentes parties de la molécule (en bas).
L’image du haut est issue du calcul de la moyenne des centres de masse d’environ
3000 molécules. Elle montre une partie centrale, cylindrique constituée du
protéasome 20S, entourée de deux complexes 19S orientés téte-béche (d’apres
Koster et al., 1995 et http://www.biochem.mpg.de/baumeister/image/detection
result_26s.html).
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(KFERQ) sont ciblées spécifiquement vers le lysosome.
2 : Lamacroautophagie : une portion du cytoplasme est entourée par une double
membrane correspondant a une projection du reticulum endoplasmique pour former
une vésicule fermée, |’autophagosome, qui fusionne avec le lysosome pour former
I’ autophagol ysosome.
3 : Lamicroautophagie : des corps multivésiculaires d’origine endosomique
s’invaginent pour internaliser des agrégats protéques puis fusionnent avec les
lysosomes.
4 : L’hétérophagie : des particules extracellulaires sont internalisées dans des vésicules
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Auss, I’incubation de myofibrilles bovines avec des protéasomes de 20S montre que
les protéines myofibrillaires sont des substrats relativement spécifiques du complexe
protéosomique de 20S (Taylor et al., 1995). Lamyosine, |’actine et la desmine sont dégradées
avant que I’a-actinine, latroponine T et la tropomyosine. Ces changements sont différents de

ceux rencontrés lors de I’évolution post mortem de la viande.

Il a été plus souvent suggéré que le protéasome n’était pas impliqué dans les premiers
stades de maturation post mortem de la viande ou dans la désorgani sation des myofibrilles ; ce
réle est le plus souvent attribué aux calpaines (Boehm et al., 1998). Néanmoins, une possible
hydrolyse par le protéasome et envisageable, mais, supposerait une action synergique de

différentes protéases comme les calpaines et le protéasome. (Mykles, 1989).

3.2.3. Inhibiteurs endogenes des protéases et la science de la viande

Les substances qui affectent la vitesse de réaction cataysée par I’enzyme et diminuent
son efficacité durant la formation ou la rupture du complexe enzyme-substrat en se combinant
avec celle-ci sont appelées inhibiteurs. Les inhibiteurs peuvent étre divisés en deux groupes
d’aprés le genre d’interaction entre I’enzyme et I’inhibiteur : inhibiteurs non-covalents et les
inhibiteurs covalents. Les inhibiteurs non-covalents réagissent de facon réversible avec
I’enzyme pour réduire sa vitesse de réaction alors que les inhibiteurs covaents sont souvent
référés aux inhibiteurs irréversibles et réagissent de fagon covalente avec I’enzyme pour
diminuer son efficacité. Les derniers sont souvent dénommeés inhibiteurs suicides, puisque ils

sont hydrolysés au cours de ce processus et ne pourront donc pas reservir.

Les inhibiteurs synthétiques et les inhibiteurs endogénes ou naturels ont fortement
contribué a I’élucidation de la structure tridimensionnelle et de la configuration spatiale des
résdus qui congtituent le site actif (site de liaison et site catalytique) (Bode et al., 1989 ;
Perona et al., 1993 ; Gaboriaud et al., 1996). IIs ont auss été utilisés pour ducider les voies
métaboliques, les mécanismes cinétiques des réactions catalysées par I’enzyme et la nature
des intermédiaires formeés durant la catalyse. Les inhibiteurs ont été des outils essentiels pour

comprendre les phénomenes enzymatiques.

La classification des inhibiteurs dépend de la réversbilité, de la force, et des vitesses
de leur interaction avec les enzymes. La distinction entre un comportement réversible et

irréversible est difficile.
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Il existe trois types principaux d’inhibition réversible : compeétitive, incompétitive et
mixte. Dans les différents types de mécanisme d’inhibitions réversibles, I’interaction de
I’inhibiteur enzymatique et son enzyme cible forme généralement un complexe enzyme-
inhibiteur (El) réversible. Dans I’inhibition compétitive (inhibition spécifique), I’inhibiteur
competitif selie au site de liaison du substrat en compétition avec le subgtrat pour le site actif.
Dans I’inhibition incompétitive (inhibition catalytique), I’inhibiteur se fixe seulement au
complexe enzyme-substrat, pas a I’enzyme libre. Dans I’inhibition mixte, I’inhibiteur se lie &
I’enzyme libre auss bien qu’au complexe enzyme-substrat, en obéissant a un ordre de fixation
au hasard. Pour I’ensemble des inhibiteurs réversibles que nous venons de décrire, le taux

d’inhibiteurs est toujours significativement plus éevé que le taux d’enzyme cible.

L’inhibition irréversible est définie par une réaction simple dans laquelle la liaison du
complexe enzyme-inhibiteur est irréversible ou pseudo-irréversible, dle est caractérisée par

une orientation de la réaction vers laformation du complexe (Kass >> Kgiss).

Kass

E+l <— El

Kass €5t la constante de vitesse d’association du complexe. Dans ce type de mécanisme
d’inhibition, la constante de vitesse de dissociation du complexe, Kgiss, devient nulle, puisque
il N’y aaucun retour dans la direction de la dissociation du complexe El. D’ailleurs, la vitesse
de reléche de I’inhibiteur a partir du complexe enzyme-inhibiteur devient vraiment trés lente
pour étre négligeable, alors I’inhibition est considérée comme irréversible. Un composé qui
amene a la formation d’un lien covalent de I’enzyme détruit souvent I’activité enzymatique

d’une maniére définitive(Silverman, 1995).

Les fonctions des inhibiteurs de protéases sont essentielles pour tout organisme
vivant : d’une part, ils préviennent une activité protéolytique incontrélée. Les protéases font
I’objet d’une régulation tres étroite, limitant ainsi leur activité catalytique aux seuls processus
et compartiments physiologiques ou elles sont nécessaires; d’autre part, ils protegent
I’organisme d’une activité protéolytique exogéne, qu’elle soit le fait de prédateurs ou

d’organismes pathogenes.

La majorité des inhibiteurs de protéases connus et caractérisés jusqu’a ce jour, est

congtituée d’inhibiteurs de sérine protéases (Bode et Huber, 1992).

Les évolutions post mortem des variables biologiques et de la dureté myofibrillaire de

la viande, varient énormément en fonction des animaux, bien qu’ils soient zootechniquement
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similaires. Une cause possible de cette variabilité peut étre la différence dans le contenu
d’enzymes et plus probablement dans le rapport enzyme/inhibiteur, un paramétre reflétant
I”efficacité des systémes protéolytiques (Ouali, 1991 ; Valin, 1995 ; Zamora, 1997).

L’intérét porté aux inhibiteurs est lié au fait que, S'il N’y a pas derelation directe entre
le taux d’enzymes musculaires et la vitesse d’attendrissage ou de maturation, par contre, il
existe une bonne corrélation entre cette méme caractéristique et le rapport enzyme/inhibiteur
(Ouali et Tamant, 1990).

3.2.3.1. Inhibiteursde protéase a serine (serpines)

Les protéases & sérine constituent, sans aucun doute, les protéases les plus étudiées et
le mieux caractérisées actuellement. Il n’est, donc, pas éonnant que la majorité des
inhibiteurs naturels de protéases connus a ce jour, soient des inhibiteurs de protéases a sérine.
Une classification de ces inhibiteurs permet de les regrouper en dix familles distinctes basées
sur les smilarités de séquences, de topologie ainsi que sur les mécanismes de fixation des
protéases. Parmi eux, la famille la plus importante est, sans doute, les SERPINES (SERine
Proteinase INhibitorS) proposée par Carrell et Travis, et dont les membres présentent une
grande similitude structurae et une importante homologie de séquence (Carrell et Travis,
1985). Chez les mammiferes, les serpines régulent un grand nombre de processus biologiques
alant de la coagulation a I’inflammation en passant par |’apoptose et certains peuvent jouer
un réle de suppresseur de tumeur. La famille des serpines joue un role mgeur dans au moins

14 fonctions physiologiques (Tableau 5).

Les serpines sont composées de 300 a 400 acides aminés et partagent une structure
commune, composee de 3 feuillets B (A, B et C), de 8 a9 hélices a (A-1), et d’une boucle
appelée RCL (Reactive Center Loop) composée d’environ 17 acides aminés (Figure 8) reliée
entre le brin 5 du feuillet B A et le brin du feuillet B C (Stein et al., 1990 ; Carrel et al.,
1994 ; Wei et al., 1994), pres de la région C-terminal, qui agit comme un appét ou un
pseudosubstrat pour la protéase cible, et forme un complexe trés stable avec celle-ci (Figure
8). En outre, le RCL des serpines est flexible et mobile, et a la capacité d’adopter un nombre
de conformations différentes. Cette région hypervariable avec les résidus P;- P’; de la serpine
lie le site actif de sa protéase cible et, ainsi, sa séquence détermine la spécificité de
I’inhibiteur. Le résidu P, s’associe dans la poche de spécificité primaire de la protéase cible, et
est un déterminant majeur de la spécificité de la serpine.
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Dans la plupart des cas, les enzymes cibles des serpines sont les peptidases a sérine.
Cependant, plusieurs exemples ont suggéré que les serpines pourraient avoir une plus large

spécificité et que leur fonction n’est pas limitée aux peptidases a sérine.

Les cathepsines K, L et S sont inhibées par la serpine « squamous cell carcinoma
antigen 1 » (Schick et al., 1998a; Schick et al., 1998Db) ; les caspases 1, 3 et 8 sont inhibées
par la serpine virale CrmA (Zhou et al., 1997) ; les caspases 1, 4 et 8 sont inhibées par la
serpine humaine PI9 (Annand et al., 1999). Une autre serpine appelée endopine qui a été
isolée dans les cellules de chromaffine de la médulle adrénale est capable d’inhiber la
prohormone thiol protéinase (Hwang et al., 1999). D’autre part, les serpines d’utérus des
bovins, des moutons et des porcs sont des inhibiteurs de la pepsine, une peptidase & aspartate
(Mathialagan et Hansen, 1996).

Les serpines ont été les premiers inhibiteurs qui ont montré une activité inhibitrice
croisée. Salvesen (1993) a remarqué que la géométrie de la liaison avec le substrat et non le

mécanisme catal ytique des peptidases est |e responsable de la sélectivité des inhibiteurs.

En conclusion, puisgue I’on ne peut toujours pas affirmer que le mécanisme structural
d’inhibition des protéinases a cystéine par les serpines est |le méme que pour les protéinases a
s&rineg, il existe la preuve suffisante montrant que le mécanisme d’inhibition des serpines est
capable de réunir toutes les conditions nécessaires pour une inhibition efficace des proténases
a cystéine, y compris la formation et la stabilisation dans le complexe d’un intermédiaire
thioacyle (Gettins, 2002).

Contrairement au mécanisme d’inhibition des autres inhibiteurs de protéases a sérine,
type Kunitz ou Kazal, qui forment des complexes réversibles avec leur protéase cible voie une
interaction « clé et serrure », les serpines participent a un complexe covalent. Ce sont des
« inhibiteurs suicides » (Patston et al., 1991).

Le mécanisme qui permet aux serpines d’assurer leurs fonctions d’inhibiteurs est assez
particulier, puisqu’il implique certaines modifications structurales majeures (Gettins, 2002).
L’inhibition des protéases & sérine par les serpines se fait en plusieurs éapes (Figure 9). La
premiéere étape du processus d’inhibition est I’interaction du RCL avec le site actif de la
protéase. La protéase forme un complexe non covalent avec la serpine en interagissant avec
les résidus P1 et P’1 de la boucle RCL. Puis, la sérine du site actif de la protéase attaque la
liaison peptidique entre P1 et P’1 comme S’il S’agissait d’un substrat. Ceci aboutit a la

formation d’une liaison covalente entre cette sérine et le résidu P1 de la serpine, puis a la
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coupure de la liaison peptidique entre P1 et P’1 (Wright et Scarsdale, 1995). Cette action
déclenche une modification dramatique de la conformation de la serpine: le RCL clivé
s'insére rapidement dans la feuillet B A pour y former un brin p additionnel. Une fois la
boucle RCL insérée dans le feuillet B A, la protéase, qui reste liée au RCL, est entrainée par ce
mouvement d’un pdle de la serpine a I’autre, ce qui correspond & un déplacement relatif
d’environ 70 A (Im et al., 1999, Lee et al., 2000, Silverman et al., 2001). Au cours de ce
mouvement, la protéase subit également certaines modifications conformationnelles qui
consistent, notamment, en une distorsion de son site actif (Huntington et al., 2000). La
protéase est alors inactivée et incapable de se libérer du complexe formé avec la serpine. Elle
et également plus sensible & la digestion protéolytique (Silverman et al., 2001 ;Gettins,
2002).

Bien que I’existence de ces inhibiteurs dans le muscle ait éé révélée dans les années
1970 (Nogushi et Kandatsu, 1969), peu de travaux ont été réalisés sur le tissu musculaire.
Kuehn et al. (1984) ont montré I’exisence de 4 activités inhibitrices dans la fraction
cytosolique du muscle squelettique de rat. 3 de ces activités correspondent & des protéines de
50, 65 et 65 kDa et sont des homologues des inhibiteurs de sérine proténases de la famille des
serpines purifiées a partir du sérum de rat. La quatriéme fraction, qui n’a été caractérisée que

trés partiellement, présente un poids moléculaire voisin de 15 kDa.

Des inhibiteurs des sérine protéinases ont été aussi isolés dans le muscle de plusieurs
poissons (Toyohara et al., 1983 ; Hara et Ishihara, 1986). Kim et al. (1992) ont isolé un
inhibiteur de sérine proténase de masse moléculaire de I’ordre de 65 kDa & partir de muscle

de poulet.

Des investigations visant a identifier des marqueurs biologiques de la tendreté de la
viande ont démontré que le taux d’inhibiteurs de sérine protéinases est le parametre le plus
important pour la prédiction de tendreté finale de la viande (Zamora et al., 1996 ; Zamora,
1997 ; Oudli, 1999 ; Zamoraet al., 2005).

3.2.3.2. La Calpastatine

La calpastatine est I’inhibiteur endogéne spécifique des calpaines. Cette proténe est
polymorphe. Son poids moléculaire est compris entre 50 et 120 kDa.

Son réle est double: ele permet de bloquer le phénomene d’autolyse et auss

empécher |’activité protéolytique de I’enzyme activée. La calpastatine se comporte comme
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inhibiteur réversible des calpaines. Elle se lie au domaine 1V de la grosse sous-unité et au
domaine 1V’ ou VI de la petite sous-unité. Le calcium a un réle clef dans le mécanisme
d’inhibition de la calpaine par la calpastatine. Il joue un réle de liant entre la calpastatine et la
capaine. Safixation se fait entre les domaines |V et VI de la calpaine et les domaines A, B et
C de la calpastatine. De plus, cette interaction devient réversible aprés la complexation des
ions calcium par de ’EDTA (Takano et Maki, 1999).

Concernant le tissu musculaire, les éudes de localisation en immunohistologie ont
montré que les calpaines ainsi que leur inhibiteur avaient une localisation exclusivement
intracellulaire (Goll et al., 1990; Kumamoto et al., 1992). Cependant ces protéines
napparaissent pas libres dans le cytoplasme, eles seraient liées & des structures
myofibrillaires. La localisation de la calpastatine semble étre compartimentée pres
d’invaginations nucléaires (Lane et al., 1992). L’ activation des calpaines par augmentation de
la concentration calcique, amorce la dissolution de ces structures, libérant |a calpastatine dans
le cytoplasme, laquelle disparait progressivement suite a sa dégradation (De Tullio et al.,
1998).

La présence de deux isoformes de la calpastatine, exprimeées principalement dans des
muscles a contraction rapide et des muscles a contraction lente, ont éé rapportés dans le
muscle d’ovin, de bovin et de porc (Ouai et Tamant, 1990). L’isoforme principal de
capadatine dans des muscles & contraction lente pourrait correspondre a la forme
phosphorylée de calpastatine. Ce serait la forme mineure dans des muscles & contraction
rapide (Doumit et al., 1996). Par allleurs, il a é&é montré que I’augmentation de la dureté juste
aprés I’abattage, était corrdée avec une augmentation de la calpastatine (Roncalés et al.,
1995).

3.2.3.3. Lesinhibiteurs de protéases a cystéine

Les principaux inhibiteurs endogénes des protéases de la famille de la papaine sont les
cystatines, ains nommeées pour leur capacité a blogquer I’action des protéases a cystéine. Ces
molécules sont des inhibiteurs protéiques a forte affinité et réversibles. La super famille des
cystatines est divisée en quatre familles selon le nombre de copies de segment cystatine et la
présence de ponts disulfure (Barrett, 1987).

Tous les membres de |a famille des cystatines inhibent des peptidases a cysténe telles
que la papaine et les cathepsines B, H et L. Les kininogénes sont capables d’inhiber les

capaines ubiquitaires (Ishiguro et al., 1987). Dans le tissu musculaire, plusieurs inhibiteurs
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d’activité cystatine ont été décrits (Bige et al., 1985 ; Schwartz et Bird, 1997), mais, aucune
s&quence nest disponible, par conséquent il est encore impossible de certifier que ce sont
vraiment des membres de lafamille des cystatines(Shackelford et al., 1991 ; Barnier, 1995).

3.2.3.4. Lesinhibiteurs de métalloprotéases et de protéases acides

Ces derniéres classes d’inhibiteurs ont éé mises en évidence dans trés peu
d’organismes. De maniére générale, trés peu d’inhibiteurs de métall oprotéases ou de protéases

acides sont connus a ce jour.

Chez les vertébrés, les inhibiteurs tissulaires de métalloprotéases sont des molécules
d’environ 20 430 kDa multifonctionnelles. Ce sont des inhibiteurs & forte affinité qui forment
des complexes réversibles et stoechiométriques avec leur enzyme cible, bloquant
physiquement I’accés des substrats au site actif. Quatre inhibiteurs des métalloprotéases ont
été identifiés en mammiferes. Ils ont été appeés TIMP-1, 2, 3 et 4. TIMP-1, TIMP-2 et
TIMP-3 sont présents dans les tissus de bovine (Balcerzak et al., 2001).

Les protéases & acide aspartique (pepsine, cathepsine D, renine,...) sont inhibées par la
pepstatine A. La structure de la pepstatine a été modifiée pour augmenter la sélectivité par les

protéinases a acide aspartique.

3.3. Lesfacteurs de variation de la tendreté de la viande

Latendreté de la viande dépend de nombreux facteurs tels que les facteurs biologiques
lies & I’animal (I’espéce, la race, I’age, le sexe, et le type de muscle) et les facteurs
technologiques (conditions d’abattage, temps de maturation, transformation et cuisson)

responsable d’une grande variabilité qu’il convient de maitriser au maximum.

3.3.1. Lesfacteursliésal’animal

- L’espéce: la vitesse d’attendrissage des viandes est trés différente en fonction de
I’espéce animale (Figure 10). Ainsi, I’attendrissage & 4°C, est complet en deux jours pour le
poulet, 5 jours pour le porc, 7 jours pour le mouton et 10 jours pour le lapin et le boauf
(Blanchard et Mantle 1996).

Les raisons de ces différentes vitesses de maturation ne sont pas encore bien
comprises. Le potentiel enzymatique, qui se traduit par une dégradation plus ou moins rapide
des protéines musculaires, serait responsable de cette variation (Ouali et Tamant, 1990).
Cependant, bien que le poulet soit I’espéce qui contient la plus grande activité protéol ytique,
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et le typage contractile et métabolique des muscles (OUALI 1990a)
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il i’y aurait pas de corrdlation entre la capacité d’activité protéolytique et la vitesse
d’attendrissage de laviande (Blanchard et Mantle, 1996).

- La race: I’éffet de la race sur la tendreté a éé particulierement étudié chez les
bovins. Les animaux issus de races latieres, mixte ou races a viande présentent
essentiellement des caractéristiques musculaires variées en raison de différences marquées
dans leur physiologie. Ainsi, les qualités sensorielles des viandes sont importantes au sein de
chague race (Dransfield et al., 2003)

Monson et al. (2005) ont montré des différences significatives de la tendreté de la
viande maturée entre 1 et 7 jours provenant de 4 races: une race laitiere (Holstein), une race
mixte (Brown Swiss) et deux race a viande (Limousine, blond d’aguitaine). Au début de
maturation, les viandes issues des races alaitantes sont en effet plus tendres que les autres
viandes. Toutefois, ces différences s’estompent au cours de la maturation. De méme, Sinclair
et al., (2001) ont montré que les viandes de boaufs Holstein étaient moins tendres que les
viandes de boaufs Charolais ou Augus. Les caractéristiques musculaires propres a chagque race
et en particulier la quantité, la solubilité et I’organisation spatiale du collagéne, la quantité de
gras intramusculaire, mais, également les activités des enzymes protéol ytiques et notamment
du systéme calpaine/calpastatine, peuvent expliquer les différences de tendreté observées

entre les races.

- Le sexe: la variabilité de la tendreté liée au sexe est indéniable pour toutes les
egpéces : les femelles produisent de la viande plus tendre que les méles castrés, eux méme
produisant de la viande plus tendre que les méles entiers. A I’intérieur d’une méme espece, la
variabilité de la tendreté liée au sexe est méme supérieure a celle liée a la race (Nicastro et
Maiorano, 1994).

Huff Lonergan et al. (1995) ont rapporté que I’intensité de la protéolyse serait
responsable de la variabilité liée au sexe. En effet, la conversion de latitine 1 en titine 2 et la
dégradation de la nébuline sont plus rapides chez les animaux castrés que chez les animaux

non castrés.

- L’4ge: laqualité de la viande change considérablement avec |’&ge des animaux. En
effet, au cours de la croissance et du vieillissement, la structure et la composition des muscles
évoluent, entrainant des modifications de la tendreté de la viande. || a notamment, été observé
une augmentation de la dureté des viandes principalement en raison d’une diminution de la

solubilité du collagéne chez les animaux &gés (Gerrard et al., 1987).

50



Synthése bibliographique Attendrissage de la viande et mécanismes impliqués

Mais, en plus du collagéne d’autres parametres biologiques joueraient un réle dans la
variabilité de la tendreté liée a I’&ge. En effet, avec I’&ge, la structure contractile devient
moins sensible & I’action des protéases endogénes et des sels (Ouali 1990b). Cependant,
Whipple et Koohmarie (1992), signalant que les muscles provenant de moutons &gés de 8
semaines sont plus durs et ont une activité cal pastatine a 24 h post mortem plus éevée que les

muscles provenant de mouton &gés de 26 semaines.

Ces différents facteurs liés a I’animal lui-méme, semblent concorder avec les

variations métaboliques et contractiles des muscles (Wulf et al., 1995).

- Letype de muscle a une influence importante au cours de la maturation de la viande
(Dransfield et al., 1980-81). Essen-Gustavsson et Fjelkner-Mudig (1985) rapportent que
I’attendrissage est lié au profil métabolique du muscle. Les muscles riches en fibres de type
1B maturent plus vite que les muscles riches en fibres de type | (Valin, 1988). De méme
Ouali (1990a) a montré que la vitesse de I’attendrissage de la viande est plus rgpide dans les
muscles blancs de contraction rapide que dans les muscles rouges de contraction lente. Monin
et Ouali (1992) ont propose trois mécanismes pour expliquer les différences sur la vitesse de
I’attendrissage des types de muscles: (1) la quantité de protéases et d’inhibiteurs, (2) la
sensibilité du muscle a la protéolyse et (3) la pression osmotique. Les muscles rouges de
contraction lente ont la vitesse d’attendrissage la plus lente et ont la quantité de teneur en
capaines la plus grande, c'est-a-dire que |I’expression de ces protéases est dépendante du type
de muscle (Ouali, 1990D).

La composition du type de fibre musculaire est tres variable et peut étre influencée par
beaucoup de facteurs intrinseques et extrinseques. La difficulté d’avoir le contréle sur tous ces
facteurs dans une expérience complique la mise en évidence d’une relation forte entre le type
defibre et la qualité de la viande (Lefaucheur et Gerard, 2000).

3.3.2. Lesfacteursd’origine technologique

Les conditions de transport des animaux a |’abattoir et les méthodes d’abattage des
animaux sont associées & une multitude de facteurs pouvant induire un stress impotant chez
les animaux (Culioli, 1999 ; Terlouw, 2002). Ces réactions de stress entrainent des
modifications du métabolisme musculaire avant et apres la mort de I’animal, et par ce biais,

ont une influence sur les qualités sensorielles des viandes.
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La conservation des viandes est, égalemen,t un élément important pouvant influencer
leurs qualités sensoridlles (Ouali, 1991 ; Culioli, 1999). Les conditions de réfrigération jouent
un réle important a la fois sur la vitesse et I’intensité de la maturation. En effet, une
réfrigération trop rapide ou trop lente entraine une diminution de la capacité de maturation du
muscle (Daudin, 1988 ; Hertzman, 1993). Le maintien du muscle a 12 et 15°C pendant 10 &
15 heures post mortem, puis a 2 et 4°C au dela, semble le meilleur profil de température a
suivre pour optimiser la maturation (Ouali 1990&). La congélation semble avoir un role
bénéfique sur ce processus, s dle alieu post rigor. Cet effet bénéfique de la congélation est
probablement lié aux altérations de la structure musculaire induites lors de la formation des
cristaux de glace dans le muscle. Ces atérations amplifient le processus de fragilisation de la

structure contractile due ala maturation elle-méme (Daudin, 1988).

L’utilisation de la stimulation éectrique afin d’éviter le phénomene de « cold
shortening » ne semble pas améliorer la tendreté findle de la viande. Par contre, son
association a une réfrigération rapide permet de prévenir toute contraction au froid et donc de
préserver la tendreté. Associée a une réfrigération lente (cas des muscles insérés
profondément dans la carcasse) la stimulation éectrique conduit souvent & I’obtention de

viandes exsudatives connues pour mal maturer (Ouali 1990a ; Geesink et al., 1995).

Enfin, |’utilisation de promoteurs de croissance (anabolisant, beta-agoniste,
hormone de croissance) conduit a une viande plus dure dans la plupart des cas. Ce résultat

étant trés dépendant du type de muscle éudié (Ouali 1990a).

La cuisson est également importante pour la tendreté de la viande. Selon la teneur en
collagéne des muscles, leur mode de cuisson doit varier. Les muscles pauvres en collagéne
nécessitent, généralement, une cuisson modéré et rapide, en milieu sec afin de préserver la
tendreté. Par contre, pour des teneurs élevées en collagéene, la cuisson est préférentiellement
en atmosphére humide et de longue durée afin de permettre eu collagéne de se gélifier et donc
de s’attendrir (Moevi, 2003).
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4 LESMORTSCELLULAIRES

Nos cellules et nos tissus sont continuelement soumis a une grande variété
d’agressions physiques (traumatismes, irradiations, hyper- ou hypothermie ...), infectieuses,
chimiques, métaboliques (privation d’un facteur hormona ou facteur de croissance). Ces
agressions multiples peuvent conduire a I’activation de mécanismes de mort cellulaire, soit

par nécrose soit par gpoptose (Buja et al, 1993).

La mort cdlulaire joue un role fondamental dans de nombreux processus tels que le
développement, la formation du systéme nerveux et immunitaire, les infections et aussi
Fhoméosasie cellulaire (Elle est donc finement régulée par des mécanismes programmés).
Cependant, la mort peut étre provoquée par des causes extérieures, elle es alors qudifiée de

mort accidentelle, car non désirée par I'organisme.

4.1. Les morts accidentelles

Elles sont caractérisées par la rapidité du processus, I’absence de régulation et de

besoins énergétiques.

4.1.1. L’oncose

Le terme « oncose » est méconnu. Pourtant, il a été utilisé dés 1910 par le médecin
Von Reckling-Hausen pour décrire une cellule suffocante. Lorsque la cellule, par manque
d’énergie (privation d'oxygéne) ne peut plus activer les pompes qui rejettent I'excés d'eau et
d'ions calcium rentrant continuellement par diffusion passive, elle gonfle, la concentration en

calcium augmente. Rapidement les protéines se dénaturent et lamort sen suit (Figure 11).

Aing, I'oncose est un terme spécifique al'état d'une cellule ischémique. Cependant, les
biologistes emploient, généralement, le mot nécrose pour décrire I'oncose, car ces deux types
de morts accidentelles sont morphologiquement trés proches et touchent principalement des

groupes de cellules plutét que des cellules isolées.

4.1.2. La nécrose

La nécrose est un terme issu du grec nekros et qui signifie mort. La nécrose a été la
premiéere forme de mort celulaire mise en évidence qui est considérée comme une mort

cellulaire « désordonnée » par opposition a I’apoptose qui, elle, possede différentes phases
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Figure 11. Aspects mor phologiquesdela mort cellulaire (d'aprés Majno et Joris 1995)

L'oncose est caractérisée par une condensation de la chromatinc. Une augmentation du volume
mitochondrial et un début de rupture de la membrane. La nécrose correspond a un état plus avancé du
processus de mort : les membranes des organites sont rompues et |a totalité du contenu cellulaire est libéré
dans le milieu extracdlulaire ce qui peut provoquer un début dinflammation. La mort par apoptose est
caractérisee par la condensation de la chromatine qui se regroupe a la périphérieinterne de la membrane
nucléaire suivi de la fragmentation du noyau et du cytoplasme en corps apoptotiques. Les corps
apoptotiques sont ensuite phagocytés dans le milieu extracellulaire sans induire de processus inflammatoire.
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(Fidzianska et al., 1991). Elle intervient dans des conditions catastrophiques pour la cellule,
aprés une agression sévére. Elle n’est pas déterminée par des facteurs intrinséques, mais
uniquement par des perturbations de I’environnement. Elle est |”aboutissement de conditions
non physiologiques extrémes et n’est pas déclenchée de fagon « volontaire » par I’organisme
lui-méme. Elle peut survenir ala suite d’une attague du complément, d’une hypoxie sévére,
d’une hyperthermie, d’infections virales lytiques, d’exposition a des toxines et des poisons
respiratoires. C’est un mécanisme passif, rapide, non spécifique, qui concerne en général un

groupe de cellules (Mgjino et Jons, 1995).

Mécaniquement, il y a une perte précoce de flux ioniques au niveau membranaire,
entrainant la pénétration massive et excessive de I’eau (Figure 11). Ce gonflement de la
cellule aboutit, aors, a son éclatement. Les organelles ont elles, aussi, tendance a se gorger
d’eau. Les lysosomes se rompent en libérant dans le cytoplasme des enzymes hydrol ytiques
qui contribuent & la destruction de la cellule. De plus, s’goutant a la perte d’osmolarité
celulaire, la lyse de la membrane plasmique permet la fuite de constituants intracellulaires
vitaux, par diffusion passive vers le milieu extérieur. Cette sortie du contenu intracellulaire se
caractérise, in vivo par une inflammation, due a la présence de ces débris, phagocytés par les
cellules voisines du systéme immunitaire (Trump et al., 2001). Au cours de la nécrose, I’ADN
nucléaire va étre dégradé, mais de maniére aléatoire par des endonucléases activees,

notamment par des sérines protéases (Wyllie, 1980).

Ce processus s’ acheve généralement par |I’apparition d’une cicatrice fibreuse au niveau
tissulaire. La nécrose n’induit pas de fragmentation génomique réguliére, ni de condensation
de la chromatine, ni la formation de corps apoptotiques (Wyllie, 1980 ; Buja et al., 1993 ;
Hirsch et al., 1997 ; Trump et al., 2001).

Lorsque I’on constate une mort cellulaire sans pouvoir mettre en évidence des facteurs
apoptotiques, on parlera de nécrose. La nécrose se définit néanmoins plus facilement par

comparaison avec I’apoptose (Fidzianska et a., 1991).

4.2. L ’apoptose (Mort Cellulaire Programmée « MCP »)

Une définition simplifiée de la mort cellulaire programée serait un processus actif
utilisant des protéines dont le réle principal ou unique est de paticiper au mécanisme
engendrant la mort. Ces protéines peuvent étre présentes sous forme inactive, séquestrées

dans des compartiments cellulaires ou encore néosynthetisées suite a I’induction de la mort.
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Le premier rapport publié sur MCP a été par Carl Vogt en 1842 (cité par Clarke et Clarke,
1995).

La MCP fait partie intégrante de la physiologie normale d’un organisme. On la définit
sous le terme d’APOPTOSE en référence a la chute des feuilles a I’automne ; apo- pour
I’éloignement et —ptose pour la chute. Ce terme imagé a été introduit dans le vocabulaire
biologique et médical par Kerr et al. En 1972 pour désigner une forme de mort cellulaire

totadement différente de lanécrose, tant d’un point de vue morphol ogique que biochimique.

L’apoptose (Figure 11) est une réponse hautement conservée des organismes
unicellulaires jusqu’aux mammiféres. Ce mécanisme de suicide est d’alleurs fondamental
pour le développement des organismes (Williams et Smith, 1993). En 1980, Wyllie et al.
L’ impliquérent dans la disparition totale des branchies et de la queue de tétard chez la
grenouille adulte. Des exemples classiques sont également observés dans le développement
embryonnaire et fodal, dans I’élaboration du systéme immunitaire, et notamment la sélection
thymique, dans la mé&amorphose larvaire et le renouvellement cellulaire de tissus adultes
normaux, qui font massivement appel a cette mort cellulaire programmée (MCP). Le but
principal de I’existence de ce phénomene est de permettre I’élimination contrdlée des cellules
indésirables pour I’organisme, soit parce qu’elles sont en excés, inutiles ou dysfonctionnelles
(Kerr et al., 1972 ; Fidzianska et al., 1991 ; Meier et al., 2000 ; Dirks et Leeuwenburgh,
2005).

Etant donné I’importance biologique de I’apoptose, on comprendra aisément que des
déréglements de ce processus ou de son contréle, aboutissant & une mort cellulaire excessive
ou insuffisante, sont & I’origine d’anomalies du développement et de certaines pathologies
(Hengartner, 2000).

Ains, un exceés d’apoptose dans le systéme nerveux central peut induire des maadies
neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer, la sclérose latérale amyotrophique ou la
maladie de Parkinson. De méme, le virus de I’immunodéficience humaine active I’ apoptose
des cellules T-auxiliares (TH) nécessaires a I’activation des lymphocytes T cytotoxiques
responsables de la défense contre les virus. Un déficit de I’apoptose peut, aussi, causer
diverses affections telles que les maladies auto-immunes (arthrite rhumatoide) qui se
traduisent par une apoptose insuffisante de cellules auto-immunes réactives. Une absence
d’apoptose peut, également favoriser la survie et la croissance de cellules anormales,

normalement destinées & mourir, et ains induire des processus de cancérogenese (Kerr et al.,
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1972 ; Ker et al., 1994 ; Magjino et Jons, 1995; Gura, 1997 ; Sandri et Carraro, 1999 ;
Nicholson, 2000 ; Shi, 2002 ; Tews, 2005).

L’apoptose est considérée comme une mort cellulaire « ordonnée », procédant par
différentes étapes clés (Wyllie, 1980 ; Gavrieli et al., 1992 ; Bujaet al., 1993 ; Majino et Jons,
1995 ; Martin et al., 1995 ; Bratton et al., 1997 ; Matsura €t al., 2005 ; Youle et Karbowski,
2005) et ce, quelquesoit la voie d’induction (radiation, présence de molécules chimigques ou
hormonales, mitose incompléte, ...). La séquence des événements, alors mis en jeu, semble
converger vers une succession d’étapes standardisées et similaires pour toute mort par

apoptose.

Le stimulus déclenchant le processus d’apoptose peut provenir de I’extérieur (voie
extrinseque) par I’intermédiaire de I’ activation des récepteurs de mort ou de I’intérieur (voie

intrinseque) en réponse a des conditions trés défavorables ala survie de la cellule.

4.2.1. Caractéristiqgues morphologiques

Une cellule en apoptose active une série d’événements moléculaires et biochimiques
conduisant & des atérations morphologiques. Ces changements morphologiques sont
spécifiques a I’agpoptose et permettent d’identifier ce type de mort cellulaire. Alors que la
nécrose donne I’image d’un phénomeéne d’explosion, |’apoptose ressemble a un phénoméne

d’implosion.

Un des premiers changements congtatés, est la réduction du volume cellulaire: la
cellule se déshydrate et la perte de I’eau intracellulaire conduit & la condensation du
cytoplasme qui résulte en une modification de la forme et de la taille cellulaire. Au cours de
cette étape, la cellule perd le contact avec ses voisines. Malgré la réraction cellulaire
progressive, les organites intracel lulaires restent intactes et gardent leur aspect normal jusqu’a
la phase terminale de I’apoptose. Le noyau présente lui auss des modifications: une
condensation de la chromatine a la périphérie de la membrane nucléaire, une désntégration
des nucléoles, une diminution de la taille du noyau, et une augmentation de la densité
celulaire. Le réticulum endoplasmique se dilate et fusionne avec la membrane cellulaire,
formant une surface bulleuse. Les invaginations marquées de la membrane nucléaire
conduisent a la fragmentation du noyau ainsi qu’a la compartimentation cytoplasmique. De
petites sphéres rondes et lisses, encore entourées d’une membrane et chargées du contenu

intracellulaire, se forment alors: Ce sont les corps apoptotiques. Afin de faciliter la

56



Synthése bibliographique La Mort cellulaire programmée

reconnaissance des corps apoptotiques par les phagocytes, la cellule va signaler son éat
apoptotique a son environnement (Kerr et al., 1994 ; Trump et al., 2001).

4.2.2. Caractéristiques moléculaires et biochimiques

Deux criteres moléculaires principaux servent a identifier une cellule apoptotique

d’une cellule nécrotique ou normale.

- Le premier critére concerne la membrane cellulaire. En effet, au cours de I’apoptose
il y aune altération de la perméabilité membranaire : on observe une asymétrie de la bicouche
phospholipidique provoquée par la trandocation de la phosphatidylsérine, de la membrane
interne vers I’extérieur de la cellule. Les phosphatidylsérines, phospholipides anioniques
présents uniquement dans le feuillet interne de la membrane des cellules normales, vont se
déplacer dans le feuillet externe et étre externalisés a la surface des cellules. Ceci permet aux
cellules apoptotiques d’étre reconnues comme cibles par les macrophages pour la phagocytose
(Martinet al., 1995 ; Bratton et al., 1997 ; Matsura et al., 2005).

- Le deuxiéme critere et la fragmentation de I’ADN en séquences multiples de 150 a
200 paires de bases. Ces 200 paires de bases correspondent & la longueur de I’ADN enroulé
autour des octameéres d’histones dans un nucléosome (Wyllie, 1980 ; Gavrieli et al., 1992 ;
Wyllie et al., 1998). Pluseurs DNAse | et Il ont é&é impliquées dans cette étape de
fragmentation. |l a été montré qu’une protéine, la DFF45 (DNA fragmentation factor)
(Sakahira et al., 1998) serait clivée par la caspase 3 et activerait une desoxyribonucléase soit
en pénétrant dans le noyau pour effecteur une interaction directe, soit en liant une protéine au
niveau de la surface externe de I’enveloppe nucléaire qui assurerait la transduction du sgnal
vers une nucléase spécialisée dans la dégradation et la fragmentation de I’ADN (Gavrieli et
al., 1992 ; Rami et al., 2000).

De plus, lors de I’apoptose, certaines protéines cellulaires sont dégradées. C’est le cas
des lamines A, B, etc., formant la membrane nucléaire ou de certaines protéines comme la
fodrine et la gelsoline dont e clivage conduit & une altération du cytosquelette. Cette perte du

cytosgquelette induit la vésiculation membranaire.
4.2.3. Régulation du processus apoptotique

Les modes de régulation de I’apoptose vont dépendre de la nature du stimulus initial.
Sur cette base, on peut distinguer 3 grandes voies de développement du processus de MCP
(Figure12).
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Figure 12. Régulation du processus apoptotique (d’aprés Herrera-Mendez et al., 2006)
Voie extrinseque : apres activation du récepteur de mort par son effecteur proapoptotique, il y a activation du complexe
membranaire intracellulaire associé au récepteur qui va fixer diverses protéines pour former un complexe capable d’activer
la procaspase 8 par des interactions spécifiques. Cette voie est régulée par des inhibiteurs porteurs des mémes motifs de
liaison de la caspase 8 que ceux qui sont présents sur les complexes activateurs. Ces inhibiteurs vont venir en compétition
avec les activateurs pour fixer les procapases 8 et 10. Si les caspases initiatrices parviennent a étre activées, la cellule
possedent des inhibiteurs d”apoptose (IAP) capables de ralentir voire stopper le processus en inactivant la caspase 8. Ces IAP
seraient auss capables d’inactiver les caspases effectrices (caspases 3 et 7). Voie intrinséque : Sous I’impulsion de Bax
(partie en vert), une protéine proapoptotique, il y a formation d’un complexe qui va se fixer sur la membrane externe de la
mitochondrie et altérer cette derniére avec une accumulation concomitante de calcium dans la mitochondrie. Cette altération
va conduire a la libération de cytochrome ¢ qui va contribuer a la formation, avec d’autres protéines, d’un complexe
responsable de I’activation de la procaspase 9. Cette action de Bax peut é&re contrecarrée par Bcl-2, protéine a activité
antiapoptotique. Si le complexe parvient a se former, le processus peut encore étre bloqué par les inhibiteurs d’apoptose
(IAP) qui vont s’associer alaprocaspase 9 et empécher son activation.

Abréviations : Apaf-1, APoptose Activating Factor-1; IAP, Inhibitor of APoptose; Bax et Bcl2: deux protéines de la méme
famille avec effets opposées; Activat. : Complexe d’activation des caspases initiatrices ; Cyt ¢ : cytochrome ¢ ; HSP : heat
shock proteins ou protéines du stress.
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a) Voie 1 (extrinseque) : La plupart de nos celules expriment au niveau des
membranes plasmiques des récepteurs, dont la stimulation par leurs ligands respectifs active
les caspases et provoque la mort de la cellule par apoptose. Ces récepteurs sont nommeés

récepteurs de mort et leurs ligands, ligands de mort.

Cette voie correspond & un stimulus impliquant les récepteurs de mort cellulaire qui
sont capables de fixer des protéines inductrices (ligand +) ou inhibitrices (ligand -) du
processus apoptotique. Dans le cas d’une protéine inductrice d’gpoptose (Inducing Apoptos's
Protein), safixation au récepteur active un complexe intracellulaire qui peut lier les peptidases
initiatrices que sont les caspases 8 et 10, par I’intermédiaire des domaines DED ou CARD.
Cette étape est régulée par des protéines inhibant cette interaction et porteuses du méme type
de domaines. Un exces de ces protéines détourne les caspases de leur complexe activateur
cible. La caspase initiatrice active (caspase-8 et 10) peut, & ce stade, étre rendue inactive par
fixation, au voisinage de leur site actif, des proténes inhibitrices d’apoptose ou IAPs
(Inhibitor of Apoptosis Proteins) (Salvesen et Duckett, 2002). Dans le cas contraire, ces
caspases vont étre en mesure d’activer, a leur tour, les caspases exécutrices (caspases 3 et 7)

responsables de la destructuration de la cdllule.

b) Voie 2 (intrinseque) : Elle correspond a des stuations particulieres ou la cellule n’a
pas d’autres solutions que le suicide. C’est donc elle-méme qui déclenche I’apoptose. Ce
processus implique une détérioration des mitochondries par des proténes progpoptotiques de
type BAX (Petit et al., 1997 ; Kroemer et a., 1998 ; Mishra et Kumar, 2005 ; Mohamad et al.,
2005). Les mitochondries subissent une perte du potentiel membranaire et une
perméabilisation de la membrane externe conduisant a la libération du cytochrome c (facteur
proapoptotique) dans le cytosol (Waterhouse et al., 2002 ; Ly et al., 2003).

Il exige actuellement au moins deux mécanismes pouvant expliquer la
perméabilisation de la membrane mitochondriale externe (MME), phénomene modulé par les
membres de la famille de Bcl-2. Le premier, observé lors de I’apoptose comme de la nécrose,
implique un phénoméne appelé transition de perméabilité (TP) et saccompagne d’anomalies
fonctionnelles mitochondriales telles qu’une réduction du potentiel de membrane
mitochondrial, un découplage de la chaine respiratoire et la production d’anions superoxydes.
Il sagit de I’ouverture d’un mégacanal mitochondrial ou pore de TP stué aux points de
contacts entre les mitochondriale externes et internes (Green et Kroemer, 2004). L’ ouverture
du pore de TP est régulée par la famille de Bcl-2. Aing, la protéine progpoptotique Bax est

capable de favoriser la TP (Brenner et Kroemer, 2000) tandis que Bcl-2 prévient I’ouverture
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du pore. Ce modé e de permésbilisation de la membrane externe est particulierement pertinent
dans I’apoptose induite par ischémie-reperfusion ou en réponse a un stress cellulaire inducteur
de seconds messagers comme le calcium, la production d’especes réactives de I’oxygeéne, de

céramides ou du monoxyde d’azote capables d’ouvrir le pore de TP.

La perméabilisation de la MME peut s'expliquer par un second mécanisme qui
implique directement les membres de la famille de Bcl-2. Lors d’un stimulus apoptotique, les
protéines progpoptotiques telles que Bax et/ou Bak sont relocalisées au niveau de la MME
pour former un canal capable de libérer le cytochrome c. Ce processus est régulé par les autres
membres de la famille Bcl-2. D’autre part, la séquestration des proténes proapoptotiques par
les proténes antiapoptotiques empéche celles-ci de perméabiliser la mitochondrie (Cheng et
al., 2001). En conséquence, le ratio entre les protéines anti- et proapoptotiques de la famille
de Bcl-2 a été décrit comme le rhéogtat de la vie et de la mort cellulaire qui définira la vitesse

avec laguelle le cytochrome ¢ sera libéré dans le cytosol.

Le cytochrome c libre forme alors, un complexe appelé apoptosome (Adams et Cory,
2002). Le coaur de la gructure de I’apoptosome est une protéine cytoplasmique, Apaf-1
(Apoptotic protease activating factor-1), qui change de conformation aprés interaction avec le
cytochrome c. Ce changement conformationnel permet aux oligomeres d’Apaf-1 de recruter
et d’autoactiver la procaspase-9. L’ agpoptosome constitue le site d’activation de la caspase-9.
Une fois activée, la caspase-9 pourra, a son tour, activer les caspases effectrices (caspase-3 et
7). Cette action peut ére bloguée par des inhibiteurs de la famille des IAP (Inhibitors of
Apoptosis).

c) Voie 3 (cas particulier du stress) : quelque soit sa nature, le stress conduit la cellule
a synthétiser des protéines protectrices (protéines de stress) capables de préserver I’ensemble
des protéines cellulaires contre tout risque de dénaturation et perte éventuelle de leur fonction.
Les protéines de stress ou Heat Shock Proteins (HSP) sont trés nombreuses et classées en
sous-familles sur la base de leur taille : Hsp 90, Hsp 70, Hsp 40, Hsp 27, etc. Dans la cellule,
ces protéines apparaissent des que celle-ci se trouve en danger. Elles ont un réle essentiel
puisqu’elles contribuent a la bonne conformation spatiale des protéines, conformation
indispensable pour que ces derniéres puissent assurer convenablement leur role. 1l faut donc,
s’attendre & ce que ces protéines aent, lors d’une mort cellulaire programmeée, une fonction
antiapoptotique (Arrigo et al., 2002 ; Arrigo, 2005 ; Beere, 2005 ; Flower et al., 2005).
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Dans le phénomeéne d’apoptose, ces HSPs sont capables d’intervenir a différents

niveaux :

- Formation d’un complexe avec les caspases actives (initiatrices ou effectrices) les

empéchant ainsi d’assurer leur fonction.

- Protection des proténes cibles (substrats) des caspases effectrices empéchant ou

retardant ainsi leur dégradation par ces enzymes.

- Réparation ou tentative de réparation des protéines ayant subi des dommages
structurels suite au stress lui-méme ou a I’initiation du processus apoptotique ou encore, a

cause del’action du stimulus qui est al’origine de I’entrée en apoptose.

Le sress aura donc, au travers des HSPs, un ensemble d’actions, toutes de nature
antiapoptotique. Il pourra en outre, dans le cas de stress intense, induire une mort cellulaire

par lavoie impliquant les mitochondries (voie 2).

4.2.4. Protéasesacystéine de | ‘apoptose (les caspases)

Les caspases congtituent une nouvelle famille des peptidases a cystéine. Leur fonction
primaire est leur contribution a la mort programmée de cellules ou apoptose. L’apoptose
(Mort cellulaire Programmée) est un mécanisme essentiel au cours du développement des
especes, des plus simples aux plus complexes. Ce caractére remarquablement conservé au
cours de I’évolution, a permis, en particulier par I’étude du développement d’un petit
nématode, Caenorhabditis elegans, d’identifier une famille de genes codant pour des protéases
a cystéine. Désormais, regroupées sous le terme générique de caspases, €lles représentent les

effecteurs de la mort cellulaire apoptotique (Labouesse, 1994 ; Horvitz, 1999).

Au cours du développement de C. elegans, 131 cdlules disparaissent par un processus
ayant toutes les caractéristiques de I’apoptose (Labouesse, 1994). L’analyse des facteurs
intervenant dans cette mort naturelle a ainsi permis d’individualiser toute une série de génes
contrélant I’ensemble des étapes de |I’apoptose. Parmi ceux-ci, les génes EGL-1, CED-3 et
CED-4 dont I’expression favorise le programme de la mort cellulaire, alors que CED-9
I’inhibe. Le clonage de CED-9 a révéé une homologie de séquences de son produit avec la
proténe anti-apoptotique Bcl-2 (B-cell-lymphoma). Connue chez I”homme depuis 1985 pour
sa surexpression dans les lymphomes folliculaires de type B avec translocation t (14, 18), elle
a été identifiée depuis comme le membre fondateur d’une grande famille de protéines aux
propriétés anti- et pro-gpoptotiques (Reed, 1994 ; Cory et Adams, 2002). C’est en fait a ced-3
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que revient le rble essentiel dans la mort programmée des 131 cellules au cours du
développement de C. elegans. L’expression de CED-3 dans les cellules de mammiféeres induit
leur apoptose (Yuan, et al., 1993).

A partir d’un organisme d’un millier de cellules, on adonc pu établir une modélisation
des processus apoptotiques, identifiant deux grandes familles de génes (Bcl-2/CED-9), qui
reglent I’engagement définitif ou non vers la mort (Reed, 1994) qui est induite par les produits
des genes pro-apoptotiques, des protéases de la famille ICE/CED-3 (Alnemri et al., 1996).
Une dizaine d’analogues de ICE/CED -3 ont été clonés. Les protéases qui ont été déduites
possedent toutes un site actif catalytique trés conservé, composé d’un résidu cystéine inclus
dans une s&quence peptidique de type QACRG (GIn-Ala-Cys-Arg-Gly), leur conférant une
spécificité de reconnaissance et de clivage au niveau de résidus aspartate en position P1. Cette
spécificité de clivage n’est partagée qu’avec une seule autre protéase, le granzyme B (une
s&rine protéase présente dans les lymphocytes T cytotoxyques). Les résidus entourant
I’aspartate dans les substrats influencent la spécificité des différentes protéases. Ces
spécificités et I’émergence de nouvelles protéases ont fait naitre une nomenclature
internationale, on les appelle CASPASES (Cysteinyl aspartate-specific proteinase) (Alnemri
et al., 1996).

A ce jour, 14 caspases ont été identifiées et on les numérote selon I’antériorité du
clonage de leur ADNCc ; certaines caspases semblent propres a une espéce animale. Ainsi, la
caspase 11 n’a été trouvée que chez la souris et le rat, alors que la caspase 13 ne semble
exprimée que chez le bovin. Pour sa part, la caspase 12 ne serait présente que chez la souris
(Alnemri et a., 1996 ; Thornberry et Lazebnik, 1998 ; Nicholson, 1999).

Dans le monde vivant, toutes les caspases ont une structure trés conservée (Figur e 13)

comprenant :

- un prodomaine N-terminal de taille variable, ayant un rble primordial dans les

interactions proténe-protéine régulatrices de |’ apoptose

- un second domaine qui deviendra aprés clivage, la grande sous-unité (L pour Large,
17-21 kDa) et qui porte le site actif de I’enzyme avec un résidu cystéine (C) et un résidu
higtidine (H)

- un troiseme domaine qui deviendra, apres le clivage, la petite sous-unité (S pour
Small, 10-14 kDa) et qui aun réle conformationnel (Fuentes-Prior et Salvesen, 2004).
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Figure 13. Structure schématique des précurseurs des caspases identifiées chez
I’homme et de quelques caspases exprimées uniquement dans quelques
especes animales mais pas chez I’homme (d’apres Herrera-Mendez et al.,
2006)

Les caspases humaines ont été groupées sur la base de leur similarité de séquence. Les homologies de séquence divisent les
caspases 1 a 10 en trois sous-familles en accord avec leur fonction physiologique et de leur implication dans les processus
inflammatoires, dans la phase d’initiation ou d’exécution de I’apoptose. La caspase 14 se distingue des autres par le fait
qu’elle mest exprimée que dans |”épiderme et qu’elle est clivée, lors de son activation, a des sites ne contenant pas de résidu
aspartate. Les caspases actives sont composées d’une grande sous-unité en jaune (L pur large) et d’une petite sous-unité en
rouge (S pour small). L activation de ces caspases passe pa un certain nombre de clivages (fleches) qui vont éliminer les
extrémités N-terminales et le fragment associant la petite et la grande sous-unité sauf dans le cas des caspases 3, 10, 14 et 13.
Les régions N-terminales de plusieurs caspases contiennent divers domaines importants pour les interactions protéine-
protéine lors de leur activation (Domaines DED : Death Effector Domain et CARD : CAspase Recruitement Domain). La
numérotation correspond a celles des acides aminés de I’extrémité N-terminale vers I’extrémité C-terminale. Les lettres C et
H dans la grande sous-unité indiquent la position de la cystéine et de I’ histidine du site actif.
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La présence de résidus aspartate sur ces protéases elles-mémes, est une autre donnée
structurale trés importante. En effet, toutes les caspases existent sous la forme de proenzymes
inactives, et elles subissent un clivage a ces sites qui favorisent la dimérisation de leurs deux
sous-unités actives comprenant le site catalytique QACRG. Ce clivage, conduisant a
I’activation de la forme proenzymatique inactive des caspases, es le fait d’une auto-activation
ou d’un clivage par d’autres protéases a cystéine, schématiquement décrit comme un
processus en cascade (Fraser et Evan, 1996). Deux molécules d’enzyme S’associent pour
former un dimére, possédant deux sites actifs en position téte-béche (Figure 14). Les sites

catal ytiques sont actifs seulement quand le dimére est formé.
Il existe plusieurs classifications des caspases :

a) Classification phylogénétique.- En se basant sur les homologies de séquence entre
les différentes caspases, on peut identifier trois sous-familles (Figure 15) (Nicholson, 1999).
La premiére regroupe les caspases s’apparentant a | CE/caspase 1 (caspases-1, -4/-11, -5, -12
et -13). La caspase 11 est probablement I’homologue murin de la caspase-4 humaine. La
deuxiéme regroupe les homologues de la caspase 3 (caspases-3, -6, -7, -8 et 10) tandis que la

derniere regroupe les homologues de la caspase-2 (caspases-2, -9 et -14).

b) Classification en fonction des substrats.- Au cours de I’apoptose, une fraction des
protéines cellulaires est clivée par les caspases. Des estimations basées sur une anayse
comparative en gel, deux dimensions entre cellules saines et cellules apoptotiques suggerent
que le nombre de protéines clivees est de 100 4200 (Fischer et al., 2003). Par exemple, un des
premiers substrats identifiés, la PARP (Poly-ADP Ribose Polymerase), a permis de mettre en
évidence I’importance de I’activation séquentielle de ces protéases dans les différentes voies
apoptotiques (Liu et d., 1997). Depuis plus de 70 de ces proténes cibles des caspases ont été
identifiées, elles sont impliquées dans de nombreux mécanismes cellulaires, dont la réparation
de ’ADN (PARP), le cycle cellulaire (p21C1P1, p27K1P1), I’inactivation de protéines
impliquées dans le maintien de I’intégrité cellulaire (actine, fodrines, gelsoline), la structure
du noyau (lamines), I’inhibition de I’apoptose (Bcl-2, Bcl-XL) ou I’induction de I’apoptose
(Bid, RIP) (Martin et Green, 1995).

Les caspases reconnaissent un motif térapeptidique P4-P3-P2-P1 ou la position P1 est
un résidu aspartate. En utilisant une banque de combinaison postionnelle de peptides, les

caspases on été classées en 3 sous-groupes (Figure 16). La position P2 peut étre occupée par
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différents acides aminés. La position P3 est le plus souvent un résidu glutamate. L’éément

déterminant de la spécificité de substrat est |’acide aminé en position P4 :

Caspases du groupe | (cagpases-1, -4, -5 et -13) : préferent des acides aminés
hydrophobiques (tryptophane, tyrosine) retrouvés au niveau des procytokines, mais pas des

protéines clivées au cours de I’ apoptose.

Caspases du groupe |1 (caspases-2, -3 et -7) : préférent un résidu aspartate. Ce motif
DEXD (Asp-Glu-X-Agp) est un motif tres conservé, puisque reconnu par CED-3 et

majoritairement retrouve au niveau des protéines clivees lors de I’ apoptose.

Caspases du groupe |1l (caspases-6, -8, -9 et -10) : préferent les acides aminés
aliphatiques (valine, leucine). Ces sequences sont observées au niveau des sites de maturation
des caspases des groupes | et Il, ce qui <Saccorde avec I’hypothése d’une cascade
protéolytique impliquant des caspases initiatrices (groupe 111) capables de s’autoactiver et

d’activer des caspases effectrices (groupell).

Il existe, cependant, deux exceptions puisque la caspase-6 (groupe I11) se comporterait
comme une caspase effectrice en clivant spécifiquement les lamines tandis que la caspase-2
(groupe 1) ala structure d’une caspase initiatrice. Le site de reconnaissance de la caspase-12,

dont I’homologue humain est inconnu, n’est pas encore identifié.

¢) Classification en fonction de la longueur de prodomaine.- Les précurseurs inactifs
des caspases ont un prodomaine amino-terminal de longueur variable (Figure 16) (Fuentes-
Prior et Salvesen, 2004). On distingue :

- Classe-| : Procaspases avec un prodomaine long : Les caspases sont impliquées dans
les processus inflammatoires (caspases-1, -4 et -5). La fonction précise de ces caspases est
moins bien connue. Caspases initiatrices (caspases-8, -9 et -10) impliguées dans la phase
d’initiation de I’apoptose. Ces caspases sont caractérisées par des prodomaines de grande
taille contenant souvent des régions essentielles pour leurs interactions avec d’autres
protéines. Par exemple, les prodomaines des caspases-8 et -10 contiennent des Domaines
Effecteurs de Mort Cellulaire (Death Effector Domains: DEDs). Ces structures vont
permettre la liaison de ces caspases aux molécules régulatrices (activateurs ou inhibiteurs)
porteuses de domaines similaires au travers d’interactions DED-DED. Certaines autres
caspases (caspases-1,-2, -4, -5 et -9) possedent un Domaine de Recrutement des Caspases
(CAspase Recruitment Domain : CARD). Comme les domaines DED, les domaines CARD

sont responsables de I’interaction des caspases avec une grande variéé de molécules
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P4 P3 P2 P1
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Groupell Asp Glu Xxx  Asp Caspases-2, -3, -7, CED-3
Groupelll Aliphatique Asp Caspases-6, -8, -9, -10

Figure 16. Classfication des différentes caspases humaines en fonction de leur spécificité
de clivage (d’apres Nicholson, 1999)
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régulatrices (activateurs ou inhibiteurs) par le biais d’interactions CARD-CARD. Les
prodomaines longs peuvent permettre leur oligomérisation au niveau de complexes
multiprotéiques qui peut auss permettre leur activation par autocatalyse, mais toutes ces

caspases ne sont pas activées de la méme fagon.

- Classe-11 : Procaspases avec un prodomaine court : Caspases effectrices (caspases-3,
-6 et -7) ne peuvent pas s’autoactiver et nécessitent un clivage par les caspases de la classe-|
pour étre activées. Elles se situent, donc, en aval des précédentes dans une cascade
protéolytique. Ces caspases destructurent la cellule lors de la phase d’exécution.

4.2.5. Les cagpases et | "apoptose en science de la viande

La mort programmée de celules (apoptose) a été intensivement étudiée dans les
cellules qui contiennentt un seul noyau, mais que se passe-t-il avec des cellules qui
contiennent plusieurs noyaux comme dans la cellule musculaire mature?. L’occurrence de
I’apoptose dans les cellules musculaires est controversée dans la littérature courante.
Cependant I’évidence suggere que I’apoptose est une caractéristique de la cellule musculaire
(Sandri et Carraro, 1999 ; Adams et al., 2001 ; Liu et Ahearn, 2001 ; Primeau et al., 2002 ;
Sandri, 2002 ; Tews, 2002, 2005 ; Leeuwenburgh, 2003 ; Yuan et al., 2003). En accord avec
ce rapport, I’expression de différentes caspases (caspases-1, -3, -6, -8 et -9...) et de divers
régulateurs de |’ apoptose (activateurs ou inhibiteurs) a été vérifiée dans les cellules du muscle
squelettique (Bird et al., 2000 ; Belizario et a., 2001 ; Jinet al., 2001 ; Sandri et al., 2001).

La mort dans un tissu vivant peut se produire par nécrose ou apoptose. Puisque la
nécrose n’a jamais éé rapportée dans le muscle post mortem, le déclenchement de la mort
cellulaire par le processus apoptotique est I’issue la plus probable. Quelque soit I’espéce
animale et quelle que soit la technologie d’étourdissement utilisée, la derniere phase du
processus d’abattage est la saignée. Des lors, toutes les cellules et les tissus vont étre
irréversiblement privés de nutriments et d’oxygene. Face a ces conditions environnementales
tres néfastes, les cellules musculaires et les autres n’auront pas d’autre aternative que de

s’engager sur lavoie du suicide avec toutes les conséquences de I’ apoptose.

Mais gu’a pu étre la voie de signalisation menant & I’apoptose des cellules aprés la
saignée ? Une possibilité serait un changement irréversible dans les myofibrilles ala jonction
neuromusculaire ou des activateurs de la cascade apoptotique pourraient étre produits. Une
telle prétention est soutenue par la diminution rapide de I’efficacité de la stimulation
électrique de basse tension (Valin, 1982) qui résulte d’un changement post mortem rapide du
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systeme nerveux, le conducteur principal du courant de basse tension (Chrystall et Devine,
1985). De méme, la dénervation a été montrée capable d’induire I’apoptose dans le muscle
sguelettique, un processus souvent lié a une fragmentation des myofibrilles (Sandri et Carraro,
1999 ; Adams et al., 2001 ; Liu et Ahearn, 2001). Une autre hypotheése de I’induction de
I’apoptose dans le muscle post mortem pourrait étre le dysfonctionnement des mitochondries
(détérioration de la chaine oxydante, augmentation intracellulaire de la concentration de
radicaux libres, ...) se produisant peu apres la mort (Machlin et Bendich, 1987 ; Halliwell,
1991 ; Renerre, 1999). En effet, le changement des mitochondries pourrait étre un autre
initiateur de I’apoptose par la libération des facteurs progpoptotiques comme le cytochrome ¢
(Adrian et Martin, 2001). Ce sont deux voies possbles menant a I’apoptose dans le muscle
post mortem mais d’autres voies peuvent exister (Hirsch et al., 1997 ; Susin et al., 1999 ;
Hengartner, 2000 ; Torriglia et al., 2000 ; Van Gurp et al., 2003). En ce qui concerne la
science de la viande, rien n’est connu au sujet des mécanismes moléculaires de I’apoptose,
mais cette éape préliminaire pourrait étre d’importance cruciale dans le muscle post mortem
puisque tous les changements suivants qui contribuent & la conversion du muscle en viande

dépendront fortement de cet événement.

CONCLUSION

Le défi principa de la science de la viande est d’identifier les marqueurs biologiques
de la tendreté qui permettront la classification des carcasses dans des groupes de qualité et

I’ajustement des prix ala qualité prédite.

La plupart de programmes de recherche sont limités aux calpaines puisque elles sont
considérées comme les principaux intervenants dans le processus enzymatique qu’est la
maturation de la viande. En ce qui concerne la texture de la viande on doit considérer non
seulement les enzymes protéolytiques mais également leurs inhibiteurs endogeénes, qui sont
souvent de meilleurs marqueurs prédictifs de cette qualité de la viande que les peptidases
ellesmémes (Zamora et al., 2005). A la lumiére des données disponibles dans la littérature
une sé&rie de nouveaux systemes protéolytiques et de leurs inhibiteurs ont é&é pris en
considération et larecherche actuelle doit étre focalisée aussi sur les autres systemes que ceux
seulement des calpaines et cathepsines; par exemple les serpines (inhibiteurs de sérine
protéinases), les caspases qui sont des enzymes jamais considérées dans la science de la

viande et qui sont spécidisées dans la dégradation des structures cellulaires.
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Par ailleurs, s lesinhibiteurs de protéinases ont fait I’objet de plusieurs investigations
au niveau des tissus de mammiféres, trés peu de données sont actuellement disponibles

concernant le tissu musculaire.

Cette these s’'insére dans une éude globale qui vise & mieux comprendre les relations
qui lient les différents parametres physico-chimiques et biochimiques intervenant dans le
processus d’attendrissage naturel de la viande d’agneau. La deuxiéme partie de notre travail
€té orienté vers la mise en évidence de I’apoptose dans le muscle, Pendant les premiéres
heures de la transformation du muscle en viande, phase considérée depuis des décennies
comme une étape essentielle de I’attendrissage. Cette phase visera a suivre et a caractériser
I’entée en apoptose du muscle de rat. Une troisieme patie sera concacrée essentiellement a
mesurer des cinétiques enzymatiques et, plus particulierement, & la détermination des
congtantes d’association caractérisant la vitesse d’interaction des serpines avec leurs protéases
cibles. Pour essayer d’identifier ces derniers et de préciser la nature de leurs protéases cibles
in vivo, protéases susceptibles de jouer un rdle primordia dans le processus d’attendrissage

des viandes.
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Préambule

Rappelons que notre travaille comporte trois parties :

Le but de la premiére partie de notre travail est I’étude des parametres physico-
chimiques et biochimiques intervenant dans le processus d’attendrissage naturel de la viande
ovine. Pour atteindre cet objectif nous avons mesuré plusieurs caractéristiques biologiques
connues pour avoir un réle dans le processus d’attendrissage au niveau de quelques muscles

d’ovins de méme race, Ouled Djellel, et d’age similaire.

Donc le premier objectif de notre travail était I’identification des paramétres physico-
chimique et biochimique principalement responsables de la maturation de la viande d’agneau.
Mais nous avons été confrontés a plusieurs problémes d’ordre pratique. De nombreuses mises
au point de techniques on été adaptées aux moyens disponibles au laboratoire. La
méthodologie ainsi que les résultats concernant la mise au point des techniques seront
présentées dans la premiére partie du chapitre résultats et discussions. Les techniques déja
connues et qui n’ont pas nécessité de mise au point seront détaillées dans le chapitre matériels
et méthodes.

Nous avons pu caractérisée la viande d’agneau par le suivi de I’évolution de la dureté
et des paramétres physicochimiques (pH, osmolarité, rétention d’eau) dans différents muscles
d’agneau en relation avec les caractéristiques métaboliques de ces mémes muscles estimées
par immunochimie ainsi que la dégradation des protéines myofibrillaires au cours du stockage

qui a été estimée par éectrophorése en conditions dénaturantes.

La deuxieme partie de notre travail était orientée sur I’étude des premiéres heures de
la transformation du muscle en viande, phase considérée depuis des décennies comme une
étape essentielle de I’attendrissage. Cette phase visera & apporter des preuves de la mise en
place du processus de mort par apoptose dans le muscle post mortem. Nous avons en effet
émis I’hypothese que la phase, trés ma définie, que I’on désignait jusque |a sous le nom de
phase pantelante pourrait correspondre & la mise en place du processus d’apoptose. Cette mise
en place du processus apoptotique s’accompagne de changements trés caractéristiques dont

les principaux sont :

§ Inversion de la polarité de la membrane en relation avec I'évolution du pH, ce point sera

éudié en histochimie gréce a I'utilisation d'une protéine marquée au FITC (Annexin V
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Fluoroscéine- isothiocyanate) et qui possede une trés forte affinité vis-avis des
groupements phosphatidylserine. Un suivi du pH sera fait en paraléle afin vérifier la
relation entre la trand ocation des phospholipides et |es phases de stabilité du pH.

§ Altération des mitochondries avec libération du cytochrome c: I'apparition du cytochrome
¢ dans le cytosol des cellules pourra étre suivi par western blot, a I'aide d'un anticorps
dirigé contre le cytochrome c. Cet anticorps a été préparé en utilisant, comme antigéne, du
cytochrome c commercial.

§ Lescaspases: un suivi de l'apparition des différentes caspases a été réalisé par western blot
sur des extraits musculaires prélevés a différents temps post mortem gréce a des anticorps
préparés au laboratoire sur des lapins.

§ Fragmentation de I’ADN : I'apparition de fragments de tailles uniformes peut étre suivie
par immunohistochimie gréce a I'utilisation d'un anticorps dirigé contre ces fragments et

disponible dans le commerce.

Toutes ces modifications associées a I'apoptose vont influer de fagon considérable sur
le processus de maturation des viandes. Plus le processus de mort cellulaire sera intense et
complet (déstructuration du muscle maximale), plus la viande sera tendre. Ceci montre

I'importance capital e de cette phase.

La troiséme partie de notre these a été réalisée, pendant mes différents s§jours en
France, en collaboration avec Carlos HERRRA-MENDEZ, étudiant Mexicain en thése a
I’INRA de Theix-Clermont Ferrand pour la préparation de sa thése, et Xavier BLANCHET,
étudiant en thése au Laboratoire de Génétique moléculaire Animale a I’Université de
Limoges. Ce travail en commun est I’aboutissement de plusieurs années de recherches
engagées au niveau du laboratoire sur I’identification des inhibiteurs de sérine proténases
détectées dans le muscle de bovin. Dans le contexte de la viande, ces inhibiteurs étaient
d’autant plus importants que leurs concentrations dans le tissu musculaire se sont avérées étre
le meilleur indice de prédiction de la tendreté de la viande et, cela, parmi une trentaine de
variables mesurées (Zamora et d., 2005).

Ces observations ont conduit & une étude plus systématique des inhibiteurs de serine
protéases dans le tissu musculaire pour essayer d’identifier ces derniers et de préciser la
nature de leurs protéases cibles in vivo, protéases susceptibles de jouer un réle primordial

dans le processus d’attendrissage des viandes. La purification, la caractérisation et la
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quantification de trois serpines musculaires ont été réalisées dans le cadre de la thése de
HerraaMendez (1996). Par séquencage N-terminal, deux de ces inhibiteurs ont éé identifiés
comme étant des endopines dénommeées initialement endopines 1A et 1B (HerrraMendez et
al., 2006) puis bovSERPINA3-1 et A3-3 par Pélissier et al (2008). La troisiéme serpine a été

identifiée comme étant I’antithrombine 111.

Leurs propriétés physicochimiques et leurs activités vis-avis d’une série de serine et
de cystéine protéases ont fait I’objet de deux publications (Tassy et al., 2005; Herrra-Mendez
et al., 2006). Les séquences des deux serpines purifiées ont éé obtenues par nos collégues de
I’université de Limoges (Unité de Geénétique Moléculaire Animale, UMR1061 INRA-
Université, Univ. de Limoges) qui ont identifié et séquencé les génes codant pour ces
protéines. Ce travail a permis de montrer que ces deux serpines de la famille des endopines
faisaient en fait partie d’un groupe trés homologue de serpines comprenant au moins 8
membres (Pelissier et al., 2008).

Ces travaux ont conduit a la production de serpines recombinantes et en particulier la
bovSERPINA3-3. Dans le cadre de la thése de Xavier BLANCHET, Université de Limoges,
des mutations ont été réalisées sur cette proténe pour identifier le site de clivage ciblé par les
caspases lors de leur inhibition. La disponibilité des protéines recombinantes permettra une
étude plus détaillée des relations structure-fonction de ces protéines et de leur mode
d’inhibition des caspases. Ces protéases possedent deux sites actifs contrairement a toutes les
serine et cystéine protéases testées jusque la

Ma contribution a ces travaux a consisté a caractériser les cinétiques d’interaction
(détermination de Kas) des bovSERPINA3-1 et A3-3 purifiées a partir de muscles et des
formes recombinantes sauvages ou mutées, avec les caspases initiatrices (caspase 8) et
exécutrices (caspase 3) humaines prises pour modéle. Ce travail a été publié dans le Journal
FEBS Letters en 2009. La séquence des serpines utilisées dans ce travail (bovSERPINA3-1 et
A3-3) ansi que la méhode utilisée pour déterminer la constante d’association (kKas) des
serpines avec les caspases 3 et 8, a éé publiée en document complémentaire avec I’article et
inclus dans le chapitre correspondant.(Supplemental data file Chapitre 4 partie résultats et
discussion).
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Chapitrel : CARACTERISATION PYHY SICO-CHIMIQUE ET BIOCHIMIQUE DE LA
VIANDE D’AGNEAU

1. MATERIEL BIOLOGIQUE
1.1. Animaux

Pour éudier lavariabilité de I’attendrissage de la viande liée au facteur animal, et type
de muscle nous avons utilisés cing agneaux de larace Ouled Djellel qui proviennent du méme
producteur (ferme pilote, Kadri 4 chemin Congantine) afin d’étre zootechniquement
homogénes. Ces animaux sont &ges de 11 a 13 mois et leur poids de carcasses varie entre 11

et 16 kg, avec une moyenne de 12,68kg.

1. 2. Muscle

Pour les cing agneaux les muscles étudiés sont : Muscle Semi Membranosus (SM),
Muscle Semi Tendinosus (ST), Muscle Longissmus lumborum (LB) et le muscle Rectus
Femoris (RF).

1. 3. Abattage et préévement des échantillons

L’ abattage des cinq agneaux ces faits au niveau de I’INATAA selon le rite musulman,
les animaux sont transportés la veille de lajournée du travail pour éviter le stress du transport.
Les muscles sont prélevés immédiatement apres I”abattage, ils sont découpés en neuf tranches

d’épaisseurs egales.

Une tranche a été immédiatement plongé dans de I’azote, afin de servir au mesure de
certains parametres biochimiques a savoir le dosage de la teneur en myoglobine pour estimé
le métabolisme oxydatif, et la teneur en isoformes M4 de I’enzyme LDH pour caractériser le
métabolisme glycolytique des muscle au stade d’abattage. Cette tranche a également servie au
dosage du collagene du muscle afin d’estimé la dureté de bases des différents muscles éudier.
Ces dosages ont été réalisés au laboratoire Biochimie et Protéines Musculaire de la station de

recherche sur laviande INRA de Theix.

Les huit tranches qui restent sont emballées dans des sachets en polyéthyléne. A part
les tranches utilisées pour la premiére analyse, les autres tranches sont placées dans un bain
d’eau & 12°C de fagon & éviter le « cold-shortening ». Le lendemain (24 h post mortem), les
échantillons sont transférés dans un bain a4°C et stockés ainsi jusqu’a48 h post mortem.
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Les paramétres sont éudiés en cinétique aux temps suivants: 1, 4, 6, 8, 10, 12, 24 et
48h post mortem. Pour chaque temps de prélévement, nous avons répété les mesures trois fois
pour tous les paramétres sauf pour la mesure de la tendreté au pénétrométre qui a été faite

cing fois.

Les parametres mesurés en cinétique sont la température, le pH, la conductivité
électrique, et la capacité de rétention d’eau des protéines myofibrillaires, les degrés de
protéolyse par le suivi du profile électrophorétique, et également la mesurer de la dureté par
pénérometre. Ces mesures ont éé faites au laboratoire de ’INATAA ainsi que au laboratoire
de biochimie et Génétique station I’amélioration des plantes.

2. METHODESPHYSICOCHIMIQUES
2.1. Déermination de latempérature

La température intramusculaire a été mesurée au différents post mortem &fin de
verifier I’homogénéité du régime thermique de toutes les tranches de viande. La température
ed mesurée a I’aide d’un thermométre électronique (Testo720) a sonde pénétrante. La
température est directement lue et exprimée en°C. La mesure est effectuée trois fois pour
chaque échantillon.

2.2. Mesuredu pH

Pour la mesure du pH, 2g de muscle sont préalablement broyés a la moulinette et
homogénéisés au polytron pendant 10 & 15 secondes dans 20 ml d’acide iodoacétique, 5 mM.
L acide iodoacétique n’a pas de pouvoir tampon, donc le pH mesuré est égal au pH réd. De
plus, il blogue I’activité des enzymes glycolytiques qui peuvent influencer la valeur du pH,
notamment ante rigor (Ouali et al., 1994 ; Zamora et al., 1996). La mesure est réalisée sur
I’homogénat ains obtenu a I’aide d’un pHmetre de paillasse & microprocesseur de type
MP220 équipé d’une €électrode combinée en verre de méme marque. Lavaleur du pH sera la

moyenne de trois S pour chaque muscle.
2.3. Estimation dela capacité derétention d’eau desPMF

La quantité de jus extractible est déterminée a partir de viande hachée a la moulinette
pendant environ 8 secondes, centrifugée a 18 000 "~ g pendant 30 minutes a I’aide d’une

centrifugeuse de type Centrikor T-42K (KONTRO Instrument ). Le pouvoir de rétention
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d’eau des protéines musculaires est estimé par la quantité de jus relarguée lors de la
centrifugation. 1l est exprimé en g/ g de muscle (Trout 1988 ; Ouali et al., 1994 ; Zamora et
al., 1996 ; Lesiak et al., 1996). Pour chaque prélévent trois essai son réalisés

2.4. Mesure dela conductivité électrique

Le conductimeétre utilisé est & microprocesseur type LF 196 (WTW, Germany) muni
d’une cellule de conductivité type TetraCon 96. L’appareil est étalonné avec une solution
préte alI’emploi congtituée de chlorure de potassium a 0.01 mol/l de conductivité électrique

connue a température de référence de 25°C.

L’échantillon de muscle de masse d’environ 5g trés grossierement haché a la
moulinette pendant 8 secondes est ensuite centrifugé a 18 000 ~ g pendant 30 minutes. La
totalité du jus relarguer est récupéré est complété a 20 ml avec de I’eau pure afin d’avoir un

volume suffisant pour plonger la cellule de conductivité.

Les valeurs de conductivité sont gjustées automatiquement par rapport a la température
de I’échantillon. Des mesures également ont été faites sur I’eau pure utilisée pour diluer les
jus de viande. Cette valeur a éé déduite des valeurs de conductivité. La conductivité

électrique est exprimée en puS/cm et par gramme de muscle.
3. METHODESBIOCHIMIQUES

3.1. Détermination immunologique de la teneur en myoglobine et en isoforme M4

del’enzyme LDH

A 1h post mortem &fin de caractériser le muscle au stade d’abattage. Le métabolisme
glycolytique des muscles a é¢é estimé par la teneur en isoforme M4 de LDH. Le métabolisme
oxydatif a été caractérisé par le dosage de la teneur de la myoglobine. Le dosage a été réalisé
avec la technique d’immunodiffusion radiale technique de Mancini (Mancini et al., 1965).

3.1.1. Principe delatechnique d’immunodiffusion radiale.

Les protéines & doser sont déposées dans des plaques de gélose contenant I’antisérum
spécifique de celle-ci. Les protéines diffusent dans la gélose jusqu’a I’équivalence entre
I’anticorps et I’antigéne, qui se traduit par un précipité. La surface du cercle de précipitation

et proportionnelle a la concentration en protéines, déerminée & partir d’une droite de
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Figure 17 : exemple de plague de la technique d immunodiffuson radiale

Figurel8. Dispositif de prélévement du sang de lapin immunisé

Figurel9. Caractérisation par immunodiffusion double (Ouchterlony, 1948)
Dans le puits centra 15 pl de la solution de peptide qui a servie a immuniser les lapins est déposés,
tandis que dans les puits extérieurs 15 pl de chacun de 3 sérums atrois dilutions différentes (pur, au
1/3 & au 1/9°) sont déposés. Ladiffusion s effectue en chambre humide a 37°C pendant 24 heures
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régression définie a partir d’une gamme de concentrations connues et déposée en méme temps

que les échantillons (Figurel?)
3.1.2. Production d’anticor ps polyclonaux anti myoglobine et anti LDH

L antiserum dirigé contre la myoglobine et I’isoforme M4 de LDH sont produits en
immunisant 2 lapins. Environ 100pg/uL de la myoglobine (Sigma M0630) et LDH M4
(Sigma L 1378) sont émulsionné dans un volume identique d’adjuvant complet de Freund. Les
lapins sont immunisés par injection intradermique en multipliant le nombre de points
d’injection. Trois autres injections sont effectuées de la méme maniére avec 100ug d’antigéne

émulsionné avec I’ adjuvant incomplet de Freund par animal et a quatre semaines d’intervalle.

Une semaine aprés le dernier rappel, le sang est prélevé par incision de I’orellle de

I’animal et le sérum est ensuite récupérée par centrifugation et aliquote (Figure 18).

Les sérums sont ensuite anal ysés quant a la réactivité et la spécificité des anticorps par
immunodiffusion double selon la méthode d’Ouchterlony (1948) (Figure 19) voir ci-aprées
page 70

3.1.3. Préparation des échantillons

2g de muscle prdevé a1l h post mortem, sont immeédiatement congelés dans de I”azote
liquide et stockés a -80°C dans une pochette plastique thermosoudée. Juste avant I’extraction
les échantillons sont découpés grossierement a I’aide d’un bistouri. Ils sont décongelés a
température ambiante et 16 ml de tampon d’extraction Tris-HCI 20 mM, pH 8,5, sont rajoutés
(Figure 20). A I’aide d’un polytron les échantillons sont broyés pendant 12 seconds a vitesse
maximale. L’homogénat est centrifugé 30 min, a 4°C et a 35000xg et le surnageant récupéré
est mesuré par pesée. Les échantillons destinés au dosage de la lactate déshydrogénase sont
dilués au tiers avec du tampon de Mayer contenant 0,1% de sérum albumine humaine (SAH).
Ce tampon favorise la précipitation des protéines et la SAH empéche leur adsorption sur le
plastique lorsque la concentration en protéines est inférieure a 1 mg/ml. Les échantillons
destinés au dosage de la myoglobine sont dilués au 20°™ avec le méme tampon. Pour le choix
des dilutions & faire des essais ont été réalise afin d’avoir une surface mesurable du cercle de

précipitation sans pour autant avoir une superposition des cercles.
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Figure20. Protocole de préparation des échantillons servant au dosage immunologique des
teneurs en isoforme M4 delaLDH et de la myoglobine

Tampon d’extraction : pH 8,5
TrSHCI.......cooiiie 20mM
Tampon de Mayer : pH 7,3
NaCl........cocovviiiiiineeee. 1,50 MM
Vérona sodique............... 5mM
MoCla. ... 20,5mMM

CaCla....iciiciiiicee. 150 MM




Gamme étaloii

O00O0co o000
0000000000

SO0 OO0 000 O
0000000 O o

D00000000

Figure 8 : exemple de plague de la technique d immunodiffusion radiale



Figure 11 : Conductimétre a microprocesseur type LF 196 (WTW, Germany)
muni d’une cellule de conductivité type TetraCon 96
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3.1.4. Préparation de la gamme étalon

La gamme de LDH est réalisée a partir d’une solution de LDH bovine commercialisée
(sgma). Les différents points de la gamme, rédisés a I’aide du tampon de Mayer, sont
500, 250, 125, 50 et 25 pg/ml.

La gamme de la myoglobine est effectuée a I’aide de myoglobine ovine purifier a
partir du muscle diaphragma de mouton selon le protocole décrit par Gatellier et a., 1992. Les
différents points de la gamme, réalisés a I’aide du tampon de Mayer, sont 500, 350, 175, 87,5
et 43,5ug/ml.

Obtention de la myoglobine ovine pour la gamme éalon :

La méthode de purification mise en cauvre est celle décrite par Gatellier et al., 1993 et
Levieux et Levieux 1996.

La myoglobine est purifiée & partir du muscle I’anglais de mouton, aprés extraction et
précipitation avec le sulfate d’ammonium, I’extrait brut est ensuite fractionné par
chromatographie échangeuse d’ions sur colonne Mono-Q. Une éectrophorése sur gel de
polyacrylamide en conditions dénaturantes avec une coloration a I’argent a été réalisée afin de

verifier la pureté delafraction purifiée.
Extraction et fractionnement avec le sulfate d’ammonium (Figure 21)

Le muscle est prélevé immédiatement apres abattage 1 post mortem (environ 150 g) a
été découpé en petits morceaux puis broyé a la moulinette. Le broyat a ensuite été
homogénisé au polytron dans 5 volumes de tampon d’extraction Tris Hcl 10 mM pH 8,4.
Cette éape est réalisée dans de la glace afin d’évité I’oxydation de la myoglobine. L’extrait a
ensuite été centrifugé a 30 000xg pendant 30 min et 4 4°C. le surnageant a été fractionné par
précipitation au sulfate d’ammonium jusqu'a 70 % de saturation, par giout de cristaux araison
de lg/min. sous agitation. L’addition de quantités importantes de sulfate d’ammonium
entraine une baisse du pH pouvant atteindre 1 unité pH. Au cours de la précipitation, le pH est
donc réguliérement régjusté par une solution de NaOH 1N. Le surnageant a été centrifugé
30 000xg pendant 30 min et a4°C. Aprés élimination du culot, le surnageant a é&¢é de nouveau
fractionné au sulfate d’ammonium jusqu'a 100% de saturation avec ajustement du pH a 8,4.
L’échantillon est ensuite centrifugé 3 min &30 000 xg et a4°C. Le culot est alors repris dans
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150 g homogénéisés dans 5 volumes de tampon
Tris/HCI 10 mM, pH 8.4

30 000g 0 4°C
Culot pendant 30 min

Surnageant
Précipitation a 70% de (NH,4),SO
AjlstélepH a8,4
30Jp00g, 30 mina°C

Culot
Surnageant
Précipitation a 100% de (NH,4),SO
AjlstélepH a8,4
30 000g, 30 mina°C
Surnageant

Culot
Solubilisation avec le tampon TrisHCL 10 mM

v
Dialysé une nuit a4°C

\/
Microfiltration 0,4um

EXTRAIT BRUT

Figure 21. Préparation de I’extrait brut & partir du muscle Diaphragma d’ovin
(Levieux et Levieux 1996)
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un minimum de tampon Tris HCI 10 mM pH 8,4. L’échantillon a ensuite éé dialysé pendant
12h contre le tampon Tris HCI 10 mM pH 8.4, afin d’éliminer le sulfate d’ammonium. Le
dialysat a ensuite é&é filtré & 0.4um pour éiminer les protéines insolubles. Ensuite

concentration totale en protéines dans le dialysat est dosé par la méthode de bradford (voir ci-
apres page 66)

Purification

La purification de la met et oxymyoglobine est faite sur une chromatographie
échangeuse d’anions (Mono Q HR 5/50 GL Tricorn columns 17-5166-01). Une échangeuse
anionique est constitué d’une matrice insoluble sur laquelle sont fixés des groupements
chargés positivement. Les proténes seront plus ou moins liées & la résine en fonction de leur
charge globale. Le décrochage séquentiel des protéines est réaliseé par modification d’un
gradient de force ionique. Apres équilibration de la colonne avec du tampon Tris HCl 10mM
pH 8,4. L extrait brut dialysé sur la nuit est chargées sur la colonne (5/50 GL) a un débit de 1
ml/min. Un volume de 10 ml & é&é injecté avec une concentration tota en protéine de 200mg.
Aprés injection, le retour & la ligne de base, suivi par mesure de la DO a 280nm, est obtenu
par passage de tampon d’équilibration. A I’aide d’une FPLC (Fast Protein Liquid
Chromatography, pharmacia). Les différentes forme de myoglobine sont ensuite séparées par
un gradient de NaCl allant de (1-100mM) dans du tampon Tris HCI 10mM pH 8,4. L éution
e réalisée a un débit de 90ml/h. des fractions de 1ml sont collectées. Un profil dilution est
présenté sur la figure 22. Les fractions colorées en rouge ont été conservées a 4°C, la
vérification de leur pureté a été faite par Une électrophorese sur gel de polyacrylamide en

conditions dénaturantes avec une coloration al’argent (voir ci-apreés page 67)
3.2. Egimation dela protéolyse par éectrophorése coloration au bleu de coomasie
3.2. 1. Extraction des protéines myofibrillaires

Le culot de myofibrilles est obtenu & partir de 1 g de muscle broyé dans une solution
modifiée de Ringer, homogénéisé 15 secondes au polytron, et filtré sur de la gaze pour
éliminer la fraction insoluble, notamment le collagéne (Figure 23). Le filtrat est laissé a 4°C
pendant 30 minutes pour un complément d’extraction, les protéines sarcoplasmiques sont
éliminées par centrifugation 15 minutes a 10 000 g. Le culot obtenu est lavé deux fois dans
un tampon de KCl 50 mM, pH 6.5, puisil est repris dans ce méme tampon sans EDTA (Bar et
Pette 1988 ; Heize et Bruggemann 1994).
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Figure 22. Purification de la myoglobine sur une chromatographie échangeuse d’anions
(Mono Q HR 5/50 GL Tricorn columns 17-5166-01), et profil éectrophorétique des fractions
colorées en rouge F1 et F2 (la couleur indique la présence de myoglobine). La fraction la plus
pure (F1) a été utilisée pour établir la courbe d’étalonnage pour le dosage de la myoglobine
dans le muscle.
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3.2. 2. Methode éectrophor éique

L >anal yse électrophorétique des échantillons, en conditions dénaturantes, est effectuée en
présence de SDS (3%) et de 2-mercaptoéthanol (1%) sur des gels d’acrylamide a 10% (bis-
acrylamide 0,8% ou 0,4%) ou a 12,5% (bis-acrylamide 0,8%) selon la méthode décrite par
Laemmli (1970).

Le SDS, en solubilisant les protéines (1,4 g de SDS par gramme de protéines) et en leurs
conférant une charge négative identique, permet la séparation des protéines uniquement sur la
base de leur poids moléculaire. Leur vitesse de migration sera donc fonction de la taille des
protéines et de la taille des mailles du gel. Le 2-mercaptoéthanol est un agent réducteur des
ponts disulfures et permet de mettre en évidence les différentes sous-unités d’une proténe.

Cette méthode permet donc de déterminer la masse moléculaire de proténes inconnues
en comparant leur déplacement a celui de proténes connues (marqueurs). Les marqueurs de
poids moléculaire utilisés sont : la phosphorylase b (94 kDa), le sérum abumine bovine (67
kDa), I’ovalbumine (43 kDa), |I’anhydrase carbonique (30 kDa), I’inhibiteur trypsique du soja
(20 kDa) et I’a-lactalbumine (14 kDa). La masse moléculaire est estimée a partir d’une courbe
d’étallonage Figure 24.

La séparation des protéines est réalisée a 100 volts pendant environ 2h dans un tampon
Tris 25 mM, glycine 192 mM, SDS 0,1%, 2-mercaptoéthanol 0,05%, pH 8,3.

- Coloration au bleu de Coomassie R-250

Aprés migration, les protéines sont fixées dans une solution d’éthanol 30%, acide
acetique 5%, puis colorées dans la méme solution contenant 0,12% de bleu de Coomassie R-
250. Le gel est ensuite décoloré avec la méme solution que celle ayant servie alafixation des
proténes. La méthode de coloration des protéines utilisées au bleu de Coomassie a été choisie

car la quantité de protéines éait suffisamment importante.
4. SPECTROMETRIE DE MASSE

Cette analyse consiste en la mesure des masses d’un mélange peptidique obtenu par
digestion enzymatique d’une protéine inconnue et son identification par des outils

informatiques reliés aux bases de données.
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L’empreinte peptidique massique par MALDI-TOF

Principe de la mé&hode : Le principe de cette technique se résume en deux étapes. La
premiére repose sur I’ionisation des peptides de digestion des protéines & étudier (les bandes
protéiques aidentifier sont prélevées sur un gel d’éectrophorése coloré au bleu de Coomassie
ou au nitrate d’argent). Elles sont décolorées et déshydratées. La protéine est ensuite
hydrolysée en peptides par la trypsine. Le mélange peptidique obtenu est dépose sur une cible
en présence de matrice puis il est anaysé par MALDI (Matrix-Assised Laser
Desorption/lonization) - TOF (Time of Flight). C’est une technique d’ionisation dite douce
puisque elle génére des ions moléculaires relativement stables. La deuxiéme étape consiste en
la mesure du temps de vol (de I’ordre des nanosecondes) des ions formés dans un tube de vol
dans lequel est rédisé un vide pousse (10-7 millibare). Le temps de vol est déduit de
I’équation générale EC=Y% mv2 est égal at2 = (m/g) x A (A=terme constant fonction de la
différence de potentiel appliquée lors de la mesure et de la distance entre la cible et le
détecteur). Cette méthode permet d’andyser une large gamme de masse (0,5 a 300 kDa),
I’acquisition des données est rapide.

L dentification des protéines. L’identification se fait par interrogation des moteurs de
recherche (ex : ProFound, MS-FIT) & partir des masses des peptides obtenus et sélectionnés et
des critéres a renseigner : la banque de donnée a interroger, la famille, le genre, I’espece a
partir desquels la protéine est isolée, toutefois la recherche sans renseigner ce critére est plus
objective, I’enzyme de digestion, les modifications liées aux traitements de la proténe, la
tolérance vis-a-vis des masses des peptides mesurées par rapport aux masses théoriques, une

valeur de 25 ppm est généralement choisie, le type de ions détectés.

Ces moteurs de recherche comparent le spectre de masse aux spectres de masse virtuels
des protéines dont le gene est caractérisé et qui sont rassemblées dans des banques de données
spécialisées (ex : SWISS-PROT). Cette comparaison est associée a un score fondé sur le
nombre de fragments protéolytiques obtenus dont les masses peuvent correspondre a celles
des fragments protéolytiques des banques de données, et par la précision avec laquelle les
masses sont déterminées. Les meilleurs scores correspondent aux comparaisons les plus
fiables.
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Figure 24. Principe de la séparation des protéines par I’éectrophorese (SDS PAGE)
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5. Analyse satistique
L>analyse des données a été réalisée al’aide du logiciel XLSTA 2008 (INRA de Theix)

D’une maniére générde, les données chiffrées sont présentées dans ce travail comme la
moyenne + écart-type. Quand il s’agit de la moyenne des moyennes, les résultats sont

présentés sous forme de moyenne + erreur type.
L e coefficient devariation (CV) est calculé selon laformule :
CV= (écart-type/moyenne x 100)

La corréation entre la mesure instrumenta e et I’appréciation sensorielle de la tendreté
de la viande est calculée suivant le test de tendance générale utilisant le coefficient de
corrdation des rangs de Spearman.(ROUQUETTE et coll. 1985).

L’évolution des parametres suivis en cinétique (pH, osmolarité, rétention d’eau et
quantité de protéines myofibrillaires) a été caractérisée a partir de la courbe obtenue en
fonction du temps post mortem (Figure 25). Les courbes sont gjustées sur le modéle
mono moléculaire pour déterminer la vitesse d’évolution des différents paramétres
mesures, la valeur ultime et I’amplitude d’évolution des paramétres suivis en cinétique
(Dransfield 1994 ; Zamoraet d ; 1996).

Le modéle monomoléculaire et non linéaire (NEWTON RAPHSON algorithme) dont
I’équation est

Y =a-bxexp (-k X)

: lavaeur ultime du paramétre
: I’amplitude d’évolution du paramétre
: constante de vitesse

: les différents paramétres éudiés

: letemps post mortem

X <X O

Analyse de variance

L’analyse de variance est une méthode statistique qui permet de tester I’hypothése
d’homogénéité d’un ensemble de moyennes. Réalise une analyse de variance consiste a tester

s les effets des traitements sont identique. Des analyse de variance ont éé rédisées, afin de
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Figure 25. Déermination de lavaleur finale, la vitesse et I’amplitude d’évolution des
parameétres suivis en cinétique
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déterminer si I’influence du facteur animal et du facteur type de muscle ainsi que I’interaction
de ces deux facteurs, est significative ou non sur les valeurs des variables mesurées.

L’>analyse en composantes principales (ACP)

Cette analyse statistique a été utilisée dans notre éude lors de la caractérisation de la
viande d’agneau. Le but de I’analyse en composante principales (ACP) est de représenter,
sans les déformer, les informations fournies par une série de variables mesurées. A partir de
combinaisons linéaire, les variables initiales sont transformées en variables indépendantes, ou
composantes principales (axe), parmi lesquelles un nombre restreint est choisi. Le but est de
chercher un sous espace ayant un petit nombre de dimension dans lequel les individus
puissent étre représentés sans trop déformer les distances initiales entre les points.

La dratégie consiste a choisir la droite passant par le centre de gravité des points
représentant les individus et pour laguelle la somme des carrés des distances entre les points
projetés est maximale, c'est-a-dire pour que les individus soient les plus disperses possible.
Cette droite forme I’axe principa. La méthode se poursuit en déterminant un deuxiéme axe
qui vérifie la méme propriété avec la contrainte d’ére perpendiculaire au premier : on
détermine ainsi un plan. La stratégie continue de la méme maniére jusqu’a ce que la part de
variance expliquée soit suffisante, compte tenu du nombre des dimensions initiales de
I’espece des individus : on obtient ainsi un espace de 3 dimensions, puis de4,...

Les axes obtenus sont interprétés par I’étude des corrdations entre les variables

mesurees et les axes principaux.
L’analyse factorielle discriminante (AFD)

L’analyse factorielle discriminante (AFD) est une méthode qui permet de comparer
des groupes (nombres de groupe 3 2) a I’aide de plusieurs variables. Chague axe est
représenté par une ou plusieurs variables. Cette méthode se confond, au moins partiellement,
avec I’andyse de variance a un facteur. Elle et égaement voisne de I’analyse en
composantes principales.

Les groupes peuvent contenir un nombre différent d’individus : iy pour le premier, n,
pour le second,... ng pour ledernier. Il yadoncuntotal N (N=n; + m; + ... + ng) d’individus

analysés. L analyse en composantes principales ne prend pas en compte cette information :
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elle traite les N individus sans aucune distinction a priori. L’analyse factorielle discriminante

tient compte de cette information supplémentaire dans un double objectif :

Objectif de discrimination : c'et-a-dire de séparation des groupes ;
Objectif de classement : ¢’est-a-dire d’affectation d’individus al’un des groupes.
Cette affectation se fera au groupe dont I’individu est plus voisin. Les individus
peuvent étre ceux qui ont servi a faire I’analyse et on pourra donc construire un tableau
d’appartenance des N individus. C’est une fagon de s’assurer du bien fondé de I’existence des

groupes ; des individus supplémentaires peuvent auss étre classés dans un des groupes en

fonction de leur plus ou moins grande proximité.
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Chapitre 2. MISE EN PLACE DU PROCESSUS D’APOPTOSE JUSTE APRESLA MORT
DE L’ANIMAL

1. Matériel biologique
1.1. Animaux :

Tout cette partie est réalisé sur du rat de race Wistar de 10 a 12 semaines. Ces animaux
proviennent de I’animalerie du centre de I’INRA de Theix.

Nous avons utilisé le muscle de rat comme modéle pour la mise en évidence de
I’apoptose, car laréalisation du préévement ante mortem et du deuxiéme préévement peu de
minutes aprés la saigné de I’animal est plus pratique sur le rat par rapport aux autres espéces

ovin ou bovine.
1.2. Muscle:

En fonction des expériences, différents types de muscle ont été prélevés. Pour la
recherche de la fragmentation d’ADN et la recherche des marqueurs de la voie apoptotique
nous avons utilisé le muscle Longissimus dorsi. Tandis que pour la mise en évidence de
I’inversion de polarité de la membrane cellulaire nous avant utilisé deux muscle de la cuise le
Gastrocnemius et le Plantaris. Concernant les temps de prélévement ainsi que le traitement
des muscles, ils seront expliqués en fonction du point a vérifier

2. RECHERCHE DE MARQUEUR DE LA VOIE APOPTOTIQUE PAR WESTERN BLOT
2.1. Prdévement et traitement du muscle:

Le premier prélévement ante mortem a été fait sur un rat anesthésié a I’aide de
I’isoflurane, et un morceau d’environ un gramme est prélevé a partir du muscle longissmus
dorsi. Aprés abattage de I’animal par décapitation et éviscération, nous procédons au 1%
prélévement juste apres la saignée (T0). La carcasse est ensuite enveloppée dans un sac
congélation imperméable et plongée dans un bain marie a 12°C pendant 24h puis transférée a
4°C ou des préévements en cinétique a différents temps post mortem sont effectués (1, 2, 3,
4, 5, 6, 7, 24, 48, 72.h). Le muscle Longissimus est dégagé au fur e a mesure des

prélévements pour éviter le dessechement.
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Les prélevements ont été utilisés pour la mesure du pH et pour la préparation des
extraits de muscle de rat destinés al’analyse par Western Blot.

2.2. Préparation des extraitsdu musclederat

Un gramme de muscle est mélangé avec quatre volume du tampon d’extraction (Tris-
HCI 50 mM, KCL Chlorure de potassium, 150 mM, et EDTA 4mM, pH7,6) puis broyé au
polytron 10 a 15s. Une premiére centrifugation est réalisée & 1000 g pendant 5 min, puis une
seconde a 2000 g pendant 30 min. Le surnageant est récupéré puis centrifugé de nouveau a
20000 g pendant 30 min. On obtient deux fractions : un culot et un surnageant (Figur e 26).

Le surnageant est dénaturé directement par I’addition de 160 uL d’échantillon a
analyser avec 40 pL de tampon dénaturant composé de TrisHCL 62,5 mM, SDS Sodium
Dodécyl Sulfate 1,5 %, EDTA 0,08 mM, DTT Dithiothreitol 30 mM, glycérol 5 %, bleu de
bromophénol 0,01 %, le tout ajusté a pH 6,8. Les échantillons sont ensuite portés a ébullition

pendant 5 min. Les échantillons sont conservés a une température de -20°C.

Pour le culot 1 ml de triton est gjouté au culot, puis congelé 4-80°C &fin de faire éclate
les mitochondries. Aprés congélation pendant une nuit, les extraits des culots sont dénaturés

de la méme maniere que les surnageant
2.2. Dosage des protéines par la méhode Bradford

Le dosage des protéines selon Bradford est une méthode colorimétrique utilisant
comme colorant le bleu de Coomasse G 250 (réactif Bio-rad: acide phosphorique et
méthanol). Ce réactif est rouge / brun & I’état libre et quand il est lié aux proténes, il prend
une teinte bleue. Il possede donc un coefficient d’extinction molaire élevé dans le visible (595
nm) qui rend donc le dosage protéique trés sensible. L’intensité de la coloration est donc
proportionnelle & la quantité de protéines présentes dans I’ échantillon. On mesure la DO a 595
nm au spectrophotometre (Beckman).

La solution mére étalon est éablie a partir d’immunoglobulines de lapin a une
concentration de 1,33 g/L (conservation au congélateur a - 20°C). La gamme d’étalonnage
d’lg G edt préparée dans des tubes a hémolyse a des concentrations de 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1,
1.2 et 1.33 mg/mL. Ensuite 1 mL de réactif Bio-rad (Kit Bio-rad Protein Assay) est ajouté a4
mL d’eau ultrapure dans chaque tube. Les tubes sont incubés 20 min. & I’obscurité et
I’absorbance est lue & 595 nm contre I’eau ultrapure. La courbe d’é&donnage est tracée sur
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Muscle longissiums dorsi derat
Pour un prél évement
1 g homogéné sés dans 4 volumes de tampon d’extraction
(TrissHCI 50 mM, KCL Chlorure de potassium, 150 mM, et EDTA 4mM, pH7,6)

1000g, 5 min
Culot 2000g, 30 min

Surnageant

20 000g, 30 min

-

Culot Surnageant

Plus 1ml detriton 0,1 %
Congélation a-80°C pendant 12h

}

Dosage des protéines iar la méhode Bradford

Dénaturation
1 volume pour 4 volumes de tampon de dénaturation

(Tris-HCL 62,5 mM, SDS Sodium Dodécyl Sulfate 1,5 %, EDTA 0,08 mM,
DTT Dithiothreitol 30 mM, glycérol 5 %, bleu de bromophénal 0,01 %, pH 6,8).

Chauffage 5 rl'nutes a100°C

Conservation a -20°C

\

Réalisation de |I’électrophor ése (SDS PAGE) sur les différents prél évements.
Ante mortem, TO, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 24, 48, 72.h
2 GELS

< O\

Coloration au nitrate d’argent Western Bloot
Révél ation avec les antisérums dirigés contre le
Cytochrome ¢, Caspase 3, Caspase 8, Actine

Figure 26. Préparation des I’extraits a partir du muscle longissimus Dorci de Rat
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tableur Excel, les absorbances des essais sont reportés sur la droite et le calcul de la
concentration des protéines des essais est réalisé.

2.3. Electrophorése et Western Blot

Le Western Blot est I’analyse de détection immunochimique par excellence. Cette
technique nous a permis de détecter dans les fractions séparées nos protéines d’intérét.

Pour la réalisation de cette technique nous avons besoin de séparer nos protéines selon

leur poids moléculaire al’aide d’une éectrophorese unidimensionnel en milieu dénaturant.

Nous avons également établie des dosages de proténes sur tout les surnagent et les culots
afin d’avoir la méme quantité de proténe dans chague puits. Le dosage des protéines totales
ed fait par laméthode Bradford

Des colorations de nitrate d’argent ont été faites sur le double des gels qui ont servie pour

les Western Blot afin de vérifier lamigration et la bonne séparation des protéines.
2.3.1. Réalisation del’dectrophorése.

Les gels d’acrylamides sont préparés généralement a 12 % de Resolving (séparation)
et Stacking &8 % (concentration). Les dépots sont réalises dans la cuve a électrophorése avec
le tampon de migration (compose de Tris 0,025 M, Glycine 0,192 M, SDS 0,1 %, MCE 0,05
%, pH = 8,3), Sur chague gel, on dépose également une solution contenant des marqueurs pré-
marqués de masses moléculaires (250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, 20, 15) de chez BIO-RAD
161-0373. Les protéines chargées négativement migrent vers I’anode. La structure primaire
des protéines permet leur migration a travers le gel acrylamide. Elles vont donc étre séparées
suivant leurs poids moléculaires: les protéines de fortes tailles auront des difficultés a
traverser les « mailles » du gel acrylamide. La migration est de 10 min. a 80V puis 1h a 130V
(Figure24).

2.3.2. Coloration au nitrate d’argent.

Lacoloration au nitrate d’argent permet d’observer les protéines totaes obtenues aprés
les différentes étapes chromatographiques. Le gel aprés éectrophorése est démoulé, le
stacking est découpé puis le gel est plongé 2 fois 15 min. dans le tampon de fixation (acide

acétique 10 %, éthanol 40 %, eau 50 %). Le gel d’acrylamide est ensuite immergé 30 min.
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dans le tampon de sensibilisation (sodium acétate 6,8 %, éthanol 30 %, eau 63 % + agjout
extemporanément sodium thiosulfate 0,2 %). Trois lavages de 5 min. en eau ultrapure sont
réalisés. La coloration au nitrate d’argent (0,25 %) se fait pendant 20 min. a I’abri de la
lumiére et la solution est préparée au dernier moment. Deux lavages de 1 min. en eau
ultrapure sont effectués. Le gel d’acrylamide est ensuite plongé dans le tampon de
développement (sodium carbonate 2,5 %, formadéhyde 0,04 %) jusqu’a obtention de la
coloration désirée. Enfin, le gel est mis 10 min. dans le tampon STOP (EDTA 1,46 %) qui
permet d’arréter la réaction. A lafin, 3 lavages de 5 min. en eau ultrapure sont réalisés. On

peut ainsi observer toutes les protéines contenues dans les fractions a des tailles diff érentes.
2.3.3. Western Blot.

Les échantillons sont d’abord soumis & une électrophorése en conditions dénaturantes
(en présence de SDS) sur un gel de polyacrylamide & 12% dans les conditions décrites ci-
dessus. L’échelle de masse moléculaire utilisée est différente, puisqu’elle est colorée afin
d’étre visualisee sur une membrane aprés transfert (marqueurs Bio-Rad, Ivry sur Seine,
France). Aprés la migration, le gel est rincé dans le tampon de transfert contenant du Tris 48
mM, glycine 39 mM, méthanol 20%, pH 8,7, puis les protéines sont transférées sur une
membrane de transfére immobilon PVDF Sigma P2563. Cette derniére est plongée 5 min.
dans I’éhanol pure puis5 min. dans le tampon de transfert.

Le sandwich de transfert est réalisé : un blotting paper de chez Amersham 80-6205-40
(humidifié avec du tampon de transfert) est déposé dans la cuve a transfert puis le gel et la
membrane sont déposés dessus (la membrane PVDF est sur le gel acrylamide). Un autre
blotting paper est déposé par-dessus pour finir le sandwich de transfert. Le transfert est réalisé
pendant 30 min. 210 V par membrane (6 x 9 cm) (Figure27).

A lafin du transfert, lamembrane est saturée dans le tampon de saturation (PBS 1X +
10 % lait écrémé + Tween 20 a 0,1 %) pendant 1h & température ambiante. La membrane est
lavée 2 fois 5 min. avec du tampon de lavage/dilution (PBS 1X, Tween 0,1 %, lait 1 %).

Aprés saturation des Stes non spécifiques, la membrane est ensuite incubée avec le
premier anticorps dilué au 1/300eme pour la caspase 3, 8 et le cytochrome C dans du PBS
contenant 1% de lait écrémé pendant 1h & température ambiante sous agitation douce.
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Direction du transfert des protéines

Blotting paper

Membrane detransfert

Figure 27. Schéma du sandwich de transfert pour le Westen Blot
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Lavage de la menbrane 4 fois 5 min. avec le tampon PBS contenant 1% de lait écrémé,
est incubée avec le second anticorps de chévre anti-1gG de lapin marqué a la phosphatase
alcaline) dilué au 1/2000°™ dans du PBS contenant 1% de lait écrémé pendant 1h sous

agitation et al’abri delalumieére.

Lavage de la membrane 4 fois 5 min. avec le tampon lavage/dilution puis 2 fois 2min.
avec le tampon PBS 1X (sans lait ni Tween). La révélation des protéines est réalisée par
passage sur la membrane de 1,5 mL d’un kit de chimioluminescence (Lumiphos Pierce)
pendant 5 min. La membrane est égouttée puis placée entre 2 feuilles plastiques transparentes.
Lafeuille est ensuite placée dans une cassette (protégeant de lalumiére).

La suite de la révélation se fait en chambre noir (travail avec lumiere rouge). La
membrane est mise en contact d’un film photographique (Amersham Pharmacia) pendant un

temps voulu (le temps d’exposition varie en fonction de I’intensité du signd).

Aprés, ce film est plongé dans un bac de révélateur photo (10 415 secondes) puisrincé
brievement dans un bac d’eau et enfin il est plongé dans un bac de fixateur pendant 30

secondes.
2.4. Préparation des anticor ps polyclonaux

Les antisérums dirigés contre la caspase 3 et 8 ainsi que le cytochrome c ont été
obtenus au laboratoire selon |es protoocoles décrits ci-dessous.

2.4.1. Préparation des anticorps polyclonaux dirigés contre la Caspase 3 et la
Caspase 8

Les anticorps anti-Caspase 3 et 8 ont été obtenus a partir de peptides de synthése, le
choix de la séquence peptidique a été effectué a partir d’'une séquence humaine dans les
banques de données existantes. Ces peptides ont été injectés a des lapins afin de produire des
anticorps reconnai ssant uniquement les protéines ciblées. Ces séquences correspondent a des
régions sur les protéines n’ayant aucune homologie de séquences avec d’autres protéines.

Pour les différentes protéines, les séquences sélectionnées sont les suivantes :

La Caspase3s KYVDAANLRETFMGLKY QK

LaB Caspase 3 : KYFMHILTRVNRKVATEYK
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La CaspaseSs : KYDDCTANEIHEILEGY QSK

LaB Caspase 8 : KILTIILTEVNYEVSNK

Fixation du peptide sur I’hémocyanine (copolymérisation).

Le couplage consiste dans un premier temps a dissoudre 5 mg de peptide dans 500*|
de 2,2,2-trifluoroéthanol (sigmat-8132), puis a rajouter 4 ml d’eau distillée. D’in autre coté
une solution de (5 ml) d’hémocyanine (Sigma H-1757) & 2 mg/ml est préparée dans du
tampon phosphate de sodium & 0.2M pH7. Les deux solutions sont mélangées volume a
volume et le mélange laissé toute la nuit & température ambiante toujours sous agitation douce
(agitateur & mouvement rotatif) la solution est ensuite dial ysée contre le méme tampon que ci-
dessus et aliquotée en fraction de 2ml dans des cupules qui seront stockées a-20°C.

Injection de peptides.

L’ immunisation consiste & injecter 200pg (400pl) de peptide couplé & 1’hémocyanine
par lapin en émulsion dans de I’adjuvant complet de Freund. Il s’agit de faire une émulsion
épaisse en mélangeant 400pl de peptide avec 400ul d’eau distillée et d’injecter le tout dans
800pl d’adjuvant de Freund. Cet adjuvant permet d’augmenter la réponse immunitaire en
créant une inflammation locale plus importante. L’injection intradermique de I’émulsion se
réalise en de multiples points sur le dos de I’animal. Quatre rappels avec I’ adjuvant incompl et
ont lieu & deux semaines d’intervalle. Le sang est prélevé par incision de I’oreille de I’animal.
Les antiserums sont obtenus aprés coagulation et centrifugation du sang prélevé apres le

dernier rappel (Figure 28).

Les sérums sont ensuite analysés quant a la réactivité des anticorps par immunodiffusion
double selon la méthode Ouchterlony 1948.

Caractérisation par immunodiffusion double (Ouchterlony, 1948)

La gélose est préparée en dissolvant 12 g d’agar noble dans un litre de tampon de
Mayer (NaCl 150 mM, diéthyl-5,5-barbiturate sodique 5 mM, MgCI2 0,5 mM, CaCl2 0,15
mM, azide de sodium 0,1%, pH 7,3). 4 ml de ce milieu sont coulés dans une boite de Pétri de
5,3 cm de diamétre, mis a refroidir & température ambiante, puis a 4°C. Aprés solidification
de la gélose, des puits périphériques & équidistance d’un puits central sont percés a I’emporte-
piéce. Les sérums sont dilués dans le tampon de Mayer. Dans le puits central 15 pl de la

solution de peptide qui a servie & immuniser les lapins est déposés, tandis que dans les puits
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Figure28. Etape d’injection des peptides

L’injection intradermique de I’émulsion se réalise en de multiples points sur le dos de
I’animal
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extérieurs 15 pl de chacun de 3 sérums a trois dilutions différentes (pur, au 1/3 et au 1/9° sont
déposés. Ladiffusion s’ effectue en chambre humide &37°C pendant 24 heures (Figur el9).

2.4.2. Production d’anticor ps contre le cytochrome C

La production d’anticorps polyclonaux de lapin a été réaliste en utilisant le
cytochrome C commercial comme antigéne (Sigma, C2037 from bovine heart). Ce dernier
étant de faible masse moléculaire (12300 Da), il a falu le coupler & une molécule,
I”hémocyanine, pour le rendre plus immunogene. La préparation de la copolymérisation est

effectuée suivant le protocole déja décrit pour la caspase 3 et 8.

L'immunisation c’est fait sur trois lapins différents nommés «dos», «téte» et «coux.
Ces trois animaux ont é&é immunisés car la réponse a I'antigéne varie d'un animal a l'autre.

Cing rappels ont été fait avec un écart de deux semaines environ.

Des prélevements de sang sont réalisés la semaine suivante afin de tester la réactivité
du sérum par Western Blot sur divers échantillons pour confirmer la présence d’anticorps. Les
échantillons analysés correspondent a 10 g de muscle (collier et épaule) d’une génisse de
boucherie. Une extraction a été réalisee comme pour les extraits de rat (Figure26). Les
fractions culot et surnageant ont donc éé analysées en Western Blot et en paraléle révélées
par une coloration au nitrate d’argent. Ainsi que, sur un échantillon de cytochrome C de
commerce ains que sur des extraits de muscle de bovin traité de la méme maniere que la

préparation des extraite de muscle derat (voir la page 66).
3. Mesuredu pH

Pour la mesure du pH, 1g de muscle sont préalablement broyés a la moulinette et
homogénéisés au polytron 9 volumes d’acide iodoacétique, 5 mM. L’acide iodoacétique n’a
pas de pouvoir tampon, donc le pH mesuré est égal au pH réel. De plus, il bloque I’activité
des enzymes glycolytiques qui peuvent influencer la valeur du pH, notamment ante rigor (La
mesure est réaliste sur I’homogénat ainsi obtenu a I’aide d’un pHmétre de paillasse a
microprocesseur de type WTW pH meter (Amilabo, Chassieu, France) équipé d’une électrode

combinée en verre de méme marque.
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4. MISE EN EVIDENCE DU RETRECISSEMENTSDES CELLULESMUSCULAIRE

Les muscles Gastrocnemius et le Plantaris sont prélevés a 1h et 24 H post mortem
partir de la cuise de rat Les morceau de muscle sont immergés dans une solution de fixation
(paraformadéhyde 4%, glutaraldéhyde 0,1%, tampon phosphate de sodium 0,1M, pH 7.,4)

pendant 45 min a température ambiante.

Les muscles sont ensuite rincés trois fois dans du PBS (Phosphate Buffer Saline :
KH2PO4 a 1,5 mM, NaHPO, a8 mM, NaCl a 137 mM, KCL a 2,7 mM, pH 7,4) pendant 5
minutes. Puis incubés avec de sucrose a 30% préparer avec du tampon phosphate jusgu'a
équilibre.

Les morceaux de muscle et congelé in situ & -20. Des coupes transversales de 10um
d’épaisseur ont été réalisées avec un microtome Reichert Frigocut 2800 (Leika, Heidelberg,
Allemagne). L’observation des coupes est faite sans gout de milieu de montage avec un
microscope optique d'Axioplan E Zeiss (Zeiss, Lyon, France).

5. MISE EN EVIDENCE DE L ’INVERSION DE LA POLARITE DE LA MEMBRANE CELLULAIRE

Larévéation de I’inversion de la polarité au niveau de la membrane cellulaire lors de

I’ apoptose est basée sur une détection par immunocytohimique par I’annexine V.

L’annexine V (marquée & la Fluorescéin IsoThioCyanate) est une proténe présentant
une tres forte affinité pour la phosphatidylsérine, exposée sur le feuillet externe de la
membrane des celules apoptotiques. La présence de fluorescence dans I'espace
extracellulaire est 1a preuve que ces phospholipides ont été transférés sur la face externe de la

membrane. Les cellules mortes fluorescent en vert.

Nous avons jugé utile de faire un deuxiéme marquage a la laminine qui est une
glycoprotéine de la membrane basale des cellules jouant un réle dans | atachement et la
migration des cellules lors de I'embryogenése. Cette protéines est révélé avec un anticorps

secondaire marqué ala cyanine 3 fluorochrome.
5.1. Marquagea I’annexine V :

Les muscles Gastrocnemius et le Plantaris sont prélevés a partir de la cuise dans

I”heure qui suit lasaigné de I’animal. Les muscle sont maintenue par des aiguilles sur du liége
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es immergé dans une solution de fixation (paraformaldényde 1%, glutaraldéhyde 0,1%,
sucrose 0,1M, tampon phosphate de sodium 0,1M, pH 7,2) pendant 15 min.

Les muscles sont ensuite rincés trois fois dans du PBS (Phosphate Buffer Saline :
KH,PO4 a 1,5 mM, NaoHPO, a8 mM, NaCl a 137 mM, KCL a 2,7 mM, pH 7,4) pendant 5
min. Puis incubés avec de I’AnnexinV marqué au FITC (Sigma-Aldrich A9210, Saint-
Quentin Fallavier, France) dilué au 1/150°™ dans du tampon PBS (concentration finale de 1,8

pg/ml) pendant 24 h &44°C avec une agitation douce.et al’abri de lalumiére.

La rat est conservé dans un bain marie entre 8 & 10 C pendant 7 h post mortem.
Ensuite conservé a4 °C jusgqu’au le lendemain pour le préévement de 24 h post mortem. Les
méme muscle sont préleve et traités de la méme maniére et dans des conditions semblable que

le prélévement 1 h post mortem

Les témoins sont effectués dans les méme conditions en incubant un muscle de la

cuise & 1h et un autre a 24 h post mortem dans une solution de PBS sans AnnexinV

Aprés les 24 h d’incubation avec I’AnnexinV les muscle sont rincés trois fois dans du
PBS (Phosphate Buffer Saline : KH,PO, a 1,5 mM, NaoHPO, a8 mM, NaCl a 13,7 mM, KCL
a2,7 mM, pH 7,4) pendant 5. Les muscle sont découpés en dés de 2 &4 3 cm de coté, les
morceaux du muscle sont fixés sur un moule de liege adapté a la taille de notre échantillon &
I’aide d’une résine qui va durcir ala congélation (Tissutech chez Labonord). Cette résine étant
fluide a température ambiante. Ensuite les échantillons sont congelé & -160°C dans de
I’isopentane (Prolabo) refroidi dans de I’azote liquide pendant 1 & 2 min selon la grosseur de

|”échantillon.

Des coupes transversales de 10um d’épaisseur ont été réalistes avec un microtome
Microm HM5M. Les coupes sont séchées a I’air libre mais & I’abri de la lumiére. Ensuite
fixées pendant 15 min avec une solution PBS contenant 2% de formol. Trois ringages de 5
min avec du PBS, les lames sont égouttées. Des gouttes d’agent Aqueous Mounding Medium
comme liquide de montage sont rajoutées entre lame et lamelle. On laisse sécher et on
observe au microscope Nicon Labphot2 les observations sont faite & une a une longueur
d’onde excitation Aexc 488 Nm et a une longueur d’onde d’émission Aemm 530 Nnm. Les images
sont visualisés a I’aide d’une caméra relier a un ordinateur le logiciel utiliser pour la capture
des images et VISILOG. La présence ou I’absence de marquage étaient les seuls critéres
d’évaluation.
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5.2. Ledouble marquage a la laminine

Le marquage a la laminine se fait directement sur des coupes transversales des muscles
déja marquées a I’annexinV FITC préparer de la méme maniere que pour le marquage a
I’annexinV ‘(voir page 72). Toutes les étapes de ce marquage sont faites & 1’abri de la lumiére

pour éviter la perte du premier marquage al’FITC.

Aprés séchage et fixation et ringage des coupes, les sites non spécifiques sont saturés
par une solution de PBS contenant 10% de sérum de chévre (Sigma S2007) pendant 30 min.
Aprés lavage, les coupes sont incubées en chambre humide avec le premier anticorps dirigé
contre la laminine produit chez le Iapin (Sigma L9393) dilué au 1/100°™ dans une solution de
PBS pendant 1h & température ambiante. Trois ringage de 10 min chacun sont ensuite
effectués avec du PBS. Enfin le deuxiéme anticorps anti 1gG de lapin marqué a la cyanine 3
(produit chez la chévre Santacrouz SC-58797) est utilisé & la dilution de 1/150°™ I’ incubation
a lieu a température ambiante durant 1h. De nouveau il faut procéder & 3 lavages PBS pour
éliminer les anticorps marqués non fixés. Des gouttes d’agent Aqueous Mounding Medium
comme liquide de montage sont rajoutées entre lame et lamelle. On laisse sécher et on
observe au microscope Nicon Labphot2. les observations sont faite & une a une longueur
d’onde exitation Aec 554 Nm et a une longueur d’onde d’émission Aemmb68 Nm Les images
sont visualisés a I’aide d’une caméra relier a un ordinateur le logiciel utiliser pour la capture
desimagesest VISILOG.

5. 3. Microscopie éectronique

Pour I’éude de L’ultrastructure du muscle. Les coupes ont éé faites sur le muscle
longissimus de rat. Les coupes ont été traitées selon le protocole décrit par VignonX.,
Beaulaton J. Et Ouali A., 1989

6. .LA MISE EN EVIDENCE DE LA FRAGMENTATION D’ ADN DANSLES CELLUL E MUSCULAIRE

La Fragmentation de I'ADN a été suivie par immunhistochimie gréce a I'utilisation
d'un anticorps monoclona dirigé contre ces fragments et disponible dans le commerce anti-
ssDNA/APOSTAIN.
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6. 1. Principe dela méthode:

Des coupes minces ont éé préparées comme décrit ci-dessus et coloré en utilisant la

méthode traditionnelle de Hematoxylin / érythrosine.

Le test présenté ici est basé sur la sensibilité accrue de I’ADN a la dénaturation
thermique chez les cellules apoptotiques. Cette méthode permet la dénaturation de I’ ADN par
chauffage a 56 °C en présence de formamide, et son marquage par |'anticorps monoclonal
(Mab F7-26) spécifique de I'ADN simple-brin (ADNsb).

Des coupes minces ont été préparées comme décrit ci-dessus (voir cf 5.1.) et coloré
utilisant la méthode traditionnelle de Hematoxylin / érythrosine. L'ADN réduite en fragments
aété indiquée en utilisant un anticorps monoclonal (apostain, AbCys SA, Paris) identifiant les
fragments spécifiguement de I’ADN simple-brin caractéisant les cellules apoptotic. Ce

marquage a été effectué conformément a la recommandation du fabricant.
6.2. Préparation des échantillons

Aprés anesthésie du rat avec du pentobarbital sodique 0,1ml/100g de rat in intra-
péritonial. Le prélévement d’un morceau de muscle longissmus dors sous anesthésie puis
apres saignée de I’animal, a différents temps post mortem (15, 30 minet 1, 2, 4, 7, 24 et 48h.).
Le rat est conservé atempérature ambiante les 7 premiéres heures. Enlevement de I’appareil
digestif apres le premier prélévement aprés saignée. Dégagement du muscle au fur et a mesure

des préévements pour éviter de dessechement.
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Chapitre3. INHIBITION DE CASPASESINITIATRICES ET EXECUTRICES PAR
LESbovSERPINA3-1 ET A3-3

1. Titration et mesure de I’activité enzymatique

1. 1. Préparation des enzymes

Latrypsine se présente sous forme de poudre et est reprise dans un tampon Tris-HCI
50 mM, pH 8,0, CaCl, 10 mM.

La caspase-3 et la 8 sont préparées dans un tampon HEPES 50 mM pH 7,4, NaCl 100
mM, EDTA 1 mM, CHAPS 0.1 %, Sucrose 10 % auquel est ajouté extemporanément du DTT
10 mM.

1. 2. Titration des enzymes

1.2.1. Titration dela solution detrypsine utilisée

Latrypsine e titrée en utilisant du 4-nitrophényl-p-guanidinobenzoate (NPGB) selon
la méthode décrite par Chase et Shaw (1970). Les sérine protéinases sont particuliérement
faciles & doser car elle ont I’avantage de former, lors du processus catalytique, un
intermédiaire qui est une acyl enzyme. Cet acyl enzyme est ensuite hydrolysée en acide et
ensyme. Si cette hydrolyse est trés lente, I’alcool libéré lors de la formation de I’acyl enzymz
est équivalent au nombre de moles d’enzymz active que I’on peut déduire en mesurant

I’absorbance de I’acool chromogénique formé.
Enzyme + Substrat <> ES _, AcylEnzyme + Alcool —Acide + Enzyme

Le substrat de la trypsine utilisé est le p-NPGB (p-nitrophényl-p’Guanidinobenzoate
HCL) (Sigma). Ce substrat est choisi préférentiellement car I’acyl-enzyme formée lors du
processus catalytique est particulierement stable. La poudre de p-NPGB est dissoute dans du
dimethylformamide et la solution obtenue, pour étre plus stable, est diluée dans 4 volumes
d’acétonitrile (concentration finale 0,01 M). Le p-NPGB ains préparé peut étre conserveé

plusieurs semaines & 4°C.

Dans une microcuve, 100pl d’une solution de trypsine, préparé 2mg/ml a I’aide d’un
tampon TrisHCL 50mM, CaCl, 0,02 M, pH 8, sont dilués avec 890 pl de tampon véronal,
pH8,3, aprés mélange 10ul de la solution de p-NPGB sont ajouté dans la microcuve. Le p-

NPGB réagit avec la trypsine et alcool formé, le p-nitrophénol, donne a la solution une
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couleur jaune visible d’ont I”absorbance est mesurée a une longeur d’onde de 480nm a l’aide

du spectrophotométre Uvikon 860 (Kontron).

La mesure est réalisée contre une référence qui contient 100ul de tampon sans
trypsine, 890 plde tampon véronal et 10ul de substrat.

La molarité du p-nitrophénol produit peut ére calculée selon laformule:
[p-Nitrophénol]=DO x 6,025 10°x10

Ou DO représente la densité optique du p-nitrophénol libéré, 6,025 10° le coefficient
d’extinction molaire du p-nitrophénol, et 10 le facteur de dilution de la trypsine. La molarité
du p-nitrophénol produit permet de déduire la molarité de trypsine active

1.2.2. Titration dela caspase 3 et 8

La caspase 3 (EC 3.4.22.B9) provient de chez sigma est titrée avec I’inhibiteur
irréversible Z-Asp-Glu-Val-Asp-chloromethyl ketone et |a caspase 8 (EC 3.4.22.B12) provient
de chez Sigmaest titrée avec I’inhibiteur irréversible Z-Val-DL-Asp-fluoromethylketone, les

inhibiteur proviennent de chez Bachem.

Les caspases sont titrées selon la méhode de Stennicke et Salvesen (1999). Les
caspases 3 et 8 sont repris dans un tampon HEPES 50 mM, pH 7,4, NaCl 100 mM, EDTA 1
mM, CHAPS 0,1 %, sucrose 10 % auquel sont gjoutés 10 mM de DTT au moment de son
utilisation.

La quantité (0,136 mg/ml) de la poudre de la caspase 8, diluée 8 fois, est utilisée aune
concentration de 5,66 x 10’ M. Une solution &5 nM de |’enzyme sera titré par une gamme de
dilution de Iinhibiteur irréversible Z-Val-DL-Asp-fluoromethylketone. Aprés une
préncubation de 5 minutes 4 25°C , 50 pL du substrat N-Acetyl-ASP-Glu-Val-Asp-NHmec a
100 pM et ajouté. la Lecture de la fluorescence pendant 5 a 10 minutes a une longueur
d’onde d’excitation de 360 nm et une longueur d’onde d’émission de 440 nM.

La concentration de la caspase 3 est de 0,29 mg/ml elle est diluée 10 fois avec tampon
HEPES 50 mM, pH 7,4, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, CHAPS 0,1 %, sucrose 10 % auquel
sont ajoutés 10 mM de DTT au moment de son utilisation. Donc la molarité de la caspase 3

est de 9,6 10'M. Une solution de 5 nM de la caspase 3 est titré avec un gamme de dilution de
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Y= -1&.11??{ + 91.636
R#= 0,209

concentration de 'inhibiteur n

Poury=0 X=9,06 nM donc nous avons besoin une solution de 9.06 nM
Iinhibiteur pour iinhibé 5 nM de la caspase 3

Figure 29. Exemple de titration de la caspace 3 par I’inhibiteur irréversible Z-Asp-Glu-Val-
Asp-chloromethylketone
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I”’ihibiteur (Z-Asp-Glu-Val-Asp-chloromethylketone) allant de 0 a50 uM le en estime Aprés
une préincubation 5 minutes &4 25°C , 50 pL du substrat N-Acetyl-ASP-Glu-Val-Asp-NHmec
100 pM et ajouté. la Lecture de la fluorescence pendant 5 a 10 minutes a une longueur

d’onde d’excitation de 360 nm et une longueur d’onde d’émission de 440 nM.

Le calcule de la concentration de I’enzyme active dans notre solution est déterminé par la

formule : figure 29
[Elacive = [1] (V/VE) facteur de dilution

OU [E]acive : concentration réelle de I’enzyme active (en nM)
[1I] concentration de I’inhibiteur (pour notre exemple nous avons 9,06 NM)
V, : volune de 20pl des différentes dil utions de I’inhibiteur

Ve : volume de I’enzyme de 30 pL

La concentration moyenne des caspases apres titration est de 884,48 + 232,48 nM
1. 3. Mesure des activités enzymatiques

L’ activité des deux enzymes est mesurée en suivant I’hydrolyse d’un substrat
synthéique fluorescent. La fluorescence du 7-amino-4-méthylcoumarin (AMC), libérée apres
hydrolyse du substrat de la trypsine ou de la caspase, est mesurée a une longueur d’onde

d’émission de 440 nm aprés excitation a 360 nm.
2. Caractérisations des cinétiques de I’inhibiteur

L’inhibition d’une enzyme par un inhibiteur protéique endogene implique une
interaction forte entre les deux protéines. Dans ce cas, I’affinité de I’inhibiteur pour I’enzyme
est devée et la concentration de I’inhibiteur est fortement diminuée apreés la formation du
complexe enzyme-inhibiteur. On distingue ainsi trois types d’inhibition: I’inhibition

réversible, irréversible et temporaire.

Inhibition réversible : une inhibition réversible est caractérisée par un équilibre rapidement
atteint entre I’inhibiteur et I’enzyme. La protéase E réagit avec I’inhibiteur | pour former un

complexe El selon laréaction :

Kass
—
E+l <+—— El

kdiss
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Kass représente la constante d’association du complexe El et kgss €st la congtante de
dissociation du complexe. La constante d’équilibre, dite constante d’inhibition est définie par
ces deux constantes par larelation :

Ki = Kdiss / Kass

D’apres Bieth (1980), ces constantes sont suffisantes pour expliquer le rdle physiologique de
I’inhibiteur.

Inhibition irréversible : une inhibition irréversible alieu dans le cas ou le complexe enzyme-

inhibiteur ne se dissocie pas dans des limites de temps raisonnables. La réaction s’ écrit alors:
E+| —— > EI

Cela peut-étre di au fait que soit I’inhibition est réversible mais la constante Kgiss
(constante de dissociation) est tres faible, soit la formation du complexe s’accompagne d’une

hydrolyse partielle de I’inhibiteur. || devient alorsinactif apréslaréaction.

Inhibition temporaire: un autre cas de figure peut se présenter lorsgue I’enzyme se libére
totalement du complexe sous forme active. Cette réaction conduit a I’hydrolyse partielle de
I’inhibiteur ou relargage de I’enzyme. La libération des produits d’hydrolyse, plus ou moins
rapide, congtitue un éément clé dans la détermination de la valeur de la constante globale.

C’est ce que I’on appelle I’inhibition temporaire qui est définie par laréaction :

E+l &—<———* EIl ——— E + inhibiteur dégradé

2.1. Dé&ermination dela constante de vitesse d’association Kas
Lorsd’une réaction réversible, la vitesse d’association est définie par I’équation :
v = -d[E] / d(t) = Kass [E] [1] — Kaiss [El]

Par contre dans le cas d’une inhibition irréversible, la constante de dissociation Kgiss, €St
particulierement lente, et peut donc étre négligée. L’éguation devient alors:
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v =-d[E] / d(t) = Kess [E] [I]

Si la valeur de kqiss est suffisamment faible, |I’équation peut étre utilisée pour décrire
une inhibition réversible, au moins pendant les premiéres étapes du processus d’inhibition.

Lorsque I’association enzyme-inhibiteur et suffisasmment rapide, on peut déterminer la
constante d’association en incubant des quantités équimolaires d’enzyme et d’inhibiteur.

Avec la trypsine, la méthode utilisée est celle décrite par Beatty et al. (1980) basée sur
I’équation :

tos = 0693/Kass[1]

La représentation semi-logarithmique de vi/v, (Vo : vitesse de réaction en |’absence
d’inhibiteur ou v; : vitesse de réaction en présence d’inhibiteur) en fonction du log (t) est une
droite dont I’équation permet de déterminer tys C’est-a-dire le temps nécessaire a I’inhibiteur
pour réduire I’activité enzymatique de 50 %. Connaissant tos, la constante d’association est
alors calculée a partir de I’équation ci-dessus selon des conditions de pseudo-premier ordre.

En pratique, des concentrations équivalentes en trypsine et inhibiteur purifié (5 nM) sont
préncubées dans le tampon TrissHClI 50 mM, CaCl, 10 mM, pH 8,0 dans un volume
réactionnel fina de 200 pl pendant une durée alant de O a 10 minutes. Le substrat N-CBZ-
Phe-Arg-NHMec est ensuite ajouté (50 pl 2100 puM) puis |’ activité résiduelle est mesurée.

Dans le cas de la caspase-3, la congtante d’association est déterminée par la méthode
de courbes décrite par Zhou et al. (1997).

Une solution a2 ou 5 nM de caspase-3 (dans un volume de 30 pl) est incubée en présence de
50 pl (2100 pM) de substrat. La mesure de la fluorescence est alors faite. Quand une vitesse
constante est obtenue, une concentration d’inhibiteur (de 1 250 nM) est gjoutée au méange et

la fluorescence est mesurée pendant 20 minutes au minimum.

Pour chaque concentration d’inhibiteur, la constante de premier ordre kos €st déterminée par

I’équation :

In ([P]t+At - [P]t) =C- kobst
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Ou [P]t+at €st la concentration de produit au tempst + At de la réaction d’association et [P]; est

la concentration de produit au tempst.

La représentation graphique de la concentration en inhibiteur en fonction des
différentes valeurs de kqps Obtenues permet d’obtenir une droite dont la pente est K’ ops.

La constante de vitesse de deuxieme ordre (Kass) est alors déterminée par larelation suivante :
Kass = (K'opd/1) (1 + SKpy)

2.2. Déermination de la stochiométrie de I’interaction enzyme-inhibiteur (SI)

Parmi les inhibiteurs de sérine protéinases, les serpines ont la caractérigtique de former
un complexe irréversible (rapport 1:1) avec leurs protéines cibles. Cette propriété a été testée

dans le cadre de ce travail.

La staechiométrie d’inhibition (SI) est définie comme le rapport des moles d’inhibiteur
reguis pour inhiber une mole d’enzyme (Gettins, 2002).

La méthode pour déterminer |a Sl est réalisée par latitration de I’enzyme (Schechter et
Plotnick, 2004). L’enzyme en concentration connue et constante [Eo] est incubée avec des
concentrations croissantes d’inhibiteur [lo], aprés incubation, |’activité enzymatique
résiduelle est mesurée (comme est indiqué dans le paragraphe 1.3). La diminution de I’ activité
enzymatique résiduelle observée doit ére proportionnelle a la concentration croissante de
I’inhibiteur. Les données sont extrapolées al’activité zéro donc, cette valeur définit la quantité

reguise de moles d’inhibiteur pour inhiber une mole d’enzyme.
3. Préparation de peptides et analyse de séquences

Aprés I’dectrophorése en conditions dénaturantes et réductrices (coloration & Bleu de
Coomassie), la bande du gel correspondant a I’inhibiteur a é&é coupée et partiellement
déshydratée dans un SpeedVac. L’échantillon du gel a éé aors soumis a I’hydrolyse par
I’addition de 0,1 pg de trypsine de porc (Sigma) dans 200 pl du tampon Tris/HCI, pH 8,06,
contenant 0,01% de Tween 20. Des peptides ont été extraits, fractionnés par HPLC sur une
colonne DEAE-C18 (1 millimétre de diametre) et éués avec un gradient linéaire
d’acetonitrile de 2-70% dans 0,1% de TFA (acide Trifluoracetic). Ces peptides ont été dors
soumis au séguencage N-terminal. L’analyse de séquence a été réalisée en utilisant le
protocole d’Edman : la fonction NH2 de I’acide aminé N-terminal fixe une molécule de
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phénylisothiocyanate (PITC), puisil y a clivage par I’acide trifluoroacétique. L acide aminé
alors sous sa forme Anilinothiozolinone (ATZ) est ensuite transféré dans une autre partie du
sequenceur, ou il subit une réaction d’isomérisation permettant la stabilisation de la
molécule: C’est I’étape de conversion de la réaction d’Edman. L’acide aminé N-terminal est
alors sous laforme PTH (Phényl ThioHydantoine), il et ensuite injecté sur une colonne phase
reverse adaptée a un systéme H.P.L.C (I’analyseur d’acide aminé 120 A Applied Biosystems),
ou il est identifié en fonction du temps de rétention et quantifié gréce a sa hauteur de pic.
Cette réaction récurrente a permis de déterminer a partir de 50 picomoles, I’enchainement des

15 premiers acides aminés de la chaine polypeptidique.
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charrrel - MATURATION DE LA VIANDE D’AGNEAU

|. DEVELOPPEMENT D’OUTILSINDISPENSABLES

Avant de présenter les résultats et pour une meilleure compréhension de I'organisation de
la présentation de ces derniers, rappelons ici les objectifs de ce travail de thése. Le premier
objectif était d’identifier les paramétres physico-chimiques et biochimiques potentiellement
susceptibles de prédire la tendreté ultime de la viande d’agneau, mais nous avons été
confrontés & plusieurs problémes d’ordre technique. Ne disposant pas d’un certain nombre
d’outils indispensables a la mise en place de ce travail, nous avons été amenés a développer
des outils avec le matériel dont nous disposions ou qu’il était possible d’acquérir sur place.
Cela concernait principalement I’estimation de la texture de la viande en cours de maturation

et lamesure de I’osmolarité, mesure pour laguelle nous ne disposions pas d’osmomeétre.

Quant au modéle animal, le choix étant limité, nous avons rapidement convenu de
sélectionner |I’agneau comme modée. L’agneau fournit en effet une trés grande proportion de
la viande consommée en Algérie et cet animal de boucherie est d’un accés plus facile que
d’autres espéces animal es traditionnellement utilisées pour ce genre d’éude, comme le bovin.
Par contre, pendant mes sgjours successifs en France, le modele utilisé é&ait e bovin, viande
facilement accessible & I’abattoir du centre INRA de Clermont-Theix et qui permettait

I’obtention des échantillons dans |” heure qui suivait I’ abattage.

Dans ce premier chapitre, nous développerons successivement les mises aux points
réalisées pour estimer la texture al’ade d’une méhode penetrométrique, puis celles relatives
alamise en place d’une méthode éectrométrique pour estimer la pression osmotique du tissu

musculaire.
1. Estimation dela texturedes viandes

L’étude de la texture, composante importante de la qualité et de I’acceptabilité des
viandes, fait intervenir des connaissances pluridisciplinaires dans le domaine de la rhéologie
et dans le domaine de I’analyse sensorielle. Les techniques rhéologiques cherchent a prédire
les jugements émis par les dégustateurs. Cependant, la valeur explicative des résultats de
I’anal yse sensorielle par larhéologie n’est pas totalement sati sfaisante.
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De nombreux outils et méthodes d’évaluation de I’éat de maturation de la viande ont été
décrits. Si certaines méthodes sont basées sur des mesures biochimiques (Ouali 1984 ; Yano
et al., 1995), la majorité d’entre elles sont basées sur des mé&hodes mécaniques (cisaillement
de carottes de viande ou compression de carottes de viande & I’ é&at frais ou cuit selon les cas)
(Lepetit and Culioli, 1992). C’est le cas de la méthode développée par Lepetit et d. (1996) et
basée sur un test de compression a 20% de déformation d’un échantillon de viande fraiche,
mesure qui permet d’estimer la résistance myofibrillaire de la viande et de pouvoir établir des
comparaisons de I’état de maturation de muscles a taux de collagéne variable. Cette mesure
est en effet indépendante du taux de collagéne dans le muscle considéré. Au centre INRA de
Clermont-Ferrand-Theix, €elle fait référence et est systématiquement utilisée dans toutes les
études développées sur les facteurs de variation de la texture de la viande.

Ne disposant pas d’un tel appareil, nous nous sommes orientés vers I’utilisation d’une

méthode pénétrométrique.
1.1. Evolution dela tendretéde la viande d’agneau
1.1.1. Matériel animal

Cette expérimentation a porté sur un lot de 6 agneaux de race EL’TEL provenant
d’une ferme de la région de FERDJOUA et &gés de 6 & 18 mois. Le poids des carcasses
variait entre 14 et 21 kg.

1.1.2. Estimation deladureté par pénétromeétrie

Le pénétrométre est un ingrument de mesure muni d’un corps pénétrant. En général
une aiguille ou un cone, pénétre en chute libre dans une matiére sous I’action de son propre
poids, pendant un temps déterminé. Cette profondeur de pénétration mesurée en 1/ 10 mm ou
unité de pénétration (1 UP = 0.1 mm) congtitue alors une grandeur objective de la consistance

de la substance anal ysée et permet donc une mesure de la tendreté (Figur e 30)

Un échantillon de muscle frais rectangulaire (longueur = 2 cm, largeur = 1 cm,
hauteur =2 cm) est placé sur le support du pénétrométre. La direction des fibres musculaires
de I’échantillon est pardléle a la surface du plan de la table et la contrainte est appliquée

perpendiculairement aux fibres musculaires.
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1- Piedsavis 13- laloupe

2- Détecteur éectrique 14- Latouche RESET
3- Fusible 15- Bloc de mesure

4- Interrupteur principal 16- Latouche START
5- Bulle de niveau 17- Latouche LIMIT
6- Dispositif d’éclairage 18- Latouche LIMIT
7- Bouton poussoir 19- Latouche PEN(S)
8- Bouton de réglage 20- Latouche PAUSE
9- Détecteur de course 21- Cadran d’affichage

10- Bouton d’arrét
11- Molette micrométrique
12- Guide detige

Contrainte perpendiculaire aux sens des
fibres musculaires

2cm

Figure 30. Schéma du principe de la mesure de la dureté de la viande par pénétrométrie
(pénétrométre PNR 10 PETROTEST)
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La profondeur de pénétration maximale est affichée en millimétres aprés un temps de
5 secondes. Une vaeur devée de la profondeur de pénétration correspond a une viande tres

tendre. Une valeur faible indique que la viande est dure.

Comme nous I’avons déa dit, la référence reste le jugement du consommateur. Pour
valider cette méthode pénétrométrique, nous avons donc mis en place un jury de dégustation
pour évaluer le tendreté de la viande provenant de ces mémes animaux et se rapprocher ainsi

du comportement du consommateur.
1.1.3. Appréciation delatendreté par analyse sensorielle

Le test de notation avec échelle est choisi pour I’appreéciation de la tendreté de la
viande (Combes et al 2003). Ce test de notation permet de chiffrer I’amplitude des différences
entre les échantillons de viande et ne demande pas un apprentissage important par le jury des

dégustateurs.

Nous avons composé des jurys de 10 sujets (éudiants post gradués, fin de cycle de
graduation et personnel du laboratoire) initiés & I’anadyse sensorielle de par leur formation et
donc considérés comme qualifiés & ce genre d’analyse. Les sujets malades ou étant sous le

coup d’émotion sont exclus.
L heure alaquelle se déroule les essais se situe entre 10 h et 11 h 30 minutes du matin.

Les morceaux de viande appariés a ceux ayant servi a la mesure instrumentale sont
utilisés apres cuisson a I’eau a 95°C. Ce mode de cuisson a été choisi afin d’assurer un régime
thermique homogéne a la surface et a l'intérieur de I’échantillon. Il permet également d’avoir
une texture homogéne en évitant la formation de crolte a la surface (Laroche 1983 ;
Hernandez 1999). Nous avons gardé |le méme volume d'eau de 400 ml pour la cuisson pour
tous les échantillons. Le temps de cuisson est de 30 minutes. La température atteinte au coaur

du cube de viande est de 80°C. Les cubes de chague muscle sont cuits séparément.

Quatre cubes de viande provenant des quatre muscles étudiés, sont présentés aux
dégustateurs. Le jury attribue une note a I”’échantillon selon une échelle de tendreté allant de 1
a9. Chaque sujet dispose d’un formulaire de réponse (Figur e31) comportant I’échelle éablie

suivante avec notes et qualificatifs.
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Nom :

Prénom :

Test de |’ estimation du degré de tendreté de laviande

Vous avez devant vous quatre cubes de viande cuite al’eau.

Mettez le code de chaque morceau (A, B, C et D), devant laréponse qui vous semble juste

Veuillez rincer votre bouche entre chagque dégustation.

Date

Extrémement dur dure ni dur, ni tendre tendre extrémement tendre
: .3 ; L °
' b ' la ' l6 ' [ 8

trés dur assez dure assez tendre tréstendre

Figure 31. Spécimen de formulaire de réponse pour le test de notation
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1.1.4. Analysedesdonnées

La corrélation entre la mesure instrumentale et I’appréciation sensorielle de la tendreté
de la viande est calculée suivant le test de tendance générde utilisant le coefficient de
corrélation des rangs de Spearman (ROUQUETTE et coll. 1985).

Pour I’application du test, nous avons transformé en notes toutes les mesures

instrumentales selon une échelle de tendreté (Tableau 6)

Nous caculons ensuite le coefficient de corrélation des rangs de Spearman entre X;
(notes des mesures instrumentales transformeées) et Y; (notes de la mesure sensorielle) qui est

donné par I”équation suivante :

r=1-6ad?/n(e-1)

d: ladifférence des notes (Y;—X;)

n : nombre de couple (mesure instrumentale — mesure sensorielle). Chague mesure instrumentale ou sensorielle correspond a
la moyenne obtenue a partir de 10 mesures différentes.

r : coefficient de corrélation

La mise en évidence de corrélation entre variables expliquées et une ou plusieurs
variables explicatives a été rédisée par le calcul des régressions linéaires simples et
multiples (TOMMASSONE 1989).

Des analyses de variance ont été réalisées afin de déterminer I’influence du facteur

«anima » et du facteur « type de muscle » ainsi que I’interaction entre ces deux facteurs.
1.2. Résultatset discusson
1.2.1. Corréation entre mesuresinstrumentales et mesures sensorielles

Le choix d’un lot de six animaux de race EL TEL d’&ge et de poids différents a été
délibérément recherché pour augmenter la diversité qualitative des viandes obtenues et

plus particulierement des niveaux de tendreté auss larges que possible.

Le test de SPEARMAN, appliqué globalement & I’ensemble des mesures effectuées
sans digtinction entre les quatre muscles éudiés de la cuisse, a révélé une forte corrélation
(r = 0.98) entre les mesures instrumentales et les mesures sensorielles (Tableau 7). La

mesure de la tendreté au pénétrométre peut donc étre utilisée pour une premiére estimation
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Tableau 6. Echelle de tendreté

Echelle Profondeur de pénétration (mm) Tendreté
1 [0-2.22] Extrémement dure
2 [2.23- 4.45] Tresdure
3 [4.46 — 6.68] Dure
4 [6.69— 8.91] assezdure
5 [8.92—11.14] ni dur, ni tendre
6 [11.15-13.37] Assez tendre
! [13.38— 15.6] Tendre
8 [15.61 - 17.83] Trestendre
9 [17.84—20.06] extrémement tendre

Lalimite de pénétration minimale est 0 mm, lalimite de pénétration maximale est égale 220 mm
(mesure apartir de la chute libre du corps pénétrant d’une hauteur de 2 cm sans présence de cortrainte).

Tableau 7. Réaultats du test de SPEARMAN pour les différents muscles

Muscles N r P
Globa ement pour |es quatre muscles 24 0.98 <0.01
SM 6 0.61 NS
ST 6 0.79 <0.01
BF 6 0.72 <0.05
RF 6 0.66 NS

N : nombre de couple (mesure instrumentale — mesure sensorielle). Chague mesure instrumentale ou sensorielle correspond a
la moyenne obtenue a partir de 10 mesures différentes.

r : coefficient de corrélation ; P : probabilité ; NS : non significative p < 0.05
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de la tendreté de la viande des divers muscles étudiés. Cependant, nous ne pouvons
préuger de la validité de la mesure instrumentale pour tous les muscles présents dans la
cuisse. Afin de révéler I’existence de la relation entre ces deux mesures pour chaque

muscle, nous avons appliqué le test de SPEARMAN sur chaque muscle & part.

L analyse statigtique a I’aide du test de Spearman montre que I’estimation de la
tendreté par la mesure instrumentale est corrélée a la mesure sensorielle pour les muscles
ST et BF. Mais, pour lesmuscles SM et RF, il n’y a pas de corrélation significative entre

les deux méthodes de mesure (Tableau 7).

Lafaible corrélation entre mesure instrumentale et sensorielle pour les muscles SM et
RF pourrait s’expliquer par le regroupement des données en moyenne dans I’anayse des
données (N = 60). Le regroupement visant a minimiser les fluctuations a eu pour
conséquence la réduction de la taille de I’échantillon a N = 6 et |I’atération de la puissance
du test de Spearman. D’autre part, le pénérométre n’exerce qu’une seule force (la
pénétration) intervenant dans la caractérisation de la tendreté. Or, les autres forces
sexercant lors de la mastication (analyse sensorielle) ne sont pas mesurées par le
pénétrometre. Ces forces comprennent la compression, le cisalllement, le tranchage et la

torsion.

Une éude faite par Combes et al., (2005) sur la viande de lapin a montré que la
tendreté percue par un jury lors de la dégustation de la cuisse, est corrélée avec les
mesures de cisaillement effectuées sur le muscle Longissmus cru. Néanmoins il n’a pas
été possible & 1’issue de cette éude, de trouver des mesure physico-chimiques qui puissent

prédire de maniére fiable les caractéristiques sensorielles de la viande de lapin.

Voisey et Larmond (1977) ont noté qu’une personne moyenne méche a la vitesse de
75 mastications par minute et ouvre ses méachoires de 1cm, ce qui donne une vitesse de
compresson moyenne des aliments entre les dents de 150 cm / minute. On trouve environ
82 mastications par minute avec un coefficient de variation de 20 %. Les instruments de
mesure de la texture ne peuvent en généra déformer les aliments a cette vitesse.

Cette faible corrélation peut étre auss expliquée par le fait que le pénétrometre ne
mesure pas uniguement les propriétés des fibres musculaires mais égaement du tissu
conjonctif. Le collagéne, qui est le principa constituant du tissu conjonctif, est un facteur

important de la dureté de la viande (Young et Braggins 1993). Lateneur de ce dernier est
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variable d’un muscle a un autre et possede donc une dureté de base plus ou moins
importante (Valin 1995).

Khan et al. (1973) pensent que I’hétérogénéité du muscle est responsable en majeure
partie de la faible corrélation entre la mesure instrumentale et la mesure sensorielle. En
effet, dans un méme muscle, les forces de cisaillement varient d’une extrémité a une autre
et d’un endroit a un autre. En conséguence, méme avec des échantillons bien «carottés; et
en prenant toutes les précautions d’usage, les échantillons soumis aux mesures
indrumentales nont pas nécessarement la méme tendreté que ceux soumis a la
dégustation. De méme les échantillons dégustés n’ont pas nécessairement une tendreté

uniforme.

Joseph et Connolly (1979) ont étudié la corrélation existant entre mesure instrumentale
utilisant un tendérométre Volodkevith basé sur le test de cisaillement et compression et la
mesure sensoridle réalisée sur six muscles LD, PM, BF, ST, SM et GM. Les corrélations
sont significatives seulement pour les muscles LD et PM. Pour notre étude, ces résultats
confirment la faible corrélation (non significative) pour les muscles SM et RF dors

gu’ele est devée et hautement significative pour les muscles ST et BF.
1.2.2. Relations entre mesure instrumentale e sensorielle

En définitive, ces essais de recherche de relation entre les mesures instrumentales et
sensorielles de la tendreté de la viande, mettent en évidence une forte corréation globale
ne tenant pas compte du type de muscle. Cela est intéressant dans I’estimation globale,
rapide de la tendreté de la viande de la cuisse.

La relation globae reliant la mesure sensorielle, estimation réelle de la tendreté

(Tendr), alamesure instrumentale au pénétrométre (M) est la suivante :
Tendr = (0.62 £ 0.30) MI + 4.22

Pour les deux muscles présentant une corréation significative, les relations sont les

suivantes :

Muscle Semi Tendinosus: Tendr = (2.25 = 0.63) MI + 3.93
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Muscle Bicipitis Femoris: Tendr = (2.10 = 1.09) MI + 2.10

ou Tend est la tendreté réelle, exprimée en échelle de tendreté (valeur arrondie au

nombre entier) et M1, la mesure instrumentale exprimée en millimétre

Ces relations déterminées a partir de la mesure instrumentale et sensorielle peuvent
étre utilisdes en pratique sur le terrain, au niveau de I’abattoir par exemple en utilisant le
pénétrometre comme technique rapide et non destructive de la mesure de la tendreté de la
cuisse ou des deux muscles ST et BF. La mesure au pénétrométre est aisement convertie
en échelle de tendreté réelle suivant le tableau 6. Nous avons donc & notre disposition une

méthode smple pour classer les parties de carcasse en fonction de niveau de tendreté.
1.2.3. Effet del’age et du type de muscle sur les mesuresau pénétrométre
@ Analyse devariance

Des analyses de variance ont é&é effectuées afin de déterminer si les mesures au
pénétrometre sont significativement différentes en fonction de I’age des animaux et du

type de muscles étudiés (Tableau 8).

L andyse de variance met en évidence un effet lié a I’age de I’anima et au type de
muscle hautement significatif (p< 0.01%). Cet instrument de mesure permet donc de
détecter une différence de tendreté en fonction de ces deux facteurs. Donc, il est tout a fait
posshle de parfaitement distinguer les quatre muscles et les différences de dureté des

animaux.
@ Corrélation entrela mesureinstrumentale et I’age des animaux

Pour tous les muscles, la mesure instrumentale et I’age des animaux sont fortement
corrélés, mais de fagon négative pour les quatre muscles (r = 0.91 ; p < 0.05). Plus I’&ge
des animaux augmente plus la profondeur de pénétration diminue (Figure 32). Donc les
animaux jeunes présentent une meilleure tendreté que les animaux &gés. Ceci conforte les
résultats rapportés chez le bovin et montrant une diminution de la vitesse d’attendrissage

avec I’&ge des animaux (Ouali, 1991).

Le pénétrométre mesure la résistance du muscle a la pénétration, par I’outil, du tissu

myofibrillaire et du tissu conjonctif, or le tissu conjonctif évolue trés peu au cours du
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Tableau 8. Evaluation, par analyse de la variance, de I’effet animal et de |’ effet type de
muscle sur les mesures obtenues par pénétrometrie

Facteursétudiés  Degrédeliberté Moyennedescarrés Test F Prababilité
Animal 5 101.16 7.914 6.58 10  (p< 0.01%)
Muscle 3 35.89 25.45 25810 **(p< 0.01%)

xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

Chaque point de la courbe correspond a lamoyenne (n = 04) des moyennes (n; = 10) des quatre
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Figure 32. Evolution de la profondeur de pénétration (mm) en fonction de I’ &ge des animaux
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Figure33. Evolution de la profondeur de pénétration (mm)des muscles : Semi Membranosus
(SM), Semi Tendinosus (ST), Bicipitis Femoris (BF) et le Rectus Femoris (RF)en fonction de
I’&ge des animaux (mois
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stockage et donc constitue une dureté de base qui n’est pas résolue totalement lors du
phénomene de maturation de la viande (Nishimura et al., 1996). Donc la résstance du
tissu conjonctif est d’autant plus prise en compte que les animaux n’ont pas le méme &ge.
Par conséquent, la teneur en collagéne des muscles ne peut étre considérée comme
équivalente d’un animal a un autre et intervient donc dans la variabilité de la dureté de la
viande (Lepetit et al., 1986). Mais en plus du collagéne, d’autres paramétres biologiques
joueraient un rdle dans la variabilité de la tendreté liée a I’&ge, comme la structure
contractile qui devient moins sensible & I’action des protéases endogenes et aux sels
(Ouali 1990b). De plus chez le mouton (Ou et al., 1991) et le lapin (Ou et Forsberg 1990),
les activités protéolytiques des muscles squelettiques, en particulier celles des capaines

diminuent avec I’age.
@ Corrélation entrela mesureinstrumentale et le typage musculaire

L’évolution de la tendreté, mesurée en profondeur de pénétration, des quatre muscles
en fonction de I’4ge des animaux est illustrée par la figure 33. Nous observons une
augmentation de la dureté de la viande avec I’augmentation de |‘&ge pour tous les
muscles. Les muscles SM, ST et BF présentent des valeurs de mesure relativement
proches. Alors que pour le muscle RF, les profondeurs de pénétration mesurées sont
faibles comparativement au trois autres muscles. On observe pour le méme animal que les
muscles SM, ST et BF sont plus tendres que le muscle RF. Ceci est probablement di au

type de muscle.

Le type de muscle est trés important pour la tendreté de la viande En effet, il est trois
fois plus important que I’espéce, en ce qui concerne la vitesse et I’intensité de
I’attendrissage  (Dransfield et al., 1980-81). Ains, le longissmus dors et le
Semimembranosus sont maturés en 12 jours aors que le Gluteus medius continue de
maturer encore a 24 jours post mortem (Eillers et al., 1996). La vitesse de maturation est
corrélée postivement a leur méabolisme glycolytique et a leur vitesse de contraction
(Ouali 1990b).

Le RF, considéré comme muscle blanc de type IIB a métabolisme glycolytique et a
vitesse de contraction rapide (Ashmore et et Doerr, 1971), présente le maximum de dureté
par apport aux autres muscles SM, ST BF, qui sont considérés comme muscles rouges a

métabolisme oxydative.
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Measuring texture of meat with the penetrometer
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Introduction

The objective of this work consists in calibrating

the penetrometer with the sensory analysis so that,
instrumental measurements can be converted into
tenderness score. Two factors of variation of the
tenderness were introduced :animal age and muscle
type. However, we have to keep in mind that meat
texture is under the dependence of a great number of
other biological and technological factors.

Material and Methods

Animal and sampling:

The study was carried out on muscles Semi
Membranosus (SM), Semi Tendinosus (ST), Biceps Femoris
(BF) and Rectus Femoris (RF) of six ELTEL lambs.
These lambs came from the same farm and were
therefore zootechnically similar. Variability in meat
tenderness was increased by selecting 6 to 18 months
old animals with a carcass weight ranging from 14 to
21 Kg. Carcass weight was measured at the
slaughtering time.

Mechanical measurement of meat toughness
Mechanical measurements were carried out atambient
temperature using standard penetrometer PNR 10.
This instrument is provided with a body, which
penetrates in free fall in the tested product under the
action of its own weight, during a given time. This
penetration depth measured with a precision of 0.1
mmin. The penetrating body used is a needle which
weighs 2.5 g with a guide of 475 g, the total load being
509.

A high penetration depth value corresponds to tender
meat while a low value indicates that the meat is
tough.

Sensory assessment of meat tenderness

Ten trained panellists were invited to taste the
tenderness of meat cuts cooked in a water bath to a
final inner temperature of 80°C. Meat tenderness was
then estimated by chewing freely the sample and
scored using a 1-9 score scale, 1 being very toiugh and
9verytender.

Results and discussion
Age and muscle type effect on mechanical
measurementof meat toughness

Variance analyses has been carried out in order to

determine  whether ~measurements  with  the
penetrometer is significantly affected by the age of the
animals and the type of the muscles studied ( ).

Variance analysis performed on the whole set of data
clearly showed that both animal age and muscle type
affect significantly the toughness of meat assessed by
penetrometry  ( ). For both factors the
probability was lower than 0.01%.

Anima and muscle type effect on mea toughness
assessedby varianceandysis

Factors Mean square F-Test Probability
Animal 101.16 7.914 6.58 10 7 (p<0.01%
Muscle 35.89 25.45 2.5810 % (p<0.01%)

Correlation between instrumental measurementand muscular typing,
and the age of the animals

The effect of animal age on meat toughness assessed by penetrometry is
illustrated by ( ) where animal age was plotted versus the mean
toughness value for all muscles. We observed a quite linear increase in
meat toughness with animal age. Considering now each individual
muscles, SM, ST and BF muscles present relatively close toughness
values whereas muscle RF exhibited lower penetration depths
irrespective of the animal age ( ). This suggested that, within a given
animal, muscles SM, ST and BF are less tough than muscle RF. This is
probably due tomuscle type and composition .

Age (month)

penetration depth (mm)

Penetration depth (mm)

" age(month)

Individual muscle variability
in penetration depth (mm) with
animal age. Muscles were M. semi
Membranosus (SM), Semi Tendinosus (ST), Biceps
Femoris (BF)and Rectus Femoris (RF)

Changesin penetration depth

(mm) according toanimal age
Each pointthe mean penetration depth for four
muscles ofa given animal +StandardError.

Relationsbetween instrumental and sensory measurement

The correlation between instrumental measurement and the sensory
analysis of meat tenderness was calculated according to the test of
general tendency using the coefficient of correlation of the rank of
Spearman.

For the application of the test, we transformed into notes all

instrumental measurements according to the following scale of
tenderness ( ).

Scale of transformation of instrumental measurements into tenderness

cores

Scale Qualifiers Depth penetration (mm)

1 Extremely hard [0-2.22]

2 Very hard [2.23-4.45)

3 Hard [4.46-6.68]

4 Sufficiently lasts [6.69-8.91]

5 Nor hard, nor totough [8.92-11.14]

6 Sufficiently tough [11.15-13.37)

7 Tough [13.38-15.6]

8 Very Tough [15.61-17.83]

9 Extremely tough [17.84—20.06]

Thetotal relation connecting sensory measurement, real estimate of
tendreness (Tendr) with instrumental measurement with the penetrometer
(Ml)is:

=(0.62+0.30) M1 +4.22

Tendr: (value rounded to nearestwholenumber);
MI: instrumental measurement expressedin mm

Conclusion

This study demonstrate that the penetrometry method
discriminates the samples according to the age of the animals and to
the muscle considered. From an industrial point of view, that
method will enable post mortem measurement of meat toughness at
24 H by using the penetrometry method which is fast non
destructive and inexpensive. Further investigation are necessary to
evaluate the possibility to predict ultimate tenderness of meat with
the present method.

We would thanks Mr. OUALI AHMED (director of Laboratory of research on the meat, INRA Theix, 63122 Saint
¢ lle, France) for the of the protocal.

we thank also Mr. BOUSABOUA ATMAN for financial assis

The first congress of alimenter security, TUNISIE 31 march at 03 april 2006

Figure 34. Communication écrite présenté au Congrés International sur la sécurité alimentaire
qui sest déroulé en 2006 a Tunis
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1.3. Conclusions

Deapres les résultats obtenus, le pénétrométre permet de discriminer les échantillons en
fonction de I’&ge des animaux mais auss en fonction du type musculaire. Car il mesure a la

foislarésistance du tissu conjonctif et des protéines myofibrillaires.

Le pénétrométre peut étre utilise pour une estimation globale de la tendreté de la
viande d’agneau et peut donc se subgtituer & la mesure sensorielle de la tendreté. D’un point
de vue industriel, cela est intéressant dans I’estimation de la dureté a 24 h post mortem de la
viande en utilisant le pénétrometre comme technique rapide, non destructive et peu colteuse
pour prédire a partir de la viande fraiche la tendreté de la viande cuite. La pénétrométrie n'est
utilisable que pour des muscles ayant des taux de collagene réduits comme c'est le cas chez

I'agneau.

Cependant, nous ne pouvons préuger de la validité de la mesure instrumentale de la
tendreté par pénétrométrie pour tous les muscles de la carcasse. Les relations trouvées
demandent a étre confortée par des essais sur un nombre d’animaux plus important et sur
divers muscles consommés préférentiellement pour leur tendreté. D’autres facteurs de

variabilité de la tendreté doivent ére testés comme I’espece, larace, le sexe, €tc...

L'éude proprement dite a fait I'objet d'une communication écrite au Congrés

International sur la sécurité alimentaire qui Sest déroulé en 2006 & Tunis. (Figure 34).
2. Conductivité électrique et pression osmotique du muscle

De nombreuses études ont été menées depuis les années trente (Callow, 1936, 39) sur
les propriétés électriques de la viande dans le but de mettre au point un capteur rapide et non
destructif fournissant des indications sur différentes caractéristiques qualitatives du produit.
Les tissus biologiques et la viande en particulier sont anisotropes vis-avis de I’impédance
c’ed-adire que I'impédance varie selon que le courant se propage parallélement ou
perpendiculairement aux fibres musculaires. Dans le domaine de la viande, I’impédance

électrique a été utilisbe a desfinstres diverses (Damez et al ., 2006).

Notre intérét pour cette mesure électrique a été consecutif al’absence de moyens pour
mesurer I’osmolarité du tissu musculaire. Ne disposant pas d’osmométre au niveau du

laboratoire de I.N.A.T.A.A. nous avons estimé I’osmolarité du muscle indirectement en
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Figure 35. Conductimétre a microprocesseur type LF 196 (WTW, Germany)
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mesurant la conductivité dectrique du jus extrait de la viande. Car les changements de
I’osmolarité dans le muscle post mortem semble étre trés importants pour I”attendrissage des
viandes (Ouali, 1990). L’osmolarité du muscle et généralement déterminée a partir du jus
extrait de la viande aprés centrifugation a I’aide d’un osmometre (Zamora 1996) ou par
Analyse Enthalpique Différentielle (AED) selon le protocole décrit par Bonnet et coll. (1992)
qui utilise un calorimétre différentiel. L’avantage de cette derniére technique est que la
mesure est réalisée directement sur un échantillon de muscle entier et fraichement préevé.

Afin de mettre au point la technique de mesure de conductivité électrique sur du jus de
viande, et pouvoir transformer les valeurs de conductivité électrique en osmolarité, nous
avons:

@ procédé a un étalonnage de la cdlule du conductimétre par rapport a une celule
électrique récemment développée, au sein de I’unité par J. L. Damez.
@ estimé le seuil de détection de la technique ;

@ testé I’effet de la dilution sur les mesures de la conductivité ains que le I’effet du pH

sur les deux mesures & savoir la conductivité électrique et I’osmolarité.

Pour une meilleure compréhension de I'organisation de cette partie, nous commencerons
par la présentation des différentes techniques a savoir la mesure de la conductivité électrique
et de ’osmolarité. Dans un second temps nous présenterons la méthodologie suivie pour la
validation de la mesure de la conductivité électrique ainsi que les différents problémes

rencontrés.
2.1. Présentation des différentestechniques
2.1.1. Mesuredela conductivitééectrique

Le conductimetre utilisé est & microprocesseur type LF 196 (WTW, Germany) muni
d’une cellule de conductivité type TetraCon 96. L’appareil est étalonné avec une solution
préte a I’emploi congtituée de chlorure de potassium a 0.01 mol/l de conductivité électrique

connue pour une température de référence de 25°C (Figure 35).

L’échantillon de muscle de masse d’environ 5g trés grossiérement haché a la

moulinette pendant 8 secondes est ensuite centrifugé a 18 000 © g pendant 30 minutes. Le
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Figure 36. Schéma de principe du micro-osmomeétre automatique (Roebling, Allemagne)

Figure 37. Schéma de la cellule conductimétrique
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volume de jus récupéré est complété & 20 ml avec de I’eau pure afin d’avoir un volume

suffisant pour plonger la cellule de conductivité.

Les valeurs de conductivité sont ajustées automatiquement par rapport a la
température de |’ échantillon. Des mesures ont également été faites sur I’eau pure utilisée pour
diluer les jus de viande. Cette valeur a éé déduite des valeurs de conductivité. La conductivité

électrique est exprimée en uS/cm
2.1.2. Mesuredel’osmolaritéa l’aide d’un osmométre

L’osmolarté a éé mesurée sur du jus de viande extrait apres centrifugation 30 minutes
a4 100 000 x g. La mesure est rédisée a I’aide d’un micro-osmomeétre automatique (Roebling,

Allemagne) et I’osmolrité est exprimé en mOsmol/kg (Figur e 36).

L’osmometre détermine |e point de congélation de solutions aqueuses. L’ abai ssement
du point de congélation par rapport a I’eau pure est une mesure directe de la concentration
osmolaire. L’eau pure se solidifie &4 0°C, une solution & 1 mOsmol/kg se solidifie a—1,858°C.
Pour chaque mesure, des blancs ont été réalisés avec de I’eau « pure» qui est généralement
utilisée pour diluer les échantillons. La valeur de |I’osmolarité de notre blanc a été déduite des

valeurs obtenues sur le jus de viande.
2. 2. Validation de la méthode de mesur e de la conductivité électrique
2. 2. 1. Etalonnage du conductimétre par la mesure de l’impédance électrique

Un conductimétre est constitué d’un ohmmeétre et d’une cellule de mesure : la cellule

conductimétrique.

La cellule conductimétrique est un assemblage de deux plagues de platine
rectangulaire de surface S, maintenues paralléles a une distance | sur un support en verre
(Figure37). L’appareil mesure la résistance R du volume de liquide S | délimité par les
plagues et indique la conductance G avec G = 1/R. La conductance de ce volume de solution
est reliée a sa conductivité o par larelation G = o/ k, ou k est la constante de cellule. C’est
une grandeur homogene a l’inverse d’une distance qui est caractéristique de lagéométrie de la
cellule. Elle est précisée par le fabricant mais elle évolue avec I’état de surface de lacellule. |1
faut donc la déterminer au préalable par une procédure d’étalonnage si on veut mesurer une
conductivité.
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L’>é&alonnage est fait & ’aide d’une cellule élaborée récemment (Damez et al. : travaux
non publiés) et permettant de mesurer avec précision I’impédance éectrique.

L impédance électrique est la propriété d’'un matériau a s’opposer au passage du
courant (Combes et al., 2005).

La méthode utilisée pour mesurer une impédance Z est d’utiliser deux éectrodes, de
faire circuler un courant | dans le circuit, de mesurer la tension V aux bornes de ces deux
électrodes et d’en deéduire I’impédance éclectique en appliquant la loi d’Ohm V=ZI,

I’impédance éant exprimée en Ohm (Figur e 38)

Un courant alternatif est utilisé afin d’atténuer la perturbation due & la polarisation des
électrodes résultant du passage d’un courant électrique. Les éectrolytes peuvent étre
considérés comme des conducteurs métalliques, et ils obéissent alaloi d’Ohm. En appliquant
une force éectromotrice constante entre les électrodes, la variation de I’intensité de courant
est inversement proportionnelle a la résistance de la solution. La conductivité d’une solution
dépend de la concentration des ions présents et de leur vitesse de migration sous I’influence

de laforce @ectromotrice appliquée.

La mesure de I’impédance est faite sur des solutions standards de KCl a différentes
concentrations (0,01, 0,02, 0,03, 0,05 0,1 M) en incubant la cellule dans un bain marie a une
température de 25°C. Le maintien de la température & une valeur constante est indispensable
car la température et un facteur trés important de variation de ces mesures électriques. La
mesure de la conductivité électrique a été faite sur les mémes solutions. Les mesures sont

ajustées automatiquement par rapport aune température de référence de 25 °C.

L’éalonnage consiste a déterminer la constante de cellule en mesurant I’impédance Z
des solutions étaons d’éectrolyte (KCl) dont la conductivité o est connue. On en déduit

K=e6/Z

A partir des valeurs trouvees d’impédance, la conductivité électrique théorique est

calculée par laformule 6= Z K

Nos résultats montrent des pentes tres peu différentes (Figure 39) entre les valeurs de
conductivité mesurées avec le conductimetre (c mesurée) et les valeurs calculées a partir de

I’impédance mesurée par la cellule (o calculée). En moyenne, la différence entre les deux
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mesures ne dépasse pas 0,46 pS/cm. Cette différence tres faible peut ére expliquée par la
variation de température lors de laréalisation de la mesure d’impédance avec la cellule, bien
que cette derniére soit plongée dans un bain marie pour assurer un régime thermique identique

lors des mesures.
2.2.2. Déermination du seuil de détection

Nous avons jugé nécessaire de déterminer le seuil de détection ou limite de détection
ou détectabilité. Cette derniére est définie comme étant le plus petit signal exprimé en
conductivité ou osmolarité et qui est détecté avec une probabilité connue par rapport a un
blanc réalisé dans les mémes conditions (FERARD 1990).

Soixante dix mesures de conductivité de blanc (eau distillée) ont été réalisées pendant
I’expérimentation (Tableau 9). Lamoyenne est de 9,76 + 0.84 (uS/cm).

La limite de détection est exprimée en grandeur arbitraire ou mieux comme ici par une
concentration osmolaire, pour une probabilité P < 0,05 et un ddl 69, I’écart réduit (u) est égal
a1,9.

X = [ Moyb|anc+ V1 " E. T.b|anc./om]

X : limite de détection

M OYpianc : Moyenne des conductivités des blancs

E. T.pianc : €cart-type des conductivités des blancs

M : I'écart réduit 21,96 pour un ddl de 69 et seuil de signification P < 0,05

Si MOYuae €t Nulle, par la soustraction—de cette valeur de toutes les mesures de
conductivité, on obtient : X =1,96 " E. T.a/ON-1 0ol X est la valeur du plus petit signal
détectable. La limite de détection est alors de 0,20us/cm. La valeur X en conductivité peut
étre transformée en osmolarité en utilisant la fonction d’éalonnage moyenne déterminée

précédemment. Lalimite de détection est alors égale & +0,007 pS/cm.
2. 2. 3. Effet dedilution sur la mesure de la conductivité
La mesure de la conductivité électrique est faite sur du jus de viande plus ou moins

dilué ou sur des dilutions d’une solution standard de NaCl.
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Tableau 9. Conductivité des blancs (N =70)

11.44
11.40
11.32
11.44
11.41
11.40
11.31

8.54

8.52

8.35

8.85
8.89
8.88
8.85
8.98
8.98
8.88
8.85
8.88
8.85

8.85
9.58
9.53
8.58
9.58
9.56
9.58
9.61
9.62
10.10

10.32
10.10
10.23
10.10
10.20
10.22
10.80
10.81
10.82
10.82

10.83
9.99
10.10
9.84
9.81
9.85
9.85
9.84
9.82
9.85

8.88
8.68
8.87
8.84
8.85
8.86
8.87
9.30
9.29
9.32

9.30
9.33
9.35
9.32
10.31
10.30
10.32
10.31
10.29
10.30

Moy = ET : 9.76 £ 0.84uS/cm
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Pour vérifier I’effet de dilution sur la linéarité de la mesure de conductivité électrique
nous avons répété la mesure sur des dilutions d’une solution standard de NaCl. Ces solutions
standards de NaCl ont éé préparées en prélevant des volumes différents (25, 50, 100, 150,
200, 250, 300 pl) apartir d’'une solution mere 40.25 M dans un volume final de 20ml.

Des mesures de conductivité électrique ont é&é auss faites sur du jus de viande. Le
muscle Diaphragma de bovin a é¢é utilisé pour le test sur les dilutions de jus de viande. Cing
grammes de muscle préeveés 24 post mortem sont hachés a la moulinette pendant 8 secondes
puis centrifugés a 100 000 ~ g pendant 30 minutes. Le volume de jus récupéré va servir a
préparer les différentes dilutions en prélevant des volumes différents (25, 50, 100, 150, 200,
250, 300 pl) dans un volume final de 20 ml.

Dans un premier temps, nous nous sommes attachés a vérifier la linéarité de la
conductivité en changeant la quantité d’ions apportée (Figure 40). On remarque que la
conductivité électrique augmente en fonction du volume de jus de viande et du volume de la
solution de NaCl avec des coefficients de déterminations tres satisfaisants R = 0,9887 et
0,9981 respectivement.

Néanmoins, une étude faite pas Damez et al., (résultats non publiés) sur un milieu
simple de gélatine contenant du NaCl 1mM, I’évolution constatée de la conductivité de ce
mélange augmente en fonction du taux de lamatiére seche pour atteindre un plateau & 20% de
matiére seche. Ce résultat a déja été établi par Marche et al., 1989 mais n’a pas été expliqué.
Il N’y apas d’explication simple & ce phénomeéne. Le collagéne sec est isolant. |1 est toutefois
vraisemblable que les molécules de collagéne dans la gélatine participent a la conduction.
C’est le cas pour le jus de viande qui peut contenir des quantités trés importantes de protéines
surtout pendant la phase de maturation ou la protéolyse est installée. || est donc probable qu’il
existe des interactions complexes entre les ions et les protéines. Le comportement électrique
de I’exemple de géatine chargée en ions montre I’interaction qui peut y avoir entre une
structure protéique et un milieu ionique, mais ne nous permet pas actuellement de comprendre

les variations des propriétés électriques induites par une structure protéique.

On constate que la conductivité est proportionnelle a la concentration, pour un volume
maximum testé dans notre étude de 300ul, en raison de la forte influence de la concentration

de protéine sur la conductivité électrique et de la complexité de la composition du jus de
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viande. Cependant, il serait intéressant de vérifier la linéarité de la mesure pour des volumes

plus importants de jus de viande.

La vérification de I’effet dilution & été également faite en diluant un volume congtant
de jus de viande dans un volume variable d’eau distillée. Donc la quantité d’ions dans le
mélange est constante. Les muscles Rectus abdominus (RA) et le Diaphragma (D) de bovin
ont été utilises. Prélevés & 24 h post mortem, I’échantillon de muscle de masse d’environ 5g
est haché a la moulinette pendant 8 secondes et ensuite centrifugé @ 100 000 © g pendant 30
minutes. Un volume constant de jus de viande (200 pl) va étre plus ou moins dilué par ajout
d’une quantité variable d’eau distillée pour atteindre un volume final de 10, 15, 20, 25, 30, 35
et 40 ml.

L’évolution de la conductivité en fonction du degré de dilution de notre jus de viande
a été testée sur deux muscles de bovin. Nos résultats montrent la méme allure pour les deux
muscles (Figure 41). On observe une partie linéaire qui s’étend jusqu’a une dilution du jus de
viande de 120 fois. Cette partie linéaire présente un coefficient de détermination tres
satisfaisant de 0,931 pour le Rectus abdominus et de 0,951 pour le Diaphragma.

Compte tenu de la forte influence de la concentration ionique sur la conductivité d’une
solution et au vue des variations des teneurs en ions et protéines observées au cours des
différentes phases de maturation de la viande, nous avons opté d’utiliser un volume constant
dejusde 200 pL et de faire la mesure sur un volume total de 20 ml du méange jus de viande
eau distillée ) donc en diluant le jus 100 fois. Ce choix a été fait sur la base des résultats qui
permettent de vérifier que pour un tel volume la mesure est linéaire (Figure 40 et 41). Une
telle dilution permet en outre de se positionner loin de la limite de détectabilité de la mesure
et du point de saturation. Le volume total de 20 ml du méange jus de viande /eau distillée
nous permet de réaliser la mesure convenablement puisgue la sonde du conductimétre est
totalement immergée dans la solution. (Figure 42).

2. 2. 4. Effe du pH sur la mesure dela conductivité dectrique et I’osmolarité

Depuis les années 1970, la grande majorité des travaux sur les propriétés éclectiques
de la viande a porté sur I’utilisation de cette mesure pour le contrdle de la chute du pH ou
encore I’évaluation du pH ultime (Norman et al., 2000). D’ou notre intérét de vérifier I’effet
du pH sur la linéarité de la mesure de la conductivité ainsi que sur I’osmolarité. Quatre

gammes de solution standard de NaCl ont é&é préparées. Chague gamme comprend cing
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solutions standard de NaCl a différentes concentrations (0,15, 0,20, 0,25, 0,30, 0,35 M). La
mesure de la conductivité et de I’osmolarité a été faite sur les mémes solutions apres
ajustement du pH des solutions a 6,5, 6,0, 5,5. Une derniére gamme (témoin) a été réalisée

sans ajustement du pH.

La figure 43 montre que, quel que soit le pH de la solution, les valeurs d’osmolarité
ou de conductivité mesurées sont identiques. Pour des concertations les plus faibles en sels
(0.15M), les vdeurs obtenues pour les deux variables mesurées sont |égerement inférieures
pour les solutions dont le pH n’a pas é&é ajusté mais la différence reste faible et non
significative. Dans tous les cas, la conductivité augmente linéairement avec la concentration
en sl en foction du pH de la solution. Les coefficients de déterminations sont trés
satisfaisants quelque soit le pH de la solution (R?=0.98-0.99).

Une analyse de variance (Tableau 10) des valeurs de conductivité et d’osmolarité
pour les quatre gammes a savoir la gamme a pH 6,5, 6,0, 5,5 et la derniere gamme témoin

sans gjustement ne montre pas de diff érence significatives au seuil de signification de 5%.
2. 3. Déermination delareation entre l’osmolarité et la conductivité électrique :

A I'LLN.A.T.A.A., nous ne disposions pas d’osmométre et pour combler cette lacune,
nous avons cherché a établir la relation entre la conductivité électrique et I’osmolarité
mesurées sur les mémes extraits musculaires ou sur les mémes solutions de NaCl afin de
pouvoir transformer nos mesures éectriques en osmolarité et pouvoir ainsi les comparer avec
les autres travaux. De plus, des travaux antérieurs, réalisés a I’l.N.A.T.A.A., montraient
clairement que les égquations mathématiques décrivant la relation entre ces deux variables
n’éaient pas satisfai santes (Becila 2002). Pour nos expériences sur |”agneau, nous avons donc
opté pour une mesure de conductivité, mesure transformeée par la suite en valeur d’osmolarité

adesfins de comparaison avec les autres travaux.

Dix courbes d’é&alonnage ont é&é établies pour obtenir la fonction d’étalonnage
moyenne entre la conductivité et I’osmolarité. Pour cela, nous avons utilisé des solutions de
NaCl pures plus ou moins diluées sur lesquelles nous avons procédé a la mesure de la
conductivité avec I’appareil quedont nous disposions a I’ INATAA et un osmometre qui était
disponible aI’INRA.
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Figure 43. Effet de la variation du pH sur lalinéarité de la mesure de la conductivité
électrique et de I’osmolarité

Tableau 10. Effet de variation du pH sur lalinéarité de la mesure deI’osmolarité

Facteurs

o Degrédeliberté Moyennedescarrés Test F Probabilité
étudiés

Osmolarité 3 14567,813 0,744 0,577

Conductivité 3 27914 0,735 0,582




Résultats et Discussions Chapitre | : Maturation de la viande d’agneau

Le meilleur gjustement de la droite d’étalonnage a été réalisé par la méthode des

moindres carrées.

Letableau 11 regroupe les paramétres des 10 fonctions d’étalonnages : coefficient de
corréation (r), coefficient de régression (R) ou pente et son écart type (E.T.) ainsi que la
probabilité (P). La droite passe par 0 ce qui indique une trés bonne représentativité de

I’osmolarité par laconductivité.

Lafonction moyenne d’étalonnage (N = 10) est delaforme (Figure 44)

Y = (a%1C) X

Ou a est la pente moyenne, IC est I’intervalle de confiance, Y I’osmolarité e X la conductivité
électrique.

L’intervalle de confiance est calculé par laformule de SCHWARTZ (1969)

IC=t" ETJEN-1

Avec :
t de student égal a2.26 pour un ddl de 9 et une probabilité P<0.05 ;
E.T. est I’écart type égal a0.0001 et N est e nombretotal des courbes égal a 10.

La courbe d’étaonnage est alors de la forme

Os=(a=t” ETJ/ON-1) ¢

Ou I’osmolarité (Os) et la conductivité (o) sont exprimées respectivement en mOsmol/L & pS/cm
Os= (0,021 +0,0016) * ¢ + 0,007
2.4. Conclusion

Cette étude préiminaire a permis de définir un certain nombre de points importants

pour la mesure de la conductivité dans des extraits de muscle obtenus par centrifugation.

Suite aux résultats des différentes mises au point présentées, nous avons opté d’utiliser
le volume total de jus de viande obtenu pour chaque temps de prélevement et de faire la
mesure sur un volume tota de 20 ml gprés dilution du jus de viande avec de I’eau pure. Ce

choix a été fait sur la base des résultats car si on travaille avec un volume constant du jus on
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Tableau 11. Paramétres des différentes fonctions d’éa onnages, (N = 10)

R+E. T r [5)
0.021+ 0.001 0.9995 0.001
0.021+0.001 0.9995 0.001
0.021+0.001 0.9998 0.001
0.020+0.001 0.9998 0.001
0.021+0.001 0.9994 0.001
0.020+0.001 0.9990 0.001
0.021+0.001 0.9996 0.001
0.021+0.001 0.9992 0.001
0.021+0.001 0.9960 0.001

0.021+0.0001 0.9999 0.001

*r et R : coefficientsde corrélation et derégression ; E. T. écart- type.
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Figure 44. La courbe moyenne d’étalonnage entre la conductivité électrique et osmolarité
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n’observera pas d’évolution de cette mesure au cours du temps post mortem. Nous avons
également constaté que le facteur dilution ainsi que la variation du pH nont pas d’effet

significatif sur lalinéarité de la mesure (P<0,5).

Nous avons montré I’influence de plusieurs autres facteurs sur cette mesure électrique
et en particulier celle de la concentration en protéines, du volume de jus utilisé et également

de latempérature.

Laréalisation de cette étape de validation nous a permis de corriger cette mesure avant

de I’gppliquer al’é&ude du phénomene de maturation de la viande d’agneau.

Nous pouvions également transformer, s nécessaire, les valeurs de conductivité
électrique en osmolarité a I’aide de I’équation établie entre les deux paramétres afin de
pouvoir les comparer avec les autres travaux qui utilisent principalement la mesure de

I’osmolarité du muscle.
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[I. CARACTERISATION PYHYSICO-CHIMIQUES ET BIOCHIMIQUE DE LA
VIANDE D’AGNEAU

Nous avons vu précédemment lamise au point des différentes techniques nécessaires pour
pouvoir caractériser certains parameétres importants dans I’ évolution post mortem de la viande

d’agneau. Les animaux utilisés étaient de race Ouled Djellel, une race trés connue en Algérie.

Afin de caractériser cette viande d’agneau locale, nous avons choisi quelques parametres
physicochimiques et biochimiques connus pour leur implication plus ou moins importante
dans le processus d’attendrissage des viandes a savoir la température, le pH, la capacité de
rétention d’eau, la conductivité éectrique, I’osmolarité, la dureté de la viande mesurée par
pénétrométrie et I’estimation de la protéolyse des protéines contractiles au cours du temps
post mortem. Le métabolisme énergétique des muscles a également été caractérise au stade de
I’abattage. Le métabolisme glycolytique des muscles a été estimé & partir de la mesure la
teneur en isoforme M4 de la LDH qui est principalement présente dans les muscles blancs de
type 1B (la lactate déshydrogénase, qui est I’enzyme responsable de la transformation du
pyruvate en acide lactique lors de la glycolyse). Le métabolisme oxydatif des muscles alui été
évalué, par I’estimation de la teneur du muscle en myoglobine (chromoprotéine représentant
les exigences en oxygene du muscle considéré). Plus le taux de myoglobine sera élevé, plusle
meétabolisme oxydatif du muscle sera prépondérant et plus sa couleur sera rouge (muscles de
type | ou rouge a contraction lente et de type || A ou rouge a contraction rapide).

Laréalisation de cette partie a été faite au laboratoire de I’INATAA en ce qui concerne les
paramétres physico-chimiques (pH, température, capacité de rétention d’eau des protéines
myofibrillaires, mesure de la dureté de la viande) dans le cadre d’un travail de magister
(2006) fait par HARKATI Amani et que j’ai co-encadré au laboratoire avec Mr ZIDOUNE.
Pour la caractérisation physiologique des muscles et le comportement €éléctrophorétique des
protéines myofibrillaires au cours du temps post mortem, les expérimentations ont été
réalisées pendant mon stage de courte durée au laboratoire d’immunologie et également au
sein I’équipe biochimie &I’INRA de Theix.

Dans cette derniére partie du chapitres |, nous técherons de répondre & quatre questions :

comment évoluent ces parametres apres I’abattage de I’anima ? Est-ce qu’il y a un effet
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animal et un effet muscle sur I’évolution de ces paramétres ? Existe-t-il une bonne corrélation
entre ces différents paramétres ? Et enfin, parmi les variables étudiées quelles sont les plus
discriminantes pour la prédiction de la tendreté de la viande d’agneaul.

1. CARACTERISTIQUES DES ANIMAUX

Les cinq animaux utilisés lors de I’expérience proviennent de la méme ferme. Ces
animaux de race Ouled Djéellal ont été sélectionnés en fonction de leur &ge pour congtituer une
population aussi homogeéne que possible. Malgré les précautions prises, il S'est avéré que 2

des animaux (Al et A2) présentaient un poids de carcasses supérieur aux autres. (Tableaul2)

Les quatre muscles qui ont servi de modéle d’éude sontles muscles Semi
Membranosus (SM), Semi Tendinosus (ST), Longissimus lumborum (LB) et Rectus Femoris
(RF).

Nous observons également une |égére variation des poids des muscles. Le coefficient de
variation des poids des muscles entre animaux varient ente 4,4% pour le muscle SM et

13,95% pour le muscle RF.
2. CARACTERISTIQUESPHY S OLOGIQUE DESMUSCLES

Au stade d’abattage, les muscles ont été caractérisés par leur métabolisme énergétique. Le
meétabolisme oxydatif des muscles a été évalué par immunodiffusion radiale (Macini et a.,
1965), technique immunologique permettant de déterminer la concentration d’une protéine
particuliere dans des extraits de tissus.

2. 1. Principe dela méthode de Mancini

Les protéines a doser sont déposées dans les puits réalisés dans Ides plaques de gélose
contenant |I’antisérum spécifique de celles-ci. Les protéines diffusent dans la gélose jusgu’a
I’équivalence entre I’anticorps et I’antigéne, qui se traduit par un précipité. La surface du
cercle de précipitation est proportionnelle a la concentration en protéines, déterminée a partir
d’une droite de régression définie & partir d’une gamme de concentrations connues et déposée

en méme temps que | es échantillons (Figur e 45)
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Tableaul2. Age et poids des animaux et muscles utilisés dans I”expérience

Al | A2 | A3 | A4 | A5 | wmMOY.|] ET | CVv%

Age (mois) Entre 11 et 12 mois
Poids de la carcasse (kg) 16.00 14.00 11.00 11.00 11.40 11.85 1.45 12.20
Poids de cuisse droite (kg) - 1.60 1.60 1.60 1.50 1.58 0.05 3.17
Poids de la cuisse gauche (kg) - 1.70 1.70 1.60 1.50 1.63 0.10 5.89
Poids du LB (g) - 282.00 | 234.10 | 317.20 | 276.50 | 277.45 34.06 12.28
Poids de SM droit (g) - 228.30 | 210.10 | 224.00 | 232.90 | 223.83 9.85 4.40
Poids de SM gauche (g) - 226.70 | 182.90 | 215.70 | 184.70 | 202.50 22.07 10.90
Poids de ST droit (g) - 205.90 | 223.90 | 206.60 | 182.90 | 204.83 16.82 8.21
Poids de ST gauche (g) - 225.20 | 200.00 | 200.50 | 185.50 | 202.80 16.47 8.12
Poids de RF droit (g) - 72.80 70.20 58.00 67.10 67.03 6.45 9.63
Poids de RF gauche (g) - 82.20 64.50 60.50 66.20 68.35 9.54 13.95
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2. 2. Application ala caractérisation des muscles

La teneur en myoglobine permet d’estimer le métabolisme oxydatif des muscles car elle
représente le principa transporteur d’oxygéne nécessaire au fonctionnement des voies
métaboligques oxydatives (mitochondries), la teneur en ce pigment héminique étant I’isoforme
principaement présent dans les muscles squelettiques a caractére peu oxydatif et représente le

métabolisme glycol ytique des muscles.

En ce qui concerne les mesures immunologiques, le muscle RF présente la teneur la plus
importante en isoforme M4 de I’enzyme LDH suivi respectivement des muscles SM, LB et
enfin ST (Tableaul3). Pour lateneur en myoglobine, lesrésultats vont dansle méme sens : le
muscle RF possede la teneur la moins importante de I’ordre de 3,36 mg/g de muscle suivi des
muscles LB, ST et SM. Il est important de noter que le coefficient de variation entre animaux
est relativement plus élevé pour la teneur de la myoglobine que pour la teneur en isoforme
M4. Ce coefficient de variation €levé peut avoir deux causes distinctes : une forte variation
d’origine animale qui pourrait influer aors trés certainement sur la maturation et/ou la

variabilité de lamesure.

L’étude du métabolisme glycolytique de ces quatre muscles, par la mesure de la teneur en
isoforme M4 de I’enzyme LDH (Figure45) montre que le muscle RF est le muscle le plus

glycolytique, puisles muscles SM et LB et enfin le muscle ST.

L’étude du métabolisme oxydatif de ces quatre muscles, par la mesure de la teneur en
myoglobine (Figured6), met en évidence que les muscles RF et LB sont les muscles les
moins oxydatifs tandis que les deux autres muscles ont un métabolisme oxydatif relativement
proche 8,48 et 7,31 mg/g de muscle pour les muscles SM et ST, respectivement.

Compte tenu du taux relativement élevé de myoglobine et d’isoforme M4 de la LDH, le
muscle SM peut ére classe comme étant de type rouge rapide et donc alafois glycolytique et
oxydatif. A I’inverse, le muscle ST serait en maorité tres oxydatif et beaucoup moins
glycolytique que les autres pour lesquels le métabolisme oxydatif est trés équivalent. Cela
confirme les résultats antérieurs suggérant que, chez I’agneau, il est souvent admis que les

muscles sont mixtes et possedent beaucoup de fibre rouge rapide (type 11B).
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Figure 45 : Exempl e de quantification de I’iosforme M4 de |I’enzyme LDH du muscle SM d’ovin par
immunodiffusion radiale. La courbe é&alon est obtenu en portant le diamétre des cercles de précipité en
fonction des différentes concentrations en solutions étalons. A partir de cette courbe, on en déduit la

concentration de chague extrait de muscle en isoforme M4 de I’enzyme LDH

Tableau 13. Caractérigtique physiologiques des muscles éudiés

Métabolisme
Métabolisme glycol ytique Métabolisme oxydatif
Teneur en isoforme M4 del’enzyme LDH Teneur en myoglobine
(mg/g de muscle) (mg/g de muscle)
Moyenne. ET CV (%) Moyenne. ET CV(%)
M 382 1,68 438 8,48 477 56,21
ST 2,05 0,95 46,6 7,31 4,80 65,68
RF 385 1,43 37,38 3,36 115 34,44
LB 3,73 1,01 27,17 5,44 1,73 31,81

L es moyennes, les écart-type et les coefficients de variation ont été calculés a partir des mesures
des cing animaux et le dosage a étérépété quatrefais.
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2. 3. Effet du facteur animal et/ou du facteur muscle sur les parametres estimés au stade

d’abattage

L analyse de variance (Tableau 14) réalisée dans le cadre de cette expérience a pour
but d’identifier I’effet animal et I’effet type de muscle sur les variables mesurées au stade
d’abattage. Pour la teneur en isoforme M4 de I’enzyme LDH et le teneur en myoglobine,
I’analyse de variance a été realisée a partir des 5 animaux, et des quatre muscles SM, ST, RF
et LB et d’au moins quatre répétions par muscle.

En ce qui concerne le métabolisme glycolytique, le facteur animd, ainsi que le facteur
type de muscle, ont un effet hautement significatif sur lateneur en isoforme M4 de I’enzyme
LDH (P<0,0001). L’interaction animal x muscle est hautement significative, ce qui signifie

que I’état glycolytique du muscle dépend étroitement de I’animal considéré.

En ce qui concerne le métabolisme oxydatif, le facteur animal a un effet significatif
sur lamesure de la teneur en myoglobine (P<0,5). Le facteur type de muscle, quand alui, aun
effet hautement significatif sur la teneur en myoglobine (P<0,0001). Comme pour le

meétabolisme glycolytique, I’interaction animal x muscle est hautement significative.
2. 4. Discussion sur le méabolisme des muscles é&udiés

Les muscles squelettiques consistent en un ensemble de fibres qui peuvent étre classése en
trois groupes distincts: les fibres & vitesse de contraction lente et a métabolisme
principdement oxydatif, ou fibre de type | ; les fibres & vitesse de contraction rapide et &
métabolisme glycolytique et oxydative, ou fibre de type IIA, et les fibres a vitesse de
contraction rapide et @ métabolisme principaement glycolytique ou fibre de type 1B (Hunt et
hedricks, 1977 ; Klont, 1998).

De nombreuses études biochimiques concernant le métabolisme des muscles ont été
réalisées sur le porc (Monin et al, 1987), le lapin (peter et d. 1972), le mouton (Briand et d.
1981), le bovin (Lacourt1973. Hunt et Hedricks 1977 ; Totland et d., 1988 et Zamora et al.,
1997) et I’agneau (Oudli et al., 1988 ; Sayd et d., 1998).

Nos résultats corroborent ceux de Sayd et al. 1998, bien que ces auteurs trouvent des
valeurs deux fois supérieur a celles de notre étude pour les dosages de la teneur en isoforme

M4 delI’enzyme LDH (8,6, 9,2, 7,5 mg/g de muscle respectivement pour le muscle ST, SM
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Tableau 14. Analyse de variance des paramétres mesurés au stade d’abattage

) Sourcede Degréde Moyenne .
Variables o ) Test F Probabilité
variation liberté descarrés
Animal 4 14,21 14,065 <0,0001
| soforme
<
M4LDH Muscle 3 13,38 10,89 0,0001
Animal x Musde 18 6,247 35,31 <0,0001
Animal 4 13,871 0,916 <0,5
Myoglobine Muscle 3 126,265 12,014 <0,0001
Animal x Musde 18 42,803 7,332 <0,0001
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et RF). Cette contradiction entre les 2 éudes résulte probablement d’une différence dans les

modes d’élevage et dans |es races utilisées.

La plupart des éudes sur le métabolisme des muscles réalisées sur le bovin ont été
effectuées a partir de méhodes histologiques ou histochimiques (Lacourt, 1973 ; Hunt et
Hedricks, 1977 ; Totland et al., 1988). Par conséquent, les résultats mis en évidence dans cette

étude ne sont comparables qu’a peu de résultats parus dans la littérature.

L’observation & I’odl nu des quatre muscles permet de voir les différences, en particulier
couleur. Le muscle RF se distingue nettement des autres muscles (figure 47). Chez lesovins,
les muscles rouges rapides pourraient ére facilement distingués des muscles blancs rapides
(Monin, 1981 ; Briand et al., 1981 a,b) sur la base du typage et de la vitesse de contraction.

Les résultats obtenus par la méthode d’immunodiffusoin radiale permettent de séparer les

quatre muscles éudiés en trois classes distinctes :

Le muscle RF possede un métabolisme glycolytique, et peut étre considére comme un
muscle blanc rapide du type IIA selon la classification de Ashmore et et doerr 1971. Ce
résultat et en accord avec |I’étude de Geay et d., 2002.

Les muscles SM et ST possedent un métabolisme essentiellement oxydatif : ce sont des
muscles rouge a contraction lente pour ST et rouge rapide pour SM. Nos résultats confirme
plusieurs travaux réalisés chez différentes espéce sur le muscle SM, qui se compose
principalement de fibres lentes oxydatives du type | (Jurie et a.,1995; Gondret et
Bomneau,1998 ; Hamelin et al.,2004. Une étude faite chez les bovins sur le muscle ST a
démontré que ce muscle est mixte (Picard et al., 2003). Cette différence de résultats peut étre
expliquée par la variation entre espéces.

Le muscle LB posséde un métabolisme intermédiaire entre le type | et 1IA, et nous ne

disposons que de peu de données sur ce type de muscle.

Cependant, il faut noter que pour la majorité des paramétres mesurés apres abattage, les
valeurs obtenues varient beaucoup en fonction des animaux. Pour compléter cette
classification, il aurait fallu faire d’autres mesures et en particulier évaluer la vitesse de

contraction par mesure de I’activité ATPasique myofibrillaire (Oudi, 1990).
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Le Semi Tendinosus (ST)

Le Longissimus lumborum (LB)
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Le Rectus Femoris (RF).

Figure47. LesMuscles SM, ST, LB, et RF différence de couleur et de vascularisation
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3. EVOLUTION GENERALE DESPARAMETRESAVEC LE TEMPS POST MORTEM

L attendrissage de la viande repose trés largement sur les changements qui se produisent
dans le muscle apres la mort de I’animal, et de leur évolution au cours du temps post mortem
(Valin, 1988).

3. 1. Evolution delatempérature

La température de stockage du muscle est un facteur trés important, car elle intervient
auss bien sur les modifications physico-chimiques, que sur les modifications enzymatiques
(Penny, 1985). En effet, la température a une trés forte influence sur le pH, en agissant sur
I”efficacité de la pompe & calcium du réticulum sarcoplasmique, mais également sur I’activité

des enzymes musculaire endogéne (Dransfield, 1992).

Dans notre travail, les muscles des cing animaux ont subi le méme régime thermique,
afin que ce facteur ne soit pas a I’origine des différences d’attendrissage. Son évolution est
illustrée par la Figure48. On observe une variabilité (coefficient de variation = 10) & 1h post
mortem, juste apres abattage, qui pourrait ére lacombinaison de 3 facteurs : latempérature de
I’animal au moment de I’abattage qui ne peut expliquer qu’une partie de celle-ci, la
température de I’environnement, et la résstance du muscle a la chute de la température par

effet de masse.

A 4h post mortem les quatre muscles atteignent des températures voisines a celle de
leur conservation, qui est de 12°C. Apres 24h les muscles sont incubés a 4°C pour atteindre

des températures de 6,2°C + 1,2 au coaur du muscle apres 48h de conservation.
3. 2. Evolution du pH

De par le r6le du pH dans la maturation de la viande, I’évolution de ce parametre est
importante. Les quatre muscles étudiés (SM, ST, LB et RF) ont le méme profil d’évolution.
Ce profil se caractérise par une chute exponentielle rapide jusqu'a une valeur dite ultime
(pHu). Le pHu moyen pour les quatre muscles 5.78 + 0.12, est atteint entre 12 et 24 h post
mortem (Figure49). Les coefficients de variation calculés pour les différents muscles sont
relativement faibles (inférieurs a 6,53 %). Aucun muscle ne présente dans notre étude une
valeur du pH ultime supérieur & 6 et par conséguent, aucune viande de type DFD n’est a

craindre.
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Le profil de la courbe d’évolution du pH en fonction du temps a longtemps été
considéré comme étant monophasique comme le montre la Figure 49. En général, la courbe
inclut en effet les points expérimentaux obtenus en ignorant la valeur au temps O qui
correspond & la valeur physiologique initiale. Dans ce cas, on peut considérer la chute de pH
comme une courbe monophasique. Si maintenant on ajoute a la série de point la valeur
physiologique initiale, (Figure 50), on observe |'apparition d'au moins une discontinuité dans
la courbe. Pour mieux illustrer cette polyphasie de la chute de pH, on rgoute le point
correspondant au temps O a la courbe d’évolution du muscle SM et on observe alors un
plateau détectable entre les temps 2 et 4 h post mortem. Les différents cas de figure rencontrés
pour les autres muscles sont illustrés dans la figure 51. La vitesse globale de chute du pH
varie entre 0,21 Unité pH par heure. Un seul palier est observé entre 1 et 6 h et la vitesse de
chute estimée dans cette plage est de 0,18 unité pH/heure. Pour le reste de la courbe (de 6 a 48
h), la vitesse de chute du pH est de 0,32 unité pH/heure. On observe donc, pendant les
premieéres heures une relative stabilité du pH.

Queélles conséquences cette polyphasie du pH va avoir post mortem ? Au sein des
cellules, des constituants a caractére acide sont remplacés par d’autres congtituants a caractére
plutét basique. On peut donc s’attendre a une neutralisation partielle des protons générés par
la glycolyse et par voie de conséquence, & un ralentissement du processus d’acidification.
C’est ce que nous avons observé dans notre éude pour les cing agneaux et les quatre muscles
étudiés. Selon ces derniers, on peut avoir un plateau ou deux plateaux. Les figures 50 et 51
illustrent le cas des muscles a un seul plateau et & deux plateaux respectivement. Le tableau
15 refléte les différents cas de figure rencontrés pour les 5 agneaux étudiés.

Apres I’abattage des animaux, le muscle va utiliser ses réserves énergétiques pour
subvenir & ses besoins et, apres éuisement de la phosphocréatine, la principae source serale
glycogene dont la dégradation est assurée par la glycolyse. Ce processus se déroule a une
vitesse variable selon le type de muscle considéré mais demeure continu tant que les enzymes
impliquées ne sont pas inhibées par le pH. La discontinuité dans la chute de pH observée ici
ne peut donc pas s'expliquer par une diminution transitoire de la vitesse d’action de la
phosphocréatine kinase ou des enzymes de la glycolyse sur leurs substrats mais par une
modification transitoire du pouvoir tampon et/ou de la répartition des charges dans la cellule
musculaire. Le remplacement de constituants a caractére acide (phosphatidylserine) par des

constituants a caractére basique (phosphatidylcholine et phosphatidyléhanolamine) dans le
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compartiment intracel lulaire accompagné d’une redistribution des ions pourrait expliquer ces
paliers transitoires de la courbe de chute du pH. Chez le bovin, au moins, la présence de ces
paiers dans une plage comprise entre 1 h et 8 h post mortem laisse penser que I’inversion de
polarité de la membrane plasmique se produit durant les 8 premiéres heures post mortem aors

gue le pH est compris entre 6,4 et 6,8 environ.

A noter que le nombre de plateau semble étre le déterminant le plus important pour la
définition de latendreté ultime. Ces constatations sur la polyphasie du pH et son influence sur
la tendreté de la viande ont fait I’objet d’une publication dans African Journal of Agricultural

Research (voir liste des publications)

Abdelghani Boudjellal, Samira Becila, Gerald Coulis, Carlos Hernan Herrera-Mendez Laurent Aubry, Jacques
Lepetit, Khaled Harhoura, Miguel Angel Sentandreu, Hamid Ait-Amar and Ahmed Ouali (2008). Is the pH drop
profile curvilinear and either monophasic or polyphasic? Conseguences on the ultimate bovine meat texture.
African Journal of Agricultural Research Vol. 3 (3), pp. 195-204.

3. 3. Evolution dela capacité de réention d’eau du muscle
La quantité de jus extractible, qui refléte la capacité du muscle a conserver son eau,
augmente exponentiellement avec le temps post mortem quelque soit le muscle (Figure 52).

Une valeur ultime étant atteinte environ a 24 h post mortem.

La quantité de jus extractible est & peu prés identique &1 h post mortem pour les muscles
SM et ST 0,0061+0,0114 g/g de muscle. Cependant, cette quantité de jus est plus importante
pour le muscle RF et LB (Figure 52). En 1975, Lawrie a rapporté que les protéines des

muscles blancs sont dénaturées plus tét que celles des muscles rouges.

D’une maniére générale, I’allure d’évolution de ce paramétre corrobore avec les résultats
de plusieurs travaux faits sur différentes especes (Lee et al., 2000). Les valeurs trouvées dans
notre étude sont inférieures, cela peut étre expliqué par la force de centrifugation qui est plus
faible pour notre étude (30 000xg au lieu de 100 000xg).

Dans cette étude, la quantité de jus extractible augmente pendant la phase rigor mortis
pour atteindre, comme le pH, une valeur ultime environ & 24h post mortem, confirmant
I”étroite relation existant entre ces deux paramétres (Dushyanthan et al., 1994). En 1983,
Offer et Trinick ont montré que les myofibrilles étaient largement responsables de la capacité

de rétention d’eau de la viande. Le pouvoir des myofibrilles & rétenir I’eau est trés influencé
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Tableau 15. Nombre de plateaux observés par muscle et animal éudiés

animal
Al A2 A3 | A4 | A5
muscle
SM 1 1 2 1 1
st | 1 | 1 | 10 2 | 1
RF | 1 | 1 | : 1| 1] 1
LB | 1 | 1 | : 1] 2 | 2
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Figure 52. Profile d’évolution de la quantité de jus extractible des muscles SM, ST, RF et LB
au coursdu temps post mortem
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Figure 53. Profile d’évolution de conductivité éectrique des muscles SM, ST, RF et LB au
cours du temps post mortem

Tableau 16. Valeurs moyenne de conductivité (US /cm) des quarte muscles

Muscle Terf:grf;:ﬂ Moyenne Ecart type CV %
SM 1lh 12,57 8,84 70,32
24 h 129,66 24,56 18,94
ST 1lh 10,64 8,18 76,88
24 h 108,93 25,25 23,18
1lh 66,01 41,93 63,52
RF
24 h 92,91 37,43 40,29
1lh 45,33 33,54 73,99
LB
24 h 114,37 41,35 36,16
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par la chute du pH post mortem : en s’approchant de leur point isoélectrique, le pH agit sur les
liaisons eau/protéines, qui conduit & une diminution de la quantité d’eau immobilisée dans le

réseau protéique (Hamm, 1982).
3. 4. Evolution dela conductivité dectrique

De nombreuses études ont été menées depuis les années 1970 sur les propriétés
électriques de la viande dans le but de mettre au point un capteur rapide et non destructif

fournissant des indications sur différentes caractéristiques qualitatives de la viande.

L’>évolution de ce paramétre montre une allure globalement croissante au cours du
temps post mortem pour les quatre muscles jusgu’a 12 h. Au-dela, on atteint un plateau qui
persiste jusqu’alafin du stockage (Figure 53). La valeur moyenne de conductivité électrique
a 1 h post mortem est de 33, 63 = 15,16 mS/cm pour les quatre muscles. La conductivité
électrique va augmenter au cours du temps post mortem pour atteindre une valeur moyenne de
116,16 + 18,06 mS/cm & 10h post mortem pour les quatre muscles. A partir de 24h post
mortem, on observe trés peu de variation de la conductivité éectrique pour les quatre muscles

jusgu’alafin du stockage.

Dans I’étude faite par Veiseth 2004 sur le muscle LM d’ovins, les résultats sont
beaucoup plus faibles que les nétres, leurs valeurs variant entre 8,13mS/cm a Oh post mortem
et 9,70 mS/cm a 72h post mortem. La différence peut étre expliquée par la différence des
méthodologies utilisées pour les deux études. Bien que dans leur expérience la mesure soit
faite sur du jus de viande et pas sur le muscle entier, les valeurs de conductivité trouvées ont
été corrigées par rapport alatempérature du muscle. De plus, ils prennent un volume constant
de jus pour faire la mesure ce qui explique la trés faible variation au cours du temps, résultat
observé lors de la mise au point de la technique. Pour nos résultats, ils n’ont pas été corrigés
par rapport a la température du muscle, mais la mesure est faite a la méme température de
25°C. Notre mesure est Egalement faite sur le jus entier, d’ou I’évolution observée au cours

du temps post mortem.

Il ressort de notre éude une grande variation des mesures pendant les premieres
heures, avec des coefficients de variation trés important (tableau 16). Cette variation peut
s’expliquer par lefait, qu’a 1l h post mortem, le jus extractible est trés faible et donc la mesure
de la conductivité éectrique est trés délicate. Aux autres temps post mortem et jusqu’a 48 h,

la variation serait due a la variabilité entre animaux et & la précision de la technique. Au bout
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de 48 h de conservation a 4°C, la viande exsude et il y a perte d’eau de la masse. La
conductivité électrique en diminuant montre une plus grande variabilité, ceci est a rapporter

probablement & des différences de perte d’eau de la viande au cours de la conservation

Plusieurs travaux sur la mesure de I’impédance sur le muscle entier montrent un
abaissement de ce paramétre au cours du temps. Les tissus biologiques et la viande en
particulier sont anisotropes vis-a vis de I’impédance, c’est-a-dire que I’impédance varie selon
que le courant se propage paralélement ou perpendiculairement aux fibres musculaires.
L’impédance de la viande diminue rapidement a la rigor puis continue a diminuer, mais
beaucoup plus lentement au cours du stockage (Damez et al., 2008 ; Lepetit et al., 2002 ;
Byrne et al. 2000 ; Jaud et al.,1999). Ces résultats vont dans le méme sens que les nbtres

puisgue la conductivité électrique est inversement proportionnelle &I’ impédance.

En outre les travaux de plusieurs autres groupes (Swatland 1997 ; Chizzilini et 4.,
1993 ; Witman et al., 1996) ont montré que I’impédence est fortement modifiée dans les
viandes présentant un caractére PSE (Pale Soft Exudative). Ce défaut apparait essentiellement
dans les viandes de porc et s’accompagne d’une modification profonde de la structure des
fibres musculaires. De la méme fagon, Salé (1974) ainsi que Charpentier et a., (1972) ont
montré que la congélation conduit & une diminution importante de I’impédence. Ces éudes
concernant les viandes PSE et les viandes congelées montrent bien le lien qui existe entre
I’impédence électrique et I’état de la structure des fibres musculaires mais ces résultats,
réalisées sur des matieres premieres tres partucliéres, ne peuvent pas étre comparés aux
mesures faites dans le cadre de ce travail, mesures réalisées sur la viande ovine non congelée

et sur le jus de viande et non sur le muscle entier.
3. 5. Evolution dela dureté dela viande

L’éude de la texture, composante importante de la qualité et de I’acceptabilité des
aliments, fait intervenir des connaissances pluridisciplinaires: dans le domaine de la
rhéologie et dans le domaine de I”anal yse sensorielle. Les techniques rhéologiques cherchent &
prédire les jugements émis par les dégustateurs. Cependant la valeur explicative des résultats

de I’analyse sensoridle par larhéologie n’est pas totalement satisfai sante.

De nombreux outils et méthodes d’évauation de |I’état de maturation de la viande ont
€été décrits : certaines méhodes sont basées sur les mesures biochimiques (Ouai 1984 ; Yano

et al., 1995) ; d’autres, éroitement reliées aux événements biochimique de la maturation, sur
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Tableau 17.Valeurs moyenne des profondeurs de pénétration en millimetres des
quatre muscles étudiés
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des mesures mécaniques de la résistance de la structure myofibrillaire (Lepetit et al., 1986).
La résistance myofibrillaire a éé mesurée dans notre éude sur la viande crue par

pénétrométrie.

Plusieurs mises au point d’éaonnage de cet appareil par rapport a I’analyse
sensorielle ont été réalisées dans ma these de magister sur un lot de 10 agneaux. Nous avons
développé une méthode instrumentale basée sur la pénétrométrie que nous avons calibré par la
mise en place d'un jury de dégustation, la dégustation étant la méthode de référence
d'appréciation de cette qualité.

Concernant le profil d’évolution de ce paramétre, cette étude confirme les résultats
antérieurs (Becila 2002 ; Boujellal 2008). Pour illustrer ce propos, nous présentons le profil
d'évolution, au cours de la conservation, de la dureté moyenne des quatre muscles SM, ST RF
et LB (Figure 54). La dureté a é&é estimée par penétrométre et se trouve donc exprimée en

mm de pénétration.

D’aprés la cinéique des quatre muscles, nous avons trois phases digtinctes. La
premiére correspond & une diminution de la tendreté au cours des 6 premiéres heures post
mortem. Cela correspond probablement au temps nécessaire pour I’ingallation de la rigor
mortis (RM). La deuxiéme phase comprise entre 8 h et 12h post mortem correspond a une
résolution de la rigidité cadavérique, le muscle devenant plus tendre, et correspond
vraisemblablement & la phase maturation. Au dela de 24 h post mortem, la troisiéme phase ou
la valeur finale de tendreté est atteinte. C’est une phase stable au cours du temps de
conservation a4°C. Comme nous pouvons le constater, le profil est identique a ceux rapportés
pour le bovin, espéce pour laquelle la dureté est estimée soit par des tests de cisaillement soit
par des tests de compression & 20% de déformation (Ouali, 1984).

A 1h post mortem le muscle le plus dure est RF, les trois autres muscles ayant des
valeurs similaires (Tableau 17) suivi des muscles LB et ST, le SM étant le plus tendre (RF :
10,48, LB : 12,44 ; ST: 12,61; SM: 12,82). La tendreté diminue au cours du temps post
mortem pour les quatre muscles mais la vitesse d’évolution est différente entre les muscles.
Entre 6h et 48h post mortem, la tendreté diminue de 83,27 % pour SM, 73,63% pour ST,
79,16% pour LB et seulement de 66,93% pour le muscle RF. A 4hle muscle le plus tendre est

le muscle ST, puis SM et enfin LB et RF. Cependant pour le méme muscle, la cinétique de
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I’attendrissage de la viande varie beaucoup en fonction des animaux. Ainsi, le coefficient de
variation de ladureté & 1h post mortem est égal a 32,24 pour le muscle ST.

2.4. CARACTERISATION DES CINETIQUES DESPARAMETRESETUDIES

Les variables suivies en cinétique (pH, conductivité éectrique, osmolarité, rétention
d’eau des protéines myofibrillaires) a éé caractérisée a partir de la courbe obtenue en fonction
du temps post mortem (Figure 55). Un ajustement, & |’aide d’une équation monomoléculaire.
Cet gjustement nous permet de déterminer I’amplitude d’évolution et la vitesse d’évolution

des différents paramétres mesurés (Zamora et ., 1996).

Y =a-bexp X

ou

Y : représente e paramétre éudié,

a: représente la valeur de la variable mesurée a 1 h post mortem,

b : lavaeur de lavariable mesurée a 48 h post mortem

ab : représente |’amplitude entre lavaleur initiale a 1h post mortem et la valeur ultime a48 h post mortem,

K : laconstante de vitesse d’évolution des parameétres mesurés,

X : représente le temps post mortem.

La cinétiqgue d”’évolution de la dureté de la viande mesurée par pénetrométrie a été

caractérisée en deux étapes:

La premiére éape de rigor mortis de 1h & 6h post mortem a été caractérisée par une équation

derégression linéairedutype Y =aX+B

Ou Y représente latendreté, a, la vitesse de lacinétique d’évoalution, b, le régresseur et X le temps.
L>amplitude de cette étape a été calculée a partir de la différence entre la valeur initide a 1h post mortem et la
valeur a6 h post mortem

La deuxiéme phase d’attendrissage qui commence en fin de rigor mortis (8h post mortem)

jusqu'a 48h post mortem a été gjustée avec le modée monomoleculaire (Figur e 55)

Les quatre muscles étudiés ont subi un régime thermique identique pour éviter les
différences d’attendrissage pouvant survenir. La température n’est donc pas prise en compte

dans le modde.
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Les variables déterminées pour chaque cinétique et paramétres mesurés vont servir a
étudier lavariabilité liée al’animal et au type de muscle, ainsi qu’alarecherche de corrélation

entre la dureté et les différents parameétres physicochimiques mesurés

2. 5. EFFET DU FACTEUR ANIMAL ET /OU FACTEUR MUSCLE SUR LES PARAMETRES MESURES
EN CINETIQUE

La diminution du pH, I’augmentation de I’osmolarité et I’augmentation de la quantité
de jus extractible sont des phénoménes physicochimiques connus, se produisant dans le
muscle post mortem (Ouali, 1990). Cependant, s en fonction des conditions technologiques
utilisées post mortem (stimulation électrique, désossage & chaud, condition de réfrigération),
ces processus s'effectuent plus ou moins rapidement, cette &ude montre que leur vitesse et
leur amplitude d’évolution sont également tres variables d’un animal & un autre et également

d’un muscle a un autre.

Des analyses de variance ont éé effectuées afin de déterminer si I’effet du facteur
animal et du facteur type de muscle est significatifs ou non sur les valeurs des parametres

physicochimiques suivis au cours du temps post mortem (tableau 18).

En ce qui concerne le pH, I’anal yse de variance met en évidence un effet lié & 1’animal
hautement significatif dans le cas du pH initial, ultime, de la vitesse et de I’amplitude du
profil. L’effet type de muscle est non significatif dans le cas du pH. On note aucun effet
significatif du facteur muscle et de I’interaction Muscle x Animal sur ces paramétres.
L acidification du muscle est principaement la conséquence de I’accumulation des protons
provenant de I’hydrolyse de I’ATP pendant la phase de rigor mortis (Valin, 1988). Par
conséquent, la vitesse d’hydrolyse de I’ATP définit la vitesse de chute du pH post mortem
(Bendall, 1978). Bien que le muscle étudié soit le méme, le pourcentage de myosine de type
rapide (type IIA et 11B) n’est pas identique pour tous les animaux. Ces différences, bien que
légeres, existent entre les animaux et peuvent étre a I’origine des différences de vitesse
d’hydrolyse de |’ ATP et donc de la vitesse de chute de pH observée. De méme des différences
de pouvoir tampon des muscles existant entre les animaux pourraient ére responsable de la
variabilité observée. L’amplitude de chute de pH dépend, quant a elle, plus de la quantité de
réserves énergétiques (glycogéne, phosphocréatinine) du muscle qui sont susceptibles

d’entretenir la dégradation de I’ATP (Bendall, 1979). De méme, il existe certainement entre
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Tableau 18. Evaluation, par analyse de variance, de I’effet animal et/ou effet musdesur lepH, le jus

extractible, la conductivité éectrique et la dureté de la viande mesurée par pénétrometrie

Paramétres mesurés Source de variation Degrés de Test F Probabilité
liberté
Muscle 3 0,566 0,645
Initial Animal 4 9,075 0,0001**
Muscle x Animal 18 125,533 0,070"°
Muscle 3 0,685 0,574
Ultime Animal 4 9,481 0,0001**
Muscle x Animal 18 11,041 0,233
PH Muscle 3 0,711 0,559
Amplitude Animal 4 12,322 0,0001**
Muscle x Animal 18 15,835 0,196"°
Muscle 3 0,852 0,743"°
vitesse Animal 4 10,481 0,0001**
Muscle x Animal 18 11,041 0,337"
Muscle 3 1,301 0,347
Initial Animal 4 0,694 0,585"°
Muscle x Animal 18 151170,327 0,002*
Muscle 3 0,722 0,570"°
Ultime Animal 4 14,726 0,002*
Jusextractible Musdlex Animl e 320496129 o
Muscle 3 1,321 0,342
Amplitude Animal 4 1,409 0,318NS
Muscle x Animal 18 53,068 0,106
Muscle 3 0,321 0,743
vitesse Ani mel 4 379496,129 0,0001**
Muscle x Animal 18 7,068 0,337"
Muscle 3 2,131 0,185™°
Initial Animal 4 1,502 0,295NS
Muscle x Animal 18 118,013 0,071
Muscle 3 2,173 0,179"°
Ultime Animal 4 7,655 0,013*
Conductivité Muscle x Animel 18 1,484 0,567"°
lectrique Muscle 3 3,626 0,073"°
Amplitude Animal 4 1,622 0,269NS
Muscle x Animal 18 4,255 0,361"
Muscle 3 2,173 0,179
vitesse Animal 4 14,655 0,0001**
Muscle x Animal 18 1,484 0,567"°
Muscle 3 1,067 0,400
Initial Animal 4 2,934 0,077
Muscle x Animal 18 629463 0.031*
Muscle 3 1,?;67 0”300 NS
Ultime Animal 4 22,739 0,0001**
Surete Muscle x Animal 18 35258204 0,004*
Muscle 3 0,819 0,508
Amplitude Animal 4 5,049 0,017*
Muscle x Animal 18 642,083 0,031*
Valeur 6h v Lfscl ° ’ 0677 Do
post mortem Animel ° 6,51 9006
Muscle x Animal 18 3,737 0,387

pP>5%"S, p <5% * p <0,1%**.
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les animaux, des différences concernant la quantité de réserves énergétiques, pour un méme

muscle, entrainant des amplitudes de chute de pH différentes

L’analyse de variance met en évidence un effet du couple animal x muscle hautement
significatif (P< 0,5) sur la quantité de jus extractible & 1h post mortem, résultat tout a fait
attendu du fait de la grande variabilité de cette mesure a 1h post mortem. L effet |ié au facteur
animal et al’interaction animal x muscle est hautement significatif pour la valeur ultime &448h
post mortem et la vitesse d’augmentation de la quantité de jus extractible post mortem
(tableau 18). Cependant nous n’avons pas observé d’effet du facteur muscle sur toutes les
variables bien que, en 1981, Lawrie a rapporté que les protéines des muscles blancs sont
dénaturées plus tot que celles des muscles rouges. En effet, la quantité de jus extractible est
plus importante dans les muscles de type Il que dans les muscles de type I. Ceci peut étre
expligué par le fait que la vitesse de centrifugation est faible pour détecter une différence

entre les muscles étudiés.

Concernant la conductivité éectrique, I’analyse de variance met en évidence un effet
lié & animal dans le cas de la valeur mesurée & 1h post mortem et de la vitesse. Par contre, le
facteur muscle ne présente pas d’effet sur les différentes variables (tableau 18). Il est
probable que la quantité de jus sur laguelle la mesure est faite joue un role primordial dans
I’explication de ce résultat.

Dans cette étude, la dureté mesurée pas le pénétrométre présente une grande variabilité
entre animaux concernant la valeur initiale et finale ainsi que la vitesse et I’amplitude
d’attendrissage (Tableau 18). Plusieurs travaux ont rapporté que la dureté varie de maniére
trés importante en fonction des animaux (Paterson et Parrish 1986 ; christtensen et al 1991 ;
Shakelford et al., 1995 ; Boujellal 2008). L’interaction Animal x Muscle présente également
un effet hautement significatif sur la dureté ultime et I’amplitude d’attendrissage. Par contre
on n’observe pas d’effet type de muscle sur la mesure de la dureté finale par le pénétrométre.
Zamora (1997) rapporte un effet 1ié au type de muscle tres significatif (p<0,1).

Suite a cette analyse nous avons pu constater un effet animal hautement significatif
pour lamajorité des parametres mesurés. Par contre, le facteur muscle a peu ou pas d’effet sur

une majorité des paramétres mesurés
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La méthodologie employeée, la population étudiée, ainsi que le type de muscle sur
lequel le travail a porté, ont probablement un réle important dans les divergences observées

par rgpport alalittérature.

2.6. ANALYSE GLOBALE DES DONNEESACQUISES

Rappelons que notre objectif était d’identifier des facteurs biologiques ou
physicochimiques capables de prédire la tendreté ultime des muscles. Compte-tenu du faible
nombre d’animaux, il fut impossible d’envisager la création d’un modée de prédiction de

cette qualité.

L’objectif initial a donc été réorienté vers une analyse globale des données visant a
identifier des paramétres capables de discriminer les animaux ou les muscles sur la base de

leur dureté ultime.

L analyse de variance faite sur ces données a montré que I’effet animal sur les
caractéristiques quantitatives considérées était généralement plus important que I’effet

muscle.
2.6.1. Variabilité muscles et animal dela duretéultime

C’est le cas tout particuliérement de la dureté ultime des muscles provenant des
différentes carcasses. En effet comme le montre la Figur e 56, 57, lamoyenne de la dureté des
muscles Semimembranosus (SM), Semitendinosus (ST), Rectus fémoris (RF) et Longissimus
lombarum (Lb) est trés similaire et se situe entre 13 et 13.5 mm. De plus, les ecart types trés
importants observés témoignent d’une grande variabilité entre animaux. On comprend
pourquoi I’analyse de variance indiquait un effet muscle non significatif sur cette variable ou
sur I’ensemble des autres variables caractérisant la dureté.

2.6.2. Analyse en composantes principales des donnés et cercle de corréation

L'ACP est une méthode trés efficace pour l'analyse de données quantitatives se
présentant sous la forme de tableaux & M observations / N variables. Elle permet de :
- visudiser et analyser rapidement les corrédations entre les N variables,

- visudiser et analyser les M observations initialement décrites par N variables sur un
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DUR 0,092| -0428
Drult -2,625( -0272

Figure 58. (a) Cercle de corrélation représentant la projection des variables sur le plan défini
par les 2 premiers axes expliquant au moins 46% de la variabilité observée: Axe 1 = axe
horizontal (représente 27% de I’information initiale) ; Axe 2 = axe vertical (représente 19%
de P’information initiale). (b) Corrélation des variables avec les axes F1 et F2 et
identification, par des couleurs, des variables qui se projettent le mieux sur chacun de ces

axes. (c) Variabilité expliquée par les différents axes F1 a F13 exprimée en %.
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graphiqgue a X dimensions (axes), construit de maniére a ce que la dispersion entre les
données soit auss bien préservée que possible,

- congtruire un ensemble de P facteurs non corrélés (P<=N) qui peuvent ensuite étre
réutilisés par d'autres méthodes (la régression par exemple).

Projection des variables sur les axes :

Si nous considérons les deux premiers axes qui expliquent guére plus de 46% de la
variabilité des observations réalisées sur les muscles et les animaux, on observe une
projection sur le plan défini par ces axes des variables avec une corrélation variables (Figure

58, b et c). Pour expliquer lavariabilité observée il faut considérer 13 axes (Figure 58, a).

Sur le cercle de corréation, les variables situées prés du cercle sont bien dans le plan
défini par ces deux axes alors que celles situées au centre ne le sont probablement pas. Sur
cette base, on peut statuer que I’axe F1 est surtout représenté par les variables (fond rouge)
relatives au pH (ApH, VpH, DpH anoxie) et par I’amplitude d’évolution de la conductivité
(AC). L axe F2 est lui représenté principalement par les propriétés métaboliques des muscles
puisque les variables (fond bleu) qui se projettent le mieux sur cet axe sont le taux de LDH
M4 et le rapport Myoglobine/LDH (RML). Sur chacun de ces axes on note la projection avec
une corrélation relativement importante (r> 0-5-0.6) d’autres variables représentées en

couleur danslaFigure 58,c).

Les variables qui se projettent sur un méme axe sont corrélées entre elles positivement (ApH
et AC par exemple) ou négativement (VpH et AC par exemple) alors que les variables se

projetant sur deux axes différents ne sont pas corrdées entre elles (Tableau 19).

6.3. Recherche de correlation entre les les différents paramétr es mesur és

L’observation de variations concomitantes des paramétres éudiés nous suggerent la
recherche d’éventuelles relations entre les différentes variables physico-chimiques au cours de
I’attendrissage de laviande. A cette fin nous avons test de corrélation. |l est donc important de

déterminer quelles variables biologiques sont susceptibles d’expliquer cette variabilité.

Les variables choises pour mieux représenter les cinétiques des paramétres mesurées

sont :
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- lefacteur temps post mortem

- Lesvariables mesurées au stade d’abattage, c'est-a-dire lateneur en myoglobine du
muscle ainsi que lateneur en isoforme M4 de I’enzyme LDH.

- Lavaleur du pH a1h post mortem qui représente le point d’anoxie du muscle

- Les vitesses et les amplitudes d’évolution des variables suivies en cinétique a
savoir le pH, laconductivité, et la dureté au stade de rigor mortis et au stade ultime

de maturation.

Vu que la mesure de la conductivité électrique, I’osmolarité et la capacité de rétention
d’eau sont trés liées. Pour la recherche de corrélation nous avons choisi la conductivité

électrique qui serareprésentative des deux autres parametres.

Latempérature n’est pas intégrée dans le modele car les quatre muscles ont subi un méme
régime thermique. Cela évite que ce facteur température ne soit pas a I’origine de différence
d’attendrissage entre les muscles.

L’observation des coefficients de corrélations (tableau 19) montre, le pH a 1h post
mortem (DpH anoxie) est significativement (P < 0.0001) corréé négativement a I’amplitude
d’augmentation de la conductivité électrique (r = -0,82) au temps post mortem. Byrne et al.,
2000 ont observé une forte corrélation entre la conductivité é ectriqgue mesurée sur le muscle

et le pH & 7h post mortem

Dés 1936, il a éé prouvé par Callow que la conductivité éectrique est trés liée au pH.
Cette relation a été utilisée depuis les années 1970 pour le contréle de la chute de pH ou
encore I’évaluation du pH ultime, ceci principalement dans la viande de porc mais également
sur la viande bovine. Dans le cas du porc, un des problemes majeurs est la détection des
viandes PSE, qui présentent un bas pH et sont fortement exsudatives, et donc impropres a la
transformation (Oliver 1991 ; Garrido et al., 1995 ; Reichert 1996). Dans le cas du bovin le
probléme est I’apparition de viandes DFD a pH éevé et qui se conservent mal (Lepetit 2001).

Ces deux défauts sont associés a des modifications membranaires et & des modifications
du milieu extracellulaire et donc sont susceptibles d’affecter les propriétés électriques. Les
mesures électriques ont été utilistes pour pdlier a I’imprécision des mesures de pH. La
majorité des éudes dans ce domaine a été focalisée sur la détection précoce des défauts, c. a

d. 245 min ou 1h apres|’abattage.
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Tableau 19. Matrice de corrélation entre les différents parametres mesurés

DpH
Variables Tps pH an([))xie ApH VpH Plat COND AC VC DUR ARM VRM  Atend Vtend LDH Mb

Tps 1 -0,516 0,007 -0,004 -0,001 -0,002 0,418 -0,002 0,004 0,388 -0,003 -0,003 -0,004 -0,002 -0,003 -0,002
pH -0,516 1 0,207 -0,301 0,214 -0,068 -0,632 -0,300 0,171 -0,200 0,196 0,159 0,050 0,033 -0,117 -0,080
DpH anoxie 0,007 0,207 1 -0,692 0,606 -0,145 0,114 -0,820 0,224 -0,217 0,127 0,069 0424 0,192 0,224 -0,311
ApH -0,004 -0,301 -0,692 1 -0,618 0,019 -0,210 0,875 -0,607 0,003 -0,581 -0,480 -0,122 -0,093 0,286 0,353
VpH -0,001 0,214 0,606 -0,618 1 -0,074 0,143 -0,741 0,057 -0,172 0,259 0,222 0,596 0,344 0,227 -0,245
Plat -0,002 -0,068 -0,145 0,019 -0,074 1 0,122 0,216 0,087 0,217 0,020 -0,105 -0,105 0,166 -0,158 -0,063
COND 0,418 -0,632 0,114 -0,210 0,143 0,122 1 -0,151 0,153 0,184 0,164 0,090 -0,018 0,030 -0,059 -0,061
AC -0,002 -0,300 -0,820 0,875 -0,741 0,216 -0,151 1 -0,380 0,164 -0,451 -0,415 -0,442 -0,188 0,018 0,350
VC 0,004 0,171 0,224 -0,607 0,057 0,087 0,153 -0,380 1 0,223 0,206 0,033 -0,245 0,185 -0,472 -0,421
DUR 0,388 -0,100 -0,217 0,003 -0,172 0,217 0,184 0,164 0,223 1 0,145 0,087 -0,176 0,054 -0,360 0,190
ARM -0,003 0,196 0,127 -0,581 0,259 0,020 0,164 -0,451 0,206 0,145 1 0,925 -0,073 -0,143 -0,365 0,103
VRM -0,003 0,159 0,069 -0,480 0,222 -0,105 0,090 -0,415 0,033 0,087 0,925 1 0,126 -0,083 -0,335 0,198
Atend -0,004 0,050 0,424 -0,122 0,596 -0,105 -0,018 -0,442 -0,245 -0,176 -0,073 0,126 1 0,591 0,356 0,034
Vtend -0,002 0,033 0,192 -0,093 0,344 0,166 0,030 -0,188 0,185 0,054 -0,143 -0,083 0,591 1 0,166 -0,177
LDH -0,003 -0,117 0,224 0,286 0,227 -0,158 -0,059 0,018 -0,472 -0,360 -0,365 -0,335 0,356 0,166 1 -0,341

Mb -0,002 -0,080 -0,311 0,353 -0,245 -0,063 -0,061 0,350 -0,421 0,190 0,103 0,198 0,034 -0,177 -0,341 1

Lesvaleurs en gras sont significativement différentes de 0 & un niveau de signification alpha=0,05

Tps Temps post mortem ; DpH anoxie: pH a0h post mortem ; ApH : amplitude de chute de pH (entre Oh-24h); VpH : vitesse de chute de pH ; Plat : nombre de plateau pour lepH ; COND :
conductivité électrique ; AC : amplitude d’augmentation de la conductivité électrique (entre 1h-24h) ;VC : vitesse d’augmentation de la conductivité électrique ; DUR : valeurs de la dureté
mesurées par pénétrometrie ; ARM : amplitude de chute de la profondeur de pénétration pour la phase de larigor mortis (entre 1h-6h) ; VRM : vitesse de chute de la profondeur de pénétration
pour laphase de rigor mortis (entre 1h-6h) ; ATend : amplitude de la phase d’attendrissage (entre 8h- 48h) ; VTend : vitesse de la phase d’attendrissage (entre 8h- 48h) ; LDH : teneur en

isoforme M4 del’enzyme LDH ; M b : teneur en myoglobine dans le muscle.
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Les résultats des travaux de Jaud 1992 montrent que cette détection précoce n’est pas
fiable. Par contre, I’impédance (conductivité) est plus a méme de permettre une détection des
viandes PSE lorsgque le pH ultime est atteint. Toutefois les mesures électriques ne permettent
pas la détection des viandes DFD. La difficulté & détecter les viandes PSE pendant
I’installation de la rigor tient au fait que pendant cette période le produit est en rapide
évolution (pH, température) et que les modifications métaboliques qui se déroulent n’auront

d’effet sur la structure et donc sur les propretés électriques qu’ultérieurement.

Les variables les plus corrélées a la dureté de la viande le pH & 1h post mortem qui
représente |’état d’anoxie du muscle est corrélé positivement a I”’amplitude d’attendrissage de
la viande (r = 0,42 ; p<0,0001) : plus le pH & 1h est bas, plus le muscle est dur (tableaul9).
L’amplitude d’attendrissage (Atend) est auss corrélée positivement & la vitesse de chute de
pH (r = 0,59 ; p<0,0001). Le pH influence la dureté de la viande en agissant sur la structure
myofibrillaire (Bouton et d., 1982) la dureté du muscle est également corrélée négativement
au nombre de plateaux observés dans I’évolution du pH au cours du temps (r = -0,22;
p<0,0001) : donc plus le nombre de plateaux augmente plus la viande est dure ce qui
corrobore avec les résultats obtenus par Boujella et d., 2008 sur de la viande bovine.
Cependant, le role du pH dans I’attendrissage de la viande est généralement sujet a
controverse dans la litérature. Le pH du muscle a 3h post mortem est un bon préducteur de la
dureté de la viande pour Marsh et al., ‘1988° et Marshall et Tatum (1991), mais pas pour
Shakelford et al., 1994. en 1988, Valin a rapporté que plus la vitesse de chute de pH est
élevée, plus la vitesse de maturation des muscles est dlevée, ce qui confirme les résultats de

notre étude.

La dureté est négativement corrélée a I’amplitude d’augmentation de la conductivité
électrique (r = - 0,44 ; p<0,0001) : plus I’amplitude de I’augmentation de la conductivité

électrique est lente au cours du stockage, plus le muscle est dur.

Dans une éude récente faite par damez et al.2008 qui vise & élaborer un systeme de
mesure autonome pour la détermination de I’état de maturation des carcasses. Afin de
permettre la commercidiser rapide de la viande. La technique repose sur la mesure
d’impédance éectrique sur le muscle par la méthode de mesure de I’impédance a 4 points
(appelé auss méthode & 2 éectrodes). Cette technique permet de corrigé les erreurs

systématiques aux bornes des deux éectrodes utilisant |la méhode de mesure de I’impédance
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a 2 point. Les capteurs utilisant cette sonde permettent la mesure de I’impédance par la
méthode 2 éectrodes. Cette sonde permet d’éliminer cette chute de tension et de ne faire
circuler aucun courant dans le circuit de mesure, ce qui est obtenu gréce a |’ application d’un
courant électrique par deux électrodes d’injection et on mesure la tension par I’intermédiaire

de deux autres électrodes de mesure.

L’impédance mesurée a |’aide de cette technique a permis d’évaluer I’état de maturation
avec une bonne corrélation (R? = 0,80) avec la méthode de référence de la contrainte
mécanique & 20 % de déformation. Cette sonde permet d’effectuer un tri sur I’&at de
maturation des muscles avec des résultats de bon classement proches de 90 %. La sonde
circulaire couronne permet une moins bonne appréciation de |I’é&at de maturation (R = 0,55)
et permet des tris en trois classes de maturation avec des performances de bon classement de
I’ordre de 80 %. Puisque la conductivité est inversement proportionnelle a I’impédance donc
les résultats trouvés par Damez et al., 2008 corroborent avec les notres.

6.4. Analyse Factorielle Discrminante

Cette anal yse va permettre de vérifier si les variables descriptives (quantitatives) mesurées
permettent de distinguer différentes observations relatives aux animaux, aux muscles ou ades
caractéristiques de qualité comme la dureté ultime ou la dureté aux différents temps

postmoertem sélectionnés.
Rappel des variables quantitatives mesurées et de la signification des sigles utilisés.
6.4.1. Discrimination desanimaux sur la base de I’ensemble des variables mesur ées.

L analyse factorielle discriminante réalisée prenait en compte les variables suivantes :
pH, DpH,anoxie, ApH, VpH, Plat, COND, AC, VC, ARM, VRM, Atend, Vtend, LDH, Mb,
RML, DUR, Dult. Les résultats sont rapportés sur les figures 59 Aa et Ba. Le cercle des
corrédations indique que I’axe F1 est principalement défini par les variables LDH,
négativement corrélée aux variables VC, ARM, VRM et Dult). L’axe F2 est défini par des
variables toute relatives a la cinétique de chute du pH (ApH, VpH, DpH anoxie) ou a des
paramétres corrélés au pH (AC). Sur ce plan, les animaux identifiés A2, A3, A4 et A5 sont
trés bien individualisés sur le plan et on peut constater que s I’axe F1 discrimine trés bien les
animaux A2 et A5, I’axe F2 contribue principalement a la discrimination des animaux A3 et
A4.
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6.4.2. Discrimination des muscles sur la base de I’ensemble des variables mesur ées.

L analyse factorielle discriminante réalisée prenait en compte les mémes variables que
celles utilisées pour la discrimination des animauix. Les résultats sont rapportés sur les figures
59 Am et Bm. Le cercle des corrélations indique que I’axe F1 est principalement défini par
les variables Mb, négativement corrélée aux variables ARM , LDH et VpH qui présentent
toutefois une corrélation avec cet axe inférieur a0 .5. L’axe F2 est essentiellement défini par
les variables Vtend et VC qui sont fortement corrélées entre elles. Les autres variables
présentent des corrélations avec cet axe inférieur a 0,25 pour la plupart d’entre elles. Sur ce
plan, les muscles SM, ST, LB et RF sont trés bien individualisés sur le plan et on peut
congtater que s I’axe F1 discrimine trés bien les Muscles ST et RF, I’axe F2 contribue
principdement ala discrimination des muscles SM et LB.

6.4.3. Discrimination des individus (muscles et animaux) sur la base de leur dureté

ultime

Pour cette analyse réalisée avec les mémes variables que précédemment, nous avons groupés
les individus sur la base de leur dureté ultime ce qui nous conduit a distinguer 15 groupes
répertoriés par des lettres: A, B, C, D, E, F, G, H, K, M, N, P, R, S, T. La correspondance
avec les muscles des différents animaux est indiquée sur la Figure 60 Bdult (une lettre pour

le muscle suivie d’un chiffre pour I’animal).

Le cercle des corrdations indique que I’axe F1 est principalement défini par les variables Mb,
négativement corrélée aux variables ARM et VRM caractérisant la cinétique de chute du pH
avec des corrélations avec cet axe voisine de 1. L’axe F2 est principalement représenté par la
variable Dult qui est la seule & présenter une corréation avec cet axe supérieure & 0.5. Sur ce
plan, la discrimination des groupes implique une contribution similaire des deux axes. Ceci
apparait clairement si on se base sur les barycentres dont la répartition est définie par les 2
axes. L’application prévoit plus de 99% d’identification des individus dans leur groupe
d’origine mais ceci ne transparait pas nettement dans la projection de ces derniers sur le plan
défini par les axes F1 et F2.
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6.4.4. Discrimination desindividus sur la base de la dureté mesur ée au cour s du temps

Pour cette anal yse réalisée avec les mémes variables que précédemment, nous avons classé les
individus dans 4 groupes correspondant & des duretés variables ((trés dure, dure, tendre et tres
tendre), chacun de ces groupes éant identifié par une lettre (Figure 60 B1-48).

Le cercle des corrélations indique que |’axe F1 est essentiellement défini par la variable DUR
(corrélation avec I’axe voisine de 1), ce qui n’est pas surprenant. L’axe F2 est principalement
représenté par les variables VpH et ApH qui sont les seules & présenter une corréation avec
cet axe supérieure a0.5. Sur ce plan, la discrimination des groupes se fait principalement sur
I’axe 1 ou les groupes se classent de la gauche vers la droite sur la base de leur dureté
décroissante, A étant e groupe le plus dure et D le groupe le plus tendre. Notons que le
recouvrement entre les individus des différents groupes est relativement limité.

7. ESTIMATION DE LA PROTEOLYSE DESPROTEINESMYOFIBRILLAIES

Pendant la transformation du muscle en viande, les protéases endogenes du muscle
dégradent les protéines structurales. Cette protéolyse post mortem, qui entraine |’ attendrissage
de laviande, libére de nombreux fragments protéques et peptidiques.

La dégradation des protéines myofibrillaires avec le temps post mortem est connue
depuis longtemps (Hoagland et al., 1917) et a éé longuement éudiée afin de rechercher des
indicateurs ou marqueurs de la protéolyse au cours de la transformation du muscle en viande.

Cependant les résultats des différents travaux ne vont pas dans e méme sens.

Le suivi du profil électrophoretique dans notre étude pour les quatres muscles, a
révélé une analogie dans le comportement des principales bandes(Figure 61). Pour les bandes
a poids moléculaire supérieur a 97 kDa qui représentent en géneral les chaines lourdes de
myosine, la nubdline et latitine ne sont pas séparées a cause de leur poids moléculaire eleve,
en outre le degré de réticulation du gel qui ne permet pas leur séparation. Ce pendant une
étude faite en 1989 par Hwan et Bandman montre une dégradation de la myosine en fin de
stockage a 4°C. En 1995 une éude faite par Greaser et Fritz a démonter le contraire.

our oo actinine elle est présente dés les premires heures post mortem et elle n’évolue

pas au cours du temps. Ce résultat concorde avec celui de Penny 1985 et Goll et al., 1991.
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Concernant la desmine elle n’évolue pas au cours du stockage cependant, Young et
al.1980-81 ont rapporté une dégradation au cours du stockage chez les bovins.

Greaser et Fritz 1995 ; taylor et al., 1995b ont démontré que I’actine ne subit pas de
protéolyse au cours de la maturation des viandes.. Dans une sythése bibliographique plus
récente de taylor et al., 2008 démontrent que I’actine est la premiére protéines cible dans le
processus d’apoptose dans la cellule musculaire.

La troponine T et présente aux premiéres heures post mortem pour les quatre
muscles. La dégradation de latroponine T post mortem (Hay et al.,1974), avec I’apparirion du
fragment de 30 kDa, a été décrite par Mac Bride et parrish, en 1977. Pour certain auteurs, la
disparition de la troponineT intervient dans I’attendrissage car elle fait partie intégrante du
filament fin et sa dégradation post mortem peut entrainer une diminution des interactions
actine/myosine et donc avoir véritablement un role dans I’attendrissage (Buts et al., 1986 ;
Uyterheagen et al., 1992 ; Hoet d., 1994 ; Huff-Lonergan et d., 1996 et 19964). Pour d’autre,
elle est I’indice de la protéolyse mais elle n’est pas responsable de I’attendrissage car elle
n’apparait pas dans tous les muscles (Penny et Dransfield, 1979 ; Farouk et al.,1992 ; Greaser
et fritz, 1995) chez le boauf. Pour I’espece bovine I’apparition du fragment de 30 kDa est
concomitante avec la disparition de la troponine T mais pour notre profil on remarque que la
bande de 30 kDa est présente dés les premiéres heures cependant, la bande de la troponine T

ne disparait pas au cours du temps. Notre résultat confirme les résultats de Oudi et al., chez

le lapin.

L’évolution de la protéolyse des protéines myofibrillaires en fonction du type de
muscle & 1h post mortem est illustrée par I’éectrophorése représenté en figure 62. Le
fragment & de 32 kda, marqueur de la protéolyse, apparait a 1h post mortem dans les muscles
RF et LB de tous les animaux. En ce qui concerne le muscle SM et ST la bande correspondant
au fragment de 30 32 kDa apparéit seulement a 8h post mortem. 1l est par ailleurs connu que
les muscles rouges subisent moins de protéolyse post mortem que les muscles blancs (Olson
eta, 1976 ; Oudi et a., 1983 ; Koohmaraie et d., 1988).

Ce réaultat confirme que la vitesse de maturation des muscles est corréée
positivement & leur méabolisme glycolytique et aleur vitesse de contraction (Ouali, 1990b).

En effet, beaucoup d’auteurs ont montré que les modifications biochimiques et
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Figure 61. lllustration dui profil électrophorétique, de la protéolyse des protéines myofibrillaires du muscle RF
au cours du temps post mortem. Electrophorése en conditions dénaturantes sur gel a 12% . MHC chaine lourde de
myosine, TN.T latroponine T, TN. Tropomyosine, TN. | troponine I, LCschaines | egéres longues de myosine,
LCrchaines | égéres courtes de myosin.
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Figure 62. Profil électrophorétique des quatres muscle SM,ST,RF et LB a1 h post mortemu
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ultrastructurales de la structure myofibrillaire sont plus rapides dans les muscles de type ||
que dans les muscles du type | (Gann et Merkel 1978 ; Monin et Ouali, 1991).

L’ apparition de cette bande de 30 & 32 kDa a &ttiré notre attention et nous avons tenté
de I’identifier par I’ananlyse en spétrométrie de masse. Nous avons déterminé I’identité exacte
destrois bandes (Figure 61). une emprinte peptidique massique de la protéine a été faite. Les
résultats ont montré que la sequence du peptide isolé par la digestion avec la trypsine de la
bande 2 et 3 est en fait un mélange de peptides de I’actine (Figure 63). (Donc I’actine
protéine du cytosquelette semblerait étre dégardé dés les premiéres heures post mortem,
plusieurs auteurs ont observe la dégardation de I’actine dans le muscle post mortem (Sanchoet
a., 1997 ; Morzel 2004 ; Kong et Rabkin 2005). Parmi les changements biochimiques se
produisant tres tét dans les cellules subissant la mort cellule programmé. Généralement la
dégradation de I’actine se fait par les caspases enzyme responsable de I’apoptose (Mashima
1995 ; Kayalar 1996). Il serrait méme un bon indicateur du degré d’évolution de I’ apoptose au
sein delacdlule (youg 1998).

Pour la bande 1 a 35 kDa I’analyse de la bande a révélé une protéine LIM domaine
protéine. Cette protéine est présente dans les differentes cellules dont la fonction nest pas
encore comprise (Enders Kai et a 2001)

8. Conclusion

Les caractéristiques du muscle, suivies au cours du stockage, évoluent de la méme
maniere quelque soit I’animal et quelque soit le muscle. Ainsi le pH chute, a I’inverse de la
quantité du jus extractible, de la conductivité électrique et de I’osmolarité. Tandis que la
profondeur de pénétration chute les six premiéres heures phase de rigor mortis, pour
augmenter aprés 8h jusgu'a 24h post mortem, phase d’attendrissage de la viande. Tous les

parametres restent stables apres 24 post mortem.

L’éude du métabolisme oxydatif de ces quatre muscles, par la mesure de la teneur en
myoglobine et dosage de la teneur de I’isoforme M4 de I’enzymz LDH met en évidence que
les muscles RF et LB représentent les muscles les moins oxydatifs tandis que les deux autres
muscles ont un métabolisme oxydatif relativement proche 8,48 et 7,31 mg/g de muscle
respectivement pour les muscles SM et ST.
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Figure 63. Carte peptidiques des deux bandes réalisées par MALDI-TOF
Comparaison des séguences protéiques des deux bandes a 30 et 32 kDa avec la séquence d’actine. Les acides
aminés identiques dans | es séquences sont indiques dans |a séquence en rouge
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Les résultats obtenu mettent en évidence que la cinétique d’évolution des différentes
caractéristiques est trés variable en fonction de I’animal, bien que les animaux aient été
choisis les plus similaires possible. Si I’effet animal et hautement significatif, I’effet lié au
type de muscle et trés faible sur les différentes caractéristiques.

Nous nous garderons bien de tirer des conclusions trop hétives sur les analyses
discriminantes réalisées dans le cadre de ce travail. La principale raison est le nombre trop
restreint des animaux utilisés dans cette expérience. La seconde est que la variabilité est
certainement trés restreinte et pas représentative de la variabilité réelle que I’on peut observer
dans un grand troupeau. Néanmoins, il est clair que I’approche statistique utilisée permettrait
une bonne sélection des meilleures variables & analyser et une bonne analyse de la variabilité
du caractére qui hous intéresse en I’occurrence la dureté ultime des viandes. |1 faudrait mettre
en place une nouvelle expérimentation avec un lot d’animaux plus grand et une présélection
des variables & mesurer plus effective. Cette présélection des variables peut prendre en
compte les résultats de cette expérience que I’on qualifiera de préliminaire.

Les observations décrites précédemment pour I’explication de la polyphasie de
I’évolution du pH, ainsi que I’observation de la dégradation de I’actine les premiéres heures
aprés abattage des animaux nous ont conduits & reconsidérer le concept actuel de la
transformation du muscle en viande. Nous sommes donc en présence de nouvelles donnés qui
nous permettent d’admettre une nouvelle hypothése. Et s des la mort de I’animal, les cellules

musculaires vont s’engager sur la voie de lamort cellulaire par apoptose ?.
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Chapitrell : LE PROCESSUSDE MATURATION::
RECONSIDERATION DU CONCEPT ACTUEL

1. Origine du nouveau concept :

En 1996, Zamora et d publiaient un travail qui montrait que parmi un nombre de
paramétres important susceptible d’ére des prédicteurs de la tendreté ultime de la viande
bovine, le plus efficace s’est avéré étre la concentration d’inhibiteurs de serine protéases au
stade de |’abattage. Ce résultat fut confirme par la suite dans une expérience similaire portant

sur un nombre d’animaux plus éevé (Zamora et al., 2005).

Ce reéaultat était d’autant plus surprenant que, dans les années 1980, tout le monde
s’accordait a dire que les serine protéases navaient aucun role dans le processus de
maturation et que cette famille de protéases était trés peu représentée dans la cellule
musculaire (Sentandreu et al., 2002).

Un autre éément essentiel, dans cette réflexion sur ce nouveau concept, fut la
démonstration, vers les années 90, que les inhibiteurs de protéases constituaient de meilleurs
marqueurs de I’intensité de la protéolyse dans le muscle et, par voie de conséquence, de la

tendreté ultime de la viande, que le taux d’enzyme lui-méme (oudi et talmant 1990).

Ces observations ont conduit a une éude plus systématiques des inhibiteurs de serine
protéases dans le tissu musculaire pour essayer d’identifier ces derniers et de préciser la
nature de leurs protéases cibles in vivo, protéases susceptibles de jouer un réle primordial

dans le processus d’attendrissage des viandes.
2. Lesinhibiteursde serine protéases dansle muscle:
2.1. Purification et caractérisation de 3inhibiteursde serine proteases

Trois inhibiteurs de serine proteases, faisant partie de la famille des serpines (acronyme de:
Serine Protease Inhibitor) ont été purifiés a partir de muscle de bovin, identifiés sur la base de

leurs séguences N-terminales et caractérisés. |l s'agit :
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— del’antithrombine Il (HerrerasMendez et d., 2006),

— de 2 inhibiteurs apparentés & I’endopine 1 et dénommés endopines 1A et 1B
(acronyme de : Endocrine Protease Inhibitor) (Tassy, 1998 ; Tassy et al., 2005;
Herrera-Mendez et d., 2006).

2.2.  Seguence desgénes codant pour lesendopine-like et complexité dela famille

Ce travail de stquencage génomique, réalise par nos collegues de I’Université de
Limoges, a permis d’obtenir les séquences complétes des protéines que nous avions purifiées,
et de montrer que ces 2 inhibiteurs font partie d’une famille complexe comprenant au moins 8
isoformes différentes. Cette complexité a été confirmée au niveau protéique par western blot

de fractions partiellement purifiées en electrophorése 2D.
2.3. Complexité de la famille des endopines et nouvelle dénomination

Comme nous I’avons précédemment indiqué, 8 genes codant pour des protéines tres
homologues aux endopines 1A et 1B purifiées a partir de muscle de bovin ont été identifiés au
niveau du génome bovin. Tous ces génes sont colocalisés au niveau d’un méme clugster dans
le chromosome 21 (Pelissier et al., 2008).

Dénomination des 8 génes identifiés

L’ensemble des génes identifiés et séquencés, codent pour des protéines trés homologues
et classées, sur la base de leurs homologies de séquence et de structures, dans la famille des
serpines, inhibiteurs de serine protéase agissant selon un mécanisme de type substrat suicide
et capable d’inhiber des protéases de familles différentes et en particulier des cystéines

protéases. Nous reviendrons sur le mécanisme d’action un peu plus loin.

La comparaison de leurs séguences par rapport & celes disponibles dans les bases de
données, a permis de les classer dans la famille A3 dont la référence et I’alpha-1-
Antichymotrypsin. En accord avec la nomenclature proposée par Silverman et a. (2001), le
nom de bovSERPINA3-1 & A3-8 leur a donc été assigné. Dans ce nom, le préfixe « bov »
indique I’ espéce animale d’appartenance des proténes concernées et le suffixe A3 indique la
famille d’appartenance au sein du clade A. Sur ces bases, la désignation des serpines
identifiées au niveau génomique et, son évolution depuis 1999, sont précisées dans le
Tableau 20.
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Tableau 20. Nomenclature des serpines identifiées au niveau du génome bovin

A* B* C*

Endopine 1 Endopine 1A bovSerpinA3-1

bovSerpinA3-2

Endopine 1B bovSerpinA3-3

bovSerpinA3-4

bovSerpinA3-5

bovSerpinA3-6

Endopine 2 bovSerpinA3-7

Endopine 2 bovSerpinA3-8

* A: nomenclaureinitiale mise en place par Hook et collaborateurs (hwang et a ., 1999)
*B: nomenclature initia ement utilisée par notre groupe

*C: nomencl ature proposée apres séquencage de 8 génes codant pour 8 serpines de cette famille
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Trés forte homologie de structure des protéines codées par les 8 génes

La figure 64 illustre cette grande homologie de gructure entre les différentes serpines
bovines. Les régions qui divergent le plus correspondent aux régions C-terminales de ces
protéines (amino-acides en bleu ou noir) qui portent le site de reconnaissance par les protéases
cibles. Les homologies de séquence sont de I’ordre de 95% pour les bovSERPINA3-1 4 A3-6
et ces derniéres ont une homologie de sequence de I’ordre de 74% avec les deux dernieres a
savoir bovSERPINA3-7 et A3-8. Ce résultat indique que cette famille comprend 2 sous
groupes, lesbovSEPINA3-1 & A3-6 appartenant au premier sous groupe et les deux derniéres,
bovSERPINA3-7 et A3-8, au second.

Complexité de cette famille au niveau protéines

Cette complexité et leurs fortes homologies expliquent pourquoi seulement deux ont
pu étre purifiées a partir d’un extrait brut de muscle. Elles présentent en effet des propriétés
physico-chimiques (charge, pl, masse moléculaire & I’état natif, ...) trés proches les unes des

autres, rendant ainsi leur séparation difficile, voire impossible pour certaines isoformes.

La premiére éape du protocole de purification des bovSERPINA3-1 (endopin 1A) et
A3-3 (endopin 1B) est une gel filtration d’un extrait brut de muscle sur une colonne de
Sephadex G100 superfin (5 x 100 cm) qui permet de fractionner trois pic présentant une
activité anti-trypsine, enzyme prise comme modéle pour identifier la présence d’inhibiteurs de
serine proteases dans les fractions éluées de la colonne (Figure 65a). La fraction F1 contient
principalement des membres de la famille des bovSERPINA3s et de I’antithrombine 111 (AT-
[11). Lafraction FIl contient aussi des membres de la famille de bovSERPINA3s dont les deux
dernieres de masse moléculaire plus faible selon Hook et al. (2002) et qui correspondraient
aux bovSERPINA3-7 et A3-8. Ces derniéres présentent en effet une forte homologie avec les

endopines 2 dont la masse moléculaire est voisine de 50 kDa.

L analyse en électrophorése 2D de la fraction F1 d’une part et d’un mélange des
fractions FI et FII confirme la complexité de cette famille au niveau des protéines exprimées
dans le muscle. Comme le montre la Figure 65 b1, la révélation des protéines de la fraction
F1 &l’aide d’un anticorps polyclonal dirigé contre I’endopin 1A (bovSERPINA3-1) identifie
un nombre de spots important et probablement supérieur au nombre de 8 qui éait attendu.

Tous ces spots présentent des masses moléculaires de I’ordre de 70 kDa ou plus. L’ analyse du

143



bowSERPINA3-1
bowSERPINA3-2
bowSERPINA3-3
bowSERPINA3-4
bowSERPINA3-5
bowSERPINA3-6
bovSERPINA3-7
bovSERPINAI-8

bovSERPINA3-1
bovSERPINA3-2
bovSERPINA3-3
bovSERPINA3-4
bowSERPINA3-5
bowSERPINA3-6
bowSERPINA3-7
bovSERPINA3-Z

bovSERPIHA3-1
bovSERPINA3-2
bovSERPIHA3-3
bovSERPINA3-4
bovSERPINA3-5
bovSERPINA3-6
bovSERPINA3-7
bowSERPINA3-8

bowSERPINA3-1
bowSERPINA3-2
bowSERPINA3-3
bowSERPINA3-4
bovSERPINAI-5
bovSERPINAI-6
bovSERPINAI-7
bovSERPINAJ-8

bowSERPINA3-1
bowSERPINA3-2
bowSERPINA3-3
bowSERPINA3-4
bowSERPINA3-5
bowSERPINA3-6
bowSERPINA3-7
bovSERPINAI-8

bovSERPINA3-1
bovSERPINA3-2
bovSERPINA3-3
bowSERPINA3-4
bowSERPINA3-5
bowSERPINA3-6
bovSERPINA3-7
bovSERPINA3-Z

1 10 20 30 40 50 60 70 80
1 |
HRAERTSFLLALGLLYAGIRS-YHCLPEHYVYYKDOHR—-RYDGHTLASSHTDFAFSLYKOLALKHPHKHYILSPLSVSIA
HRAERTSFLLALGLLYAGIRS~YHCLPENYVYYKDAHR—-RYDGHTLASSHTDFAFSLYKBLALKHPHKHYILSPLSVSIA
HRAERLSPLLALGLLYAGIRS=YHCLPEHYVYYKDRHR--RYDGHTLASSHTDFAFSLYKBLALKHPHKHYHFSPLSVSHA
HRAERLSPLLALGLLYAGIRS=YHCLPEHYVYYKDRHR--RYDGHTLASSHTDFAFSLYKOLALKDPHKHYHFSPLSVSHA
HRAERTSFLLALGLLHAGIRS=YHCLPEHYYYKDORR--RYDSHTLASSHTDFAFSLTKOLALKHPHKHYHFSPLSYSHA
HRTERVSPLLALGILYAGLCSRYHCLPEHYTPEEOHKYTSYDGHSLASSHTDFAFSLYKBLALKDPHKHYIFSPLSYSIA
HRTERTSFLLALGLLYSGFCSRYHCLPEHYTPEEOHKGTSYDGHSLASSHTDFAFSLYKOLALKDPHKHYIFSPLSISIA
HRAERHSPLLALGLLYSGLCSRYHCLPENYAPEERHKGTSYDGHSLASSHTDFAFSLYKOLALKHPHKRYIFSPLSISIA

g1 90 100 110 120 130 140 150 160
1 |
LAFLSLGARGSTLTEILEGLKFHLTEIQEKETHHSFUHLLOALNAPSHOLOLSYGHANFYOEELKLLDKFIEDAQYLYSS
LAFLSLGARGSTLTEILEGLKFHLTEIQEKETHHSFUHLLOALNAPSHOLOLSYGHANFYOEELKLLDKFIEDAQYLYSS
LAFLSLGARGPTLTEILEGLKFHLTETQETOTHOGFOHLL OALNRPRHOLOL SYGHANFYQEELKLLDKFIEDARYLYSS
LAFLSLGARGPTLTEILEGLKFRPTEIQETOTHOGF OHLL OALNRPRHOLOL SYGHANFYQEELKLLDKFIEDARYLYSS
LAFLSLGARGPTLTEILEGLKFHLTETQETOTHAGFUHLL OALNRPSHOLOL SYGHANFYQEELKLLDKFIEDARYLYSS
LAFLSLGAHGPTYTEILEGLKFHLTETPETETHOGFUHLLOTFHAPSHOLOL SYGHATFYQEELKLLDKFIEDARYLYSS
LAFLSLGAHDHTYTEILEGLKFHLTETPETETHOGFUHLLOTFHAPSHOLOL SYGHANFYSEELKLLDKFRKDAREAFYAS
LAFLSLGARGP TYTEILEGLKFHLTETPERETHOGFOHLLOHLSRPSHELOLSYGHTHFYQEOLKLLDKFREDALALYTS

161 170 180 190 200 210 220 230 240
1 I
ERFPTHFROSEAARSLIHDYYKHKTAGKIEELFKYLSPRTELYLYHYIYFKAOHKTPFOPKHTEQREFHYSDHKTYEYPH
ERFPTHFROSEAARSLIHDYYKHKTOGKIEELFKYLSPRTELYLYHY IYFKAOHKTPFOPKHTEQREFHYSDHKTYEYPH
EAFPTHFROPEAAKSLINDYYKNKTOGKIEELFKDLSPRTELYLYHYYYFKAOHKTRFOPKHTEQREFHYSDHKTYEYPH
EAFPTHFROPEAAKSLINDYYKNKTOGKIEELFKOLSPRTELYLYNYYYFKAOHKTRFOPKHTEQREFHYSDHKTYEYPH
EAFPTHFROSEAARSLINDYYKNKTOGKIEELFKYLSPRTYLYLYNYIYFKAOHKTRFOPKHTEQREFHYSKHKTYEYTH
EAFPTHFROPEAAKSLINDYYKHKTOGKIEELFKOLSPRTELYLYHYYYFKAOHKTRFOPKHTEKTEFHYSDHKTYEYPH
E¥LSTHFKDSEAAYKLIHEYYKHE THGKIEKLFHDLDYL THLILYHY IFFKAOHKTPFHPHHTYESEFHYSONERYIYPH
EAFSTHFKDPETAKSLINDYYKHK TRGKIVDLFKDLOPLTRYILYHY IYFKAUHRTPFOPKATYKSOFHYSKHKTYEYPH

241 250 260 270 280 290 300 310 320
1 I
HTL=DLETPYFROEELGCTLYELTYTSHOSALFILPDEGKHRDLEAKL TPETLTRHRHSLAPRRIHELYLPKFSIKSHYE
HTL=DLETPYFROEELGCTLYELTYTSHOSALFILPDEGKHRDLEAKL TPETLTRHRHSLAPRRIHELYLPKFSIKSHYE
HTL=DLETPYFROEELGCTLYELTYTSHOSALFILPOKGKHADLEAKL TPEHL TRHRHSLAPRRIHELYLPKFSIKSHYE
HTL=DLETPYFROEELGCTLYELTYTSHOSALFILPOKGKHADLEAKL TPEHLTRHRHSLAPRRIHELYLPKFSIKSHYE
HTL=DLETPYFROKELGCHLYELTYSSHOSALFILPDEGKHODLEAKLTPETLTRHRHSLAPRRIHELYLPKFSIKSHYE
HTL=DLETPYFROEELGCTLYELTYTSHOSALFILPOKGKHADLEAKLTPEHLTRHRHSLAPRRIHELYLPKFSIKSHYE
HTLY-LETPYFROEELGCTLYELTYTSHOSALFILPDEGKHADLEAKLTPETLTRHRHSLAPRLIHRLRLPRFSISSHYO
HSIGDLYTPYFROEELDCTLYELTYTSHOSALFILPDEGKHADLEAKLIPENLTRHRESLYPRGIHELHLPRFSIATOYK

321 330 340 350 360 370 380 390 a0
1 1
LHDILSOLGIRKIFA-HADLSGITGTADLYYSOYYHGARLDYDEEGTEGAARTGISHERTIL--RITYRYHRPFLIATYL
LHDILSOLGIRKIFA-HADLSGITGTADLYVYSOYYHGARLDYDEEGTEGYARTGIGIERTFL--RITYRYHRPFLIAYYL
LHOTLSOAGIKKIFT-DADLSGITGTADL YVYSAYYHGARLDYDEEGTEGAARTGIGIERTFL--RITYRYHRPFLIAYYL
LHOTLSOAGIKKIFT-DADLSGITGTADL YYSAYYHGARLDYDEEGTEGAARTGIGIERTFL--RITIYRYHRPFLIAYYL
LHOTLSOAGIKKIFT-DADLSGITGTADL YVSAYYHGARLDYDEEGTEGAARTGIGIERTFL--RITYRYHRPFLIAYYL
LHDTLSOHGIKKIFT-ADALSGITGTADLYYSOYYHGARLDYDEEGTEGAARATGIGIERTFL--RIIYRYHRPFLIAYYL
LKDILSOLGIKKIFTSORDFSGITODHKLAYSHY THKAYLDYGEEGTEGARY TAVYHATSSLLHTLTYSFHRPFLLSIFC
LKDILSOLEIKKYFTOERDLSGITODHELEVSOYYHKAYLDYGEEGTEGAARTGYKYGITSINHHIPLSFHRPFLIATIYL
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KOTASITFLGKYTHPSER
KOTASITFLGKYTHPSER
KETOSITFLGKYTHPKER
KDTOSITFLGKYTHPSOAR

Figure 64 : Homologie de séquence des proteines codées par les 8 genes : les amino-acides en
rouge sont les mémes pour toutes les bovSERPINA3s.
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mélange FI et FIl (Figure 65b2) montre un profil similaire avec en plus des spots de plus
faibles masses moléculaires qui pourraient correspondre aux bovSERPINA3-7 et A3-8 dont la

masse moléculaire est plusfaible et serait voisine de 50 kDa.
Enzymes cibles potentielles des serpines A3-1 et A3-3

Des éudes in vitro de leurs propriétés inhibitrices ont conduit a tester une serie de proteases
appartenant aux familles des serine et cystéine protéases. Leur ability & inhiber efficacement
une protéase est estimée par détermination de la constante de vitesse d’association (Kass)de

I’inhibiteur al’enzyme.

Comme le montre le tableau 21, les 2 serpines inhibent fortement I’élastase et latrypsine (Kass
>10°) et & un degré moindre la plasmine et la chymotrypsine. L’inhibition de ces derniéres
enzymes n’est passuffisamment forte pour pouvoir avoir une sgnification physiologique (Kass
£ 10%).

k
Serpine (I) + Enzyme (E) I_—w_> Complexe El + Pept. C-ter Serpine clivée

——
Kdissoc

Kass === Kdissoc

Selon le schéma ci-dessus, la vitesse de dissociation du complexe (Kgissoc) €tant négligeable
par rapport a la vitesse d’association, I’équilibre de la réaction est trés fortement orienté vers
la formation du complexe. Ceci traduit une grande stabilité du complexe avec aucune
dissociation indétectable pendant une période variant de quelques minutes a plusieurs
semaines. Rappelons que le complexe formé est consécutif a la stabilisation de ce dernier par

une liaison covalente entre les deux entités (voir ci-apres).

Parmi les protéases cibles identifiées dans ce travail, aucune n’est exprimée dans la cellule
musculaire. Nous avons donc entrepris de rechercher d’autres enzymes cibles qui, comme les
serpines que nous avons étudiées, présentent une localisation intracellulaire et une distribution

tissulaire trés large (Tassy et al., 2005).
3. Lesserpines: caractéristiques générales et mode d’inhibition

Les serpines sont des protéines globulaires riches en feuillets Beta et porteuses d’une

boucle en C-terminale qui est extérieure a la protéine responsable de la grande instabilité de
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Figure65. Fractionnement, par gel filtration sur Sephadex G100 superfin (5 x 100 cm), d’un
extrait brut de muscle et profil en éectrophorése 2D des 2 principales fractions Fl et FlI.

Tableau 21 : protéasesinhibées par les serpinesbovines A3-1 et A 3-3

bovSERPINA3  bovSERPINA3

Proteinase enzymeclass -1kas(M's?)  -3kas(M's?)
Elastase Serine 2.4 x 10" 1.3x 10°
Trypsin Serine 39 x 10° 6.7 x 10°
Plasmin Serine 1.8 x 10° 2.7x10°
Chymotrypsin Serine 1.0 x 10° 9.0x 10°
Cathepsin G Serine N.I. N.I.
Thrombin Serine N.I. N.I.
Kdlikrein Serine N.I. N.I.
Urokinase Serine N.I. N.I.
Plasminogen
activator Serine N.I. N.I.

Papain Cysteine N.I. N.I.
Cathepsin B Cysteine N.I. N.I.
Cathepsin L Cysteine N.I. N.I.

N.l., no inhibition detected.
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cette famille de protéines (Figure 66a). Cette boucle contient le site actif responsable de
I’activité inhibitrice et va avoir tendance a s’insérer dans la partie globulaire de la protéine
porteuse de cette boucle ou d’une seconde serpine (cause de phénomenes de polymeérisation).
Aprés clivage par I’enzyme, cette boucle s’insére comme montré dans la Figure 66b. Si on
considere le couple enzyme-inhibiteur (Figure 66c), des que la liaison est coupée, la boucle
vasinsérer entre les feuillets beta, entrainant avec elle I’enzyme qui va subir une déformation
importante et devenir incapable de poursuivre le processus d’hydrolyse (Figure 66d). Ce
processus catal ytique restera donc bloqué au stade appelé acyl-enzyme qui correspond a une
association covalente des deux protéines. Le caractere covalent de la liaison entre I”inhibiteur
et I’enzyme conduit a un complexe irréversible dont la durée de vie varie entre quelques

minutes a plusieurs semaines.

Ce processus est identique pour toutes les serpines connues a ce jour et semble également
étre le processus utilisé pour inactiver les cysteines proteases (Swanson et al., 2007). Pour de
plus amples informations sur les mécanismes d’inhibition des sérine protéases par les
serpines, les lecteurs sont invités & se reporter a la synthése trés compléte publiée en 2002 par
Gettins.

4. Enzymes cibles potentielles identifiées au niveau cdlulaire

Parmi les nombreuses protéases testées et connues pour étre largement distribuées dans les
organismes vivant et pour étre intracellulaires, le seul groupe de peptidase fortement inhibés
par ces serpines se sont avérées étre les caspases, familles trés particulieres de cystéine
protease qui sont miltimériques et qui jouent un réle prépondérant dans le processus de mort
cellulaire ou apoptose. Ces inhibiteurs forment avec les caspases des complexes stables apres
préparation des échantillons pour analyse en électrophorése en conditions dénaturantes,
préparation qui nécessite la dénaturation des protéines en présence de SDS par chauffage &
90-100°C pendant 5 minutes.

Nous reviendrons ultérieurement sur la capacité de ces serpines a inhiber les cagpases

initiatrices et exécutrices et sur la caractérisation cinétique de leur interaction.
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Figure 66. Schéma de principe d’action des Serpines
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2.3 Conclusion

Les observations décrites précédemment nous ont conduits areconsidérer le concept actud de

latransformation du muscle en viande. Si on admet :

1. que les inhibiteurs de serine protéases qui ont éé identifiés comme les melilleurs

marqueurs de la tendreté ultime de la viande bovine dans le cas présent,
2. que cesinhibiteurs sont des inhibiteurs de caspases,

3. que les caspases sont les moteurs de I’ apoptose et donc de la mort cellulaire, ce qui est
aujourd’hui démontré (Taylor et d., 2008),

La seule conclusion qui s'impose est d’admettre que dés la mort de I’animal, les cellules
musculaires vont s’engager sur la voie de la mort cellulaire par apoptose. C’est ce que nous
avons voulu montrer dans la publication N°1 qui insiste sur le fait que cette nouvelle
conception de la transformation du muscle en viande apportent des réponses a de nombreuses
questions en suspens depuis des décennies et pour lesquelles des explications scientifiques

cohérentes n’ont jamais été proposées.
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Chapitre I11: MISE EN PLACE DU PROCESSUS
D’APOPTOSE JUSTE APRES LA MORT DE
L ANIMAL

1. Préambule

La mort cellulaire programmée, processus mis en évidence dans les années 1970 par
Kerr et a. (1972) et dont les protéases responsables ont été identifiées dans les années 1990-
95 (Alnemri et al., 1996), est maintenant relativement bien connue. Si tous les intervenants ne
sont pas encore identifiés, la connaissance des mécanismes impliqués dans |’apoptose est
aujourd’hui suffisante pour que nous puissions intégrer cette information dans I’é&ude du

processus de maturation des viandes.

Il est en effet clair que I’entrée des cellules musculaires en apoptose est un fait qu’il
est difficile de contester compte tenu des conditions environnementales qui existent apres la
saignée de I’animal. C’est un passage obligé pour I’ensemble des cellules et des tissus de

I’animal qui vient d’ére abattu et, cela, quelle que soit I’espéce considérée.

L analyse des conséquences du processus apoptotique par rapport aux connaissances
gue nous en avons in Vvivo, goporte des réponses a de nombreuses questions posées, depuis
longue date, par tous les scientifiques impliqués dans I’étude du processus de transformation
du muscle en viande. Méme s la participation de ces peptidases n’explique pas tout, il est
probable que son intervention trés précoce est un éément essentiel facilitant I’action des
autres systémes protéolytiques. Il est donc temps aujourd’hui de se remettre en question et
d’intégrer toutes les connaissances disponibles dans notre réflexion sur I’attendrissage des
viandes et sur les marqueurs prédictifs potentiels de cette qudité essentielle pour les

consommateurs que NoUs Sommes tous.

La recherche de prédicteurs biologiques de la tendreté et des autres qualités de la
viande est une nécessité absolue pour valoriser au mieux les carcasses en les orientant,
rapidement aprés |’abattage, vers une utilisation optimale sur la base de leurs qualités
potentielles. C’est auss une nécessité absolue pour pouvoir incorporer les qualités de la

viande dans les programmes de sélection génétique. Comme nous I’avons vu, dans le schéma
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traditionnel de transformation du muscle en viande, il serait donc nécessaire de rajouter une
étape avant la phase de rigor mortis qui correspondrait a la phase de mise en place de la mort
cellulaire et de I”apoptose avec toutes les consequences qui lui sont associées et ses effets sur

les phases de rigor et de maturation, qui sont aujourd’hui totalement inconnues.

Comme aucune preuve de la mise en place de |’apoptose dans le muscle postmortem
n’existait, il nous falait donc trouver des arguments solides pour prouver notre hypothése. Ce
travail fut réalise lors de mon s§our pendant 18 mois a I’INRA de Clermont Ferrand et a
conduit a la rédaction d’une seconde publication que nous avons soumise (résultats en
attente).

2. Lechoix des paramétres pour atteindre notre objectif

Dans le chapitre précédent nous avons fait le tour des modifications qui caractérisent le
processus d’apoptose. Parmi ces modifications nous avons choisi de suivre I’évolution des

marqueurs suivants :

- Larétraction cellulaire

- L’ externalisation des groupements phosphatidyl serine

- L hydrolyse de I’actine, premiére protéine cible des caspases
- Ladégradation de |’ ADN

Avant de discuter et de conclure sur ce theme, nous consacrerons la derniere partie du
chapitre 111 pour présenter quelques résultats complémentaires sur ce ujet, résultats obtenus
par Delphine MEILHAC dans le cadre de son Master 1%® année que j’ai co-encadré, pendant

mon s§our a Clermont Ferrand, avec Mr Ouali.
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ABSTRACT:

Several reports previoudy suggested a contribution of caspases, a protesase family considered
as the driving motor of apoptoss, to postmortem proteolysis. The signification of the cagpases
implication in muscle proteins degradation is that the cells are dying through apoptosis, a
major cell death programme. Our purpose was therefore to verify this statement using
different well known hallmarks of the apoptotic process including cell shrinkage,
phosphatidylserine (PS) externalization, DNA fragmentation and actin degradation. Cells start
to shrink few minutes after animal death and reach a maximum shrinkage about 24h
postmortem while they showed the typical rounding appearance of apoptotic cells.
Externalization of PS is detectable within 1h postmortem and increased gradudly with time.
As expected, DNA fragmentation was not observed in muscle fibres nuclei but only in
mononucleated cells. Finally, we report a degradation of actin leading to the time course rise
of a 32 kDa actin-fragment characteristic of the action of caspases. The present work is
therefore the first to provide direct evidence supporting the onset of apoptosis in post-mortem
muscle. The present findings should lead us to reconsider as a whole, the mechanisms
contributing of the development of meat qualities (tenderness, flavor, juiciness ...) by a
detailed analysis of the apoptosis associated biochemical and physiological modifications
taking place within the cells.

Keywords. apoptose, phosphatidylserine, cell shrinkage, rat muscle

152



INTRODUCTION

Over the last years, several reports suggested a contribution of caspases, especially
caspase 3, to the overall proteolysis taking place in postmortem muscle. After perfusion with
the cagpase inhibitor Z-VAD-fmk, a reduction in tilapia muscle toughness was thus reported
by Ishidaet al. (1). Similarly, a significant reduction of proteolysis in chicken skeletal muscle
was observed upon treatment with a specific caspase 3 inhibitor whereas calpain activity was
unchanged over the whole treatment length (2). On the other hand, Kemp and Parr (3)
demonstrated the high sensitivity of myofibrils to the action of caspase 3. These findings are
in good agreement with the concluson of Camou et a. (4) who reconsidered the role of
capains in postmortem muscle and concluded their investigations by stressing that other
proteolytic systems than calpains are involved in postmortem proteolysis and pore specialy
caspases. Hence, caspases contribute very likely to postmortem proteolysis.

Caspases are a family of cysteine proteases comprising a dozen of different closely
related proteins encoded by different genes. Members of the caspase family are mainly
involved in inflammation (caspases 1, 4, 5 and 11) and gpoptosis. Regarding apoptosis, two
subgroups of caspases are distinguished according to their function in this process: (a)
initiator caspases which initiate the process (caspases 2, 8, 9, 10 and 12) and (b) effector
caspases which are implicated protein degradation and cell dismantling (caspases 3, 6 and 7)
(reviewed in 5-7).

The activation of effector caspases requires the preliminary initiation apoptotic process
by specific stimulus. Upon initiation of the apoptotic process, one or several initiator caspases
are activated and these will in turn activate, through limited proteolysis, the effector caspases.
The effector caspases will then degrade cellular proteins up to total cell dismantling.

After animal bleeding, the dynamic regulation of the biological processes existing in
the living cellswill not be efficient anymore and if the apoptotic processis set up postmortem,
it will be very probably never fully completed. There is two mgor reasons supporting this
assumption: (&) the physicochemical conditions (pH, osmotic pressure,...) which will change
unfavorably and (b) because of the lower efficiency of the supplying energy pathways, the
energy needs for afull completion of the process will probably not be fully covered.

Although several sets of evidence suggested the contribution of capases to postmortem

proteolysis, especially of caspase 3, the onset of the apoptotic process in postmortem muscle
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has never been clearly established. The purpose of the present work is to fill in this gap and
provide experimental data demonstrating that apoptoss is set up in postmortem muscle. To
achieve this goal three major changes characterizing the apoptotic process (reviewed in 8)
have been selected and tested in postmortem rat muscles: (a) cell shrinkage and rounding; (b)
phosphatidylserine externdization and (c) specific DNA fragmentation. Amongst the
associated biochemical changes, we followed the time course degradation of actin, one of the
first substrate targeted by caspases in apoptotic cells. Actin degradation which is used as a
marker of apoptosis has been also investigated. The whole set of findings reported in this
paper led us to conclude that the apoptotic process starts to be set up in the first few minutes

postmortem and progresses then during time.

MATERIALS AND METHODS

Animals and muscle sampling. Five 10 to 12 weeks old Wistar rats provided by the
research center rat breeding group were used in the present work. Animals were anesthetized
by intra-peritoneal injection of sodium pentobarbital (0.1ml/100g of rat weight) and then
killed by decapitation. For each animal, Gastrocnemius (red muscle) and Plantaris (white
muscle) muscles were excised from the left hind leg within 1h postexanguination. The
muscle from the right hind leg was maintained on place and excised 24h postmortem after
storage of the carcass at 10°C for 5 hours and then at 4°C up to 1 day postmortem. These two
muscles were used to study the extent of cell shrinkage and rounding together with the
phosphatidylserine externalization. Because more samples were needed for DNA
fragmentation studies, this experiment was performed on a larger muscle, namely rat
Longissmus muscle, from which samples were taken at each predefined times postmortem

from the left side and then from the right side of the carcass.

Muscle cells shrinkage. Muscle strips from Gastrocnemius and Plantaris muscles
were immersed in 4% paraformaldehyde and 0.1% glutaraldehyde in 0.1M sodium
phosphate buffer, pH 7.4, for 45 min at room temperature. After 3 washes with PBS
buffer, samples were bathed in 30% sucrose in PBS buffer up to equilibrium. Blocks were
mounted in a Reichert Frigocut 2800 (Leika, Heidelberg, Germany) and frozen in situ at -
20°C. Thick transverse sections of about 10 um were cut and observed without any
additional staining or treatment with an Axioplan 2E Zeiss light microscope (Zeiss, Lyon,

France).
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Estimation of the Extent of shrinkage. The estimation was carried out on samples
excised just after bleeding from rat Longissimus muscle, a larger muscle enabling analysis of
a greater number of samples. Samples were prepared for microscopy examination as
described above for cells shrinkage. The contrast of the image was adjusted in order to
identify clearly the cell limits using Corel Paint Shop Pro X application from Macromedia
(Paris). After printing the image presented in Figure 1, cells were cut out with or without the
associated extracellular space and pieces of paper corresponding to the cell alone (grey (G)
area in Figure 1) and to the cell plus the extracellular space (grey (G) +black (B) area in
Figure 1) were weighted. The extent of shrinkage was calculated using the following
equation:

Shrink= (1-(G/(G+B)))* 100

where “Shrink” is the extent of shrinkage (%), “G”, the weight of the cell aone and (G+B),
the weight of the cell plus the associated extracellular space. Measurements were carried out
on 1 to 3 cells per cut and 5 cuts were analyzed for each animal. A total of 52 fibers were
analyzed on samples prepared within the first 10 min after animal decapitation. As areference
we used the cell volume for a negligible extracellular space (B=0 and cell weight= B+G).

Phosphatidylserine externalization and Laminin labeling. Phosphatidylserine
externalization was investigated using 2.5 x 6 mm strips from Gastrocnemius and Plantaris
muscles. These samples were dretched and fixed with needles on cork plates before
immersion in 1% (v/v) paraformadehyde, 0.1% (v/ V) glutaraldehyde, 0.1 M sucrosein 0.1
M sodium phosphate buffer, pH 7.2, for 15 min at room temperature. FITC-Annexin V
Conjugate (Sigma-Aldrich A9210, Saint-Quentin Fallavier, France) was used for
Phosphatidylserine detection. After three washes with PBS buffer for 5 min, muscle strips
were incubated in PBS buffer containing FITC labeled Annexin V (1.8 pg/ml) for 24h at 4°C
and kept overnight in the dark upon mild irring. One strip was used as a control and
similarly incubated in the same buffer but in the absence of Annexin V. After three washes
with PBS buffer for 5 min, muscles were cut into small pieces (1 x 3 mm) paradlel to the fibre
axis. These small cuts were frozen at -160°C in isopentane immersed in liquid nitrogen and
subsequently kept at -80°C until use. Transversal sections (10 pm) were then cut using a
Reichert Frigocut 2800 (Leika) and dried in the dark a room temperature before fixation in
PBS buffer containing 2% formol. Thin Annexin V labeled cuts were then treated for Laminin
labeling as previoudy described (9), using a rabbit anti-Laminin (Sigma-Aldrich) primary

155



antibody (dilution: 1/100) followed by the addition of a cyanine 3 conjugated goat anti-rabbit
IgG (dilution: 1/150) as the secondary antibody (Santa Cruz SC-5879, Santa Cruz
Biotechnology Inc., Heidelberg, Germany). Finally, sections were mounted on glass dides in
Mowiol and observed by using an Axioplan 2E Zeiss light microscope. FITC-Annexin V

conjugate was revealed usng Ae« 488 nm and Aemm 530 nm whereas for cyanine 3-goat

antirabbit 1gG conjugate Aexc 554 Nm and Aemm 568 Nnm were used.

DNA fragmentation. Detection of DNA fragmentation was performed using two rat
Longissmus muscles. The first sample was excised from animals anesthetized by intra-
peritoneal injection of sodium pentobarbital (0.1ml/100g of rat weight). The animal was then
immediately killed by decapitation. The muscle was maintained on the eviscerated and
dressed carcass. Next samples were taken from the muscles maintained on the carcass at
different sampling time (2, 15, 30 min; 1, 2, 4, 7, 24 and 48h postmortem). Thin cuts were
prepared as described above and stained using the traditional Hematoxylin/ Erythrosin
method. Fragmented DNA was revealed using a monoclona antibody (apostain, AbCys s.a,
Paris) recognizing specifically mono stranded DNA fragments of regular length characterising
apoptotic cells. Detection of fragmented DNA was carried out according to the

recommendation of the manufacturer AbCys.

Preparation of samples for electron microscopy: For routine ultrastructura studies,

rat muscle samples were treated as previously described (10).

Actin degradation. Time course degradation of actin was investigated using rat
Longissmus muscle from 5 animals. After anima bleeding, muscle was maintained on the
carcass and samples (1.5 to 2 g) for actin analysis and pH measurement excised at 1, 3, 5, 7, 9,
24, 48 and 72h postmortem. Muscle crude extracts were prepared by homogenizing 1g of
muscle in 2ml of 10 mM Tris HCI buffer, pH 7.0, containing 0.1M KCI, 4mM EDTA and
5mM MCE with a polytron homogenizer. An aliquot (10 pl) of the 5000 x g supernatant was
diluted by addition of 5ul 30 mM Tris-HCI buffer, pH 6.8, containing 4% sodium dodecyl
sulfate (SDS) and 1% MCE, heat denatured for 5 min in a boiling water-bath, cooled in cold
water and frozen at -80°C until used. Quickly thawed samples were subjected to SDS-PAGE
(12%) according to Laemmli (11). Western blot were carried out as previously described (12)
and actin fragments revealed using a rabbit anti-actin polyclonal antiserum as the primary
antibody and horseradish peroxidase (HRP) conjugated goat anti-rabbit 1gG as the secondary
antibody. Densitometry was carried out using Unscanit 4.1 from Ritme Informatique (Paris).
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pH measurement. A sample of fresh muscle (0.4 g) was homogenized in 3.6 ml of
cold 5 mM iodoacetate and the pH determined on the suspension using a WTW pH meter
(Amilabo, Chassieu, France) equipped with a combined glass electrode.

RESULTS

Muscle Cells shrinkage. Cell shrinkage which is one of the first steps of the cell death
program (7), has been investigated on both rat Gastrocnemius and Plantaris muscles. Similar
findings were obtained for both muscles. Thus only those corresponding to Gastrocnemius
muscle are presented hereafter. As shown in Figure 2a, afterlh postmortem, some cells are
shrunk (left part of the white line) whereas some other are not (right part of the white line). It
isworthy to remember here that each cell can decide by itself, independently from the others,
to commit suicide by engaging into the cell death program at the right time. This explains
why, within the same cut, the behaviour of each cell can be different. The extra-cellular space
is thus minimal and more regular in the right part of the plate as compared to the left part,

where this space is abnormally large and variable from one areato another.

An estimation of the extent of shrinkage has been performed as described in the Materials
and Methods section on rat Longissmus samples excised just after bleeding. For each sell
examined, the reference is the same cell before shrinkage meaning that shrink =0 and total
cell weight= G+B. On average, cell volume decreased by about 20% (20 + 6 %). age This
shrinkage results very likely from the cytoskeletal induced traction forces on the cell

membrane with a concomitant water out flux towards the extracellular space.

The intensity of the forces concerned at the time of the celular retraction is sufficiently
important to cause wrenching of anchorage structures (costameres, integrins, ...) from the
membrane. They also cause a retraction of all intracellular organelles contributing, at least
partly, to their dysfunctions. This feature is illustrated in Figure 2b for a 2h postmortem
sample from Gastrocnemius muscle showing a clear release (black arrow) of part of the
membrane corresponding to the costamere region, the membrane fragment being still
anchored to the transversal intermediate filaments emanating from the Z-line (open
arrowhead).

Figure 2c presents a cut from the same Gastrocnemius muscle at time 24h postmortem.
After 24h, all cells are shrunk and extra-cellular space increased significantly, suggesting a
time-dependent progress of the cell death process. Another interesting feature is that, in the
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24h postmortem sample, amost all fibres showed the typical rounding appearance of cells
dying by apoptosis (7).

Phosphatidylserine externalisation. Analysis of phosphatidylserine externalisation was
performed on both rat Gastrocnemius and Plantaris muscles and, as no difference was

observed, only results of the former muscle are presented herein.

Besides cell shrinkage, another characteristic feature of apoptosis is the externalization of
phosphatidylserine (PS), a class of acidic phospholipids normally located on the internal
leaflet of the lipid bilayer. However, in some physiologic conditions, the internal PS is
exposed to the externa surface especially in dying cells (13-16). Phosphatidylserine (PS)
externalization is thus regarded as one of the earliest hallmarks of cells undergoing
programmed cell death (17). In living organisms, macrophages recognize the PS externalized
cells through a specific PS receptor, resulting in a possible contribution of macrophages to the
target cell dismantling (18).

To comfort the idea that the onset of the cell death program takes place immediately after
bleeding, an assumption supported by the intense cell shrinkage observed as soon as 1h
postmortem, redistribution of PS has been investigated on small muscle fibers bundles using a

FITC labeled specific PS-binding protein, Annexin V, as a specific probe.

To attest the extracellular location of PS, we referred to Laminin, a mgjor component of
the basal lamina. In living cells, the primary function of the Laminin protein family is the
anchorage of the plasma membrane to the extracellular matrix. Hence, these proteins are
located in the vicinity of the external leaflet of the plasma membrane (19) and constitute an
interesting internal control to verify that the PS labeling is extracellular and not intracellular.

Small muscle fiber bundles taken at 1h (Figure 3A) and 24h (Figure 3B) postmortem were
incubated with FITC-labeled annexin V for 24h and then frozen. Frozen cuts obtained from
the Annexin V labeled samples (Figure 3-Al) were then treated with a primary rabbit
Laminin antibody, revealed with a FITC-labeled goat anti-rabbit secondary antibody (Figure
3-A2) and examined under the light microscope for Annexin V and Laminin fluorescence.
Note that serial thin cuts were obtained from the central part of the frozen sample avoiding the

peripheral fibers which can be damaged during preparation of the sample.

As depicted in Figure 3-A1 (1h postmortem sample) and 3-B1 (24h postmortem sample)

analysis of the Annexin V distribution in transversal muscle thin cuts led to a specific green
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fluorescent labeling of the periphery of the fibers. In addition, the labeling intensity appeared
to be greater in the 24h postmortem sample suggesting a time course progress in the PS
externalization during the first 24h post-exsanguination. No fluorescence was detected in
fibers treated with the same buffer in which Annexin V was omitted (Figure 3-A4).
Immunostaining of rat muscle fibers prepared 1h (Figure 3-A2) or 24h (Figure 3-B2)
postmortem with a Laminin rabbit polyclonal antibody revealed with a cyanin 3 conjugated
goat anti-rabbit 1gG led to specific fluorescent red labeling of the periphery of the fibers.
When the first antibody was omitted, no fluorescence was detected (Figure 3-B4).

Merging images corresponding Laminin and PS labeling led to a yellow color, a result
indicative of a co-localization of Laminin and PS-bound Annexin V. Such color change was
observed both at 1h (Figure 3-A3) and 24h (Figure 3-B3) postmortem samples. The co-
localization of both antigens confirms that Annexin V is bound to extracellular PS and not to
intracellular acidic phospholipids. It is noteworthy that the yellow color is more intense in the
24h sample, suggesting an increase in the number of externalized PS between 1 and 24h

postmortem.

The present results clearly indicate that PS groups are externalized in postmortem muscle
as soon as 1h postmortem and that the extent of PS externalization increased between 1 and
24h postmortem. By contrast, Laminin labeling tends to decrease between 1h (Figure 3-A2)
and 24h (Figure 3-B2), afeature indicative of a probable degradation of this protein soon after
death.

DNA fragmentation in postmortem rat Longissmus muscle. For a purpose of clarity, a
more extended discussion will be included in this chapter. Most researches about apoptoss
and, more generally, about the programmed cell death, have been and are till carried out on
mononucleated cells. As aresult, very few are known about muscle cells which greatly differ
from usual cell modelsin that muscle cells are multinucleated. At the functional level, muscle
fibers consist of a series of consecutive segments controlled by different nuclei. Each nucleus
thus governs only one segment and, under certain adverse conditions, each segment will have
a particular behavior being able to be different from the neighboring segments. The use of
DNA fragmentation into regular mono- and oligonucleosomal fragments of about 180bp for
apoptos's detection is highly controversial in muscle tissue. One major reason is that the
number of nuclei concerned during apoptosis is quantitatively highly reduced. As reported by

Adams et al. (20) data on the occurrence of skeletal muscle apoptotic nuclei in human or
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animal disease models indeed range between 0.03% and 2.1% of the total nuclel. In severe
pathological conditions, the TUNEL-positive chromatin-cleavage of muscle fiber nuclei did
not exceed 10% of the total damaged muscle cells (21). Now, what could be expected in

postmortem muscle?

Postmortem, the onset of the cell death programme will occur in a non pathological tissue
and no amplification of the process could be expected as compared to the severe pathological
conditions mentioned before. We observed shrinkage of muscle cells and externalization of
phosphatidylserine, two major hallmarks of cells undergoing programmed cell death but could
we expect to detect DNA fragmentation? According to the findings depictured in Figure 4, the
answer to that question is no but DNA fragmentation was observed in mononucleated cells
present in the extracellular matrix. Although it does not concern muscle cells nuclei, this
observation constitutes another very strong argument to support the onset of the cell death

programme or gpoptosis in postmortem muscle.

As shown in Figure 4b, few minutes after bleeding an important shrinkage of muscle cells
can be observed as compared to the control sample excised from the same muscle on the
anaesthetized animal just before bleeding (Figure 48) where the extracellular space is very
limited and regular from one place to another. This change provides a realistic explanation of

the extracellular space enhancement reported as the pH is still high (22).

In Figure 4c (15 min postmortem sample), DNA fragmentation (dark brown colour) was
detected in a mononucleated cell (probably a fibroblast) located within the extracellular
matrix. Note the important accumulation in the close proximity of other cells which could
correspond to resident macrophages also called ED2 and ED3 macrophages which are known
to be unable to develop any phagocytose activity towards degenerative cells (23).
Interestingly, such resident macrophages can be observed above and below where they
seemed to delineate an empty cell (open arrow). The alignment of these suspected resdent
macrophages around the dyed cells might contribute to their isolation from their neighbours as
soon as they committed to the "suicide" programme. Macrophages are probably attracted by
the cells engaged in apoptosis through the translocation of phosphatidylserine to the external
leaflet of the membrane, the major signal of its suicide status (17). By contrast, no DNA
fragmentation seemed to take place in muscle cells nucleus (closed arrow heads). Moeover,
blood macrophages recognize the PS externalized cells through a specific PS receptor,

resulting in apossible contribution of macrophages to the target cell dismantling (18).
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Figure 4d (24h postmortem sample) emphasized the DNA fragmentation occurring in an
apoptotic mononucleated cell and further confirmed the accumulation of resident
macrophages in the close proximity of the dying cell. In addition, we could suspect that the
area indicated by an open star could be a totally degraded fibre with its altered membrane
(close arrow heads). The fact that total dismantling of muscle fibres can be completed within
the first 24h postmortem, isin total contradiction to our previous statement about the extent of
apoptoss in postmortem muscle (see the introduction section) and is probably a rare
exception calling for more detailed investigations. However, we do not actualy have a clear

overview of what could be expected in postmortem muscle.

Actin degradation. Amongst the biochemical changes associated with apoptosis, degradation
of actin by caspases occurs early in cells undergoing programmed cell death or apoptosis (24-
25) and the generated fragments used as a probe for apoptosis detection (26). On the other
hand, severa groups have observed a degradation of actin in postmortem muscle (27-30).
Considering these findings, it was decided to follow the degradation of actin in postmortem
rat Longiss mus muscle by western blotting and densitometry quantification of the major band
observed with a Mr of 32 kDa.

After SDS-PAGE analysis of total muscle extracts prepared at various sampling times,
proteins were revealed using a polyclonal anti-actin antibody. The major actin degradation
product identified showed a Mr of about 32 kDa (Figure 5b).

Identity of this fragment was established by MALDI-TOF mass spectrometry analysis. The
peptide finger prints of the purified protein fragment (Figure 5a), matched with the muscle
alpha actin sequence (SwissProt ID: P68133). The coverage of the mature actin sequence was
about 50% and the identified peptides were widely distributed aong the sequence (from Ala
29 to Arg 372) suggesting that this 32 kDa band is a mixture of different actin fragments of
similar Mr. This was supported by the identification of two actin fragments of 31 and 32 kDa
after caspase in vitro digestion of this protein (25).

The 32 kDa fragment observed in postmortem rat muscle (Figure 5b) was quantified by
densitometry and the relative amount of this fragment plotted versus time together with the
pH drop profile (Figure 5¢). According to the results presented here, the amount of the 32 kDa
actin fragment increased exponentially after animal death and reached its maximum level as
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the pH achieved its ultimate value. Both parameters, i.e. density of the 32 kDa band and pH,
were found to be highly correlated to each other (coefficient of determination r’=0.89).

DISCUSSION

Since the beginning of the present decade, several reports suggested a contribution of
caspases, especially caspase 3, to the postmortem proteolysis (1-2, 4). On the other hand,
caspases are the driven motor of the programmed cell death by apoptos's development. The
present work intended therefore to obtain evidence supporting the onset of the apoptotic

process in postmortem muscle.

The concept of apoptosis was introduced by Kerr et a. (31) to indicate a form of cellular
death totally different from necrosis, from both the morphological and biochemical points of
view. In muscle tissue, chronological events conducting to apoptosis are the same than in
mononuleated cells which are usual models for such studies (32). As previously reviewed (8),
in contrast to necrosis often considered as a ‘‘disordered’’ celular death, apoptosis is
regarded as an ‘‘ordered’’ cellular death proceeding through a series of chronological and
strictly regulated events:

Dying cells lose their contact with neighboring cells and signal their status by
externalization of phosphatidylserine which are normally located on the inner leaflet of
the membrane.

Concomitantly, the general condensation affecting the dying cells and their organelles
led to an intense shrinkage and a significant reduction in the cell volume together with
an increase in the extracel lular space.

Mitochondria undergo severa major modifications leading to a release of pro-gpoptotic
proteins including cytochrome c.

After condensation of the nucleus, chromatin is cleaved in regular fragments of
approximately 180 pairs of bases.

According to Green (33), programmed cell death isarapid process taking place within few
minutes to few hours. Hence, if apoptosis set up in postmortem muscle, the first characteristic
changes induced by process would be detectable soon after animal death. Four of the above
hallmarks of apoptosis, including cell shrinkage, phosphatidylserine externalization, DNA
fragmentation and actin degradation, were therefore investigated.
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It was shown that cell shrinkage is detectable few minutes after exsanguination and that
this change progress over time to reach its maximum about 24 hours postmortem. For samples
excised within 1h postmortem, the cell volume decreased by about 20% but all cells are not
concerned at the same time, comforting the idea that each cell decides when it will commit to
suicide and engages into the cell death programme. After 24 hours, all cells are shrunk and all
have the rounding shape characterizing apoptosis. Cell shrinkage led to an important increase
in the extracellular space. This increase in the extracellular space was generally ascribed to a
decrease in the capacity of myofibrillar protein to bind water during the acidification of
muscle and the consequent pH drop (34). The causes of the large raise of the extracellullar
space in postmortem muscle would have to be reconsidered in the light of the present
findings.

One of the major consequences of cell shrinkage is the strong constraints supported by the
anchorage structures associated to the plasma membrane (costameres, integrins,..) which can
be strongly altered. As illustrated in the present work, costameres are sometimes wrenched
from the membrane while they are still attached to the transversal intermediate filaments
emanating from the Z-line. This limited opening of the membrane will facilitate water flux
towards the extracellular space.

The second hallmark of apoptosis considered was the externdization of phosphatidylserine
(PS) which move from the inner to the outer leaflet of the plasma membrane. Using FITC-
labeled Annexin V as a specific probe of these acidic phospholipids, it was shown that a
strong green labeling was noted in the vicinity of the membrane. To attest the extracellular
location of PS, we referred to Laminin, a magjor component of the basal lamina located in the
vicinity of the external membrane leaflet, which ensures the connection of the extracellular
matrix to the cell membrane. Laminin was labeled with a specific antiserum and revealed
using a cyan 3-conjugate secondary antibody (red color). When the fluorescent images were
merged the color changed to yellow indicative of a co-localization of the proteins, i.e.
Annexin V and Laminin. In addition, we noted a decrease in the Laminin labeling intensity
probably suggesting a probable alteration of this protein over the first 24h postmortem. In
contrast, intensity of PS labeling seemed to increase over this time laps suggesting a time

dependent raise in the number of PS group transferred on the outer leaflet.

The last hallmark of apoptosis studied was the degradation of DNA into standard fragment
of about 180bp. In the literature, it was emphasized that fragmentation in muscle cell DNA is
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only observed in severe pathological conditions (20-21). Hence, we were not expecting to
detect DNA fragmentation in muscle nuclei. However, in apoptotic cells, this process will
equally concern muscle and mononuleated cells in which DNA fragmentation could be
probably observed. Indeed, whilst no fragmentation was detected in muscle nuclei, several
mononucleated cells nucleus were labelled by apostain, a specific antibody recognizing
monostranded DNA fragments of regular length, indicative of a fragmentation of DNA

characteristic of the apoptotic process.

Taken together, the present findings clearly indicate that after animal bleeding, muscles
will engage more or less rapidly in the cell death program through the onset of the apoptotic
process. Actin is considered to be one of the first protein substrate to be degraded by caspases.
We therefore looked for the time course changes affecting this protein in rat Longissimus
muscle maintained on the carcass, using western blot analysis of crude muscle extracts. We
showed that the amount of the more characteristic 32 kDa actin fragment, a hallmark of the
proteolytic action of caspases, increases exponentially over the first 24h postmortem and
reached its maximum at the rigor completion. The identity of this fragment was established by
Maldi-Tof mass spectrometry peptide finger print. Actin, the major protein of the thin
filaments, is also implicated in the transversal intermediate filaments connecting myofibrilsto
the fiber membrane. Which of this actin is degraded by caspases is unknown but we must
keep in mind that the total amount of the 32 kDa fragment is negligible as compared to the
total actin of the myofiber.

In conclusion, the present work provides, for the first time, indisputable evidence
supporting the set up of apoptosis in muscle immediately after animal death. It has been
further proven that this process affects cell metabolism, oxidative processes affecting proteins,
lipids and meat color, cytoskeletal network degradation. These different events contributing
the development of different meat qualities (tenderness, color, flavor and juiciness) must be
reconsidered in relation with the complex apoptotic induced modifications of cell metabolism
and physiology.

Abbreviations used: EDTA, ethylen diamine tetraacetic acid; FITC, fluorescein isothiocyanate; 19G,
Immunoglobulin; MCE, 2-mercaptoethanol; PAGE, polyacrylamide gel eectrophoresis; PS, phosphatidylsering;
SDS, sodium dodecyl sulfate.
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Résultats et discussion chapitre 111 : Mise en place du processus d’apoptose juste aprés la mort de I'animal

4. RESULTATS COMPLEMENTAIRES

Ces résultats s’inscrivent dans la continuité des résultats de la publication n°2 ce
travail est réalise en commun par Delphine MEILHAC et moi-méme dans le cadre de son
Master 1. Cette expérience nous a permis de testé d’autre marqueur de I’apoptose afin de
connaitre quelle voie est emprunté une fois que le phénoméne est déclenché. Le suivie en
cinétique des ces marquer est fait par I’analyse des westerns blots réalisés sur des extrait de

muscle longissimus dors derat.

Les marqueurs recherchés sont :

La caspases 3 : est une caspase effectrice qui déstructure la cellule lors de la phase
d’exécution de I’ apoptose.

La caspase 8 : est une caspase impliquée dans la phase d’initiation de I’ apoptose

Le cytochrome c: une fois libérer par les mitochondries il va former un complexe
capable d'activer la procaspase 9 laquelle activera, a son tour, les caspases exécutrices.

Donc un bon marqueur du déclenchement du processus d’apoptose.

Au cours de la rédisation de cette partie nous avons également mesuré le pH du muscle,
ains que la concentration des protéines dans le culot et le surnageant ce qui nous amené a des
congatations tres intéressantes qui seront présentées dans nos résultats en plus des résultats

sur larecherche des marqueurs de |’ apoptose par Western blot.

4.1. MODIFICATION PHYSICOCHIMIQUES DANSLE MUSCLE DE RAT

Au court de I’extraction des mitochondries par densitométre, afin de rechercher les
marqueurs de I’apoptose, nous avons observé Apres centrifugation, une variation trés
importante du volume de du tampon d’extraction en fonction du temps de prélévement du

muscle (Figure 67).

Nous avons noté une augmentation importante de la quantité de surnageant récolté
entre 2 et 4h post mortem (Figure 68). L augmentation du volume de liquide relarguer les
premiéres heures ou le pH est encore deve est probablement liée & une rétraction importante

des cellules. Cette chute de rétention d’eau des protéines myofibrillaie es accentuée par la
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Figure67 : Evolution de la quantité de surnageant récolté lorsde I’ extraction
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Figure 68. Evolution du pH et du volume du surnageant de I’extrait musculaire de rat
au cours du temps post mortem



Résultats et discussion chapitre 111 : Mise en place du processus d’apoptose juste aprés la mort de I'animal

vitesse de chute du pH du muscle. Le pouvoir des myofibrilles & retenir I’eau est trés
influencée par la chute du pH post mortem : en S’approchant de leur point isoelectrique, le pH
agit sur les liaisons eau/protéines, qui conduit & une diminution de la quantité d’eau

immobilisée dans le réseau protéiques (Boakye et Mittal 1993)

Nous avons également, observé une augmentation de concentration des proténes
totaes dans le surnageant et le culot. Le dosage des protéines a été fait par la méthode de
Bradford. (Figure 69). Pour les deux fractions, on observe une alure semblable entre les
deux courbes. Tout d’abord, une diminution jusqu’a 2 h post mortem, suivi d’une rapide
augmentation entre 3 et 6 h post mortem (Figure 69). Cependant en remarque I’augmentation
de la concentration des protéines dans le surnageant et beaucoup plus importante que dans le
culot. Donc les protéines en plus tendance a ce solubilisées au cours du temps post mortem
cela pourrait ére Sexpliquer par I’altération de [I’ultra-structure myofibrillaire et
I’affaiblissement des liaisons entre protéines en s’approchant de leurs point isoélectrique, qui

augmenteraient leurs solubilité au cours du temps post mortem.

Plusieurs travaux en démontrer une augmentation de la solubilité des proténes au
cours de la transformation du muscle en viande (Rosset et al., 1984). Cette dégradation est du
a une action enzymatique, principdement celle des calpaines qui sont trés actives aux
premiéres heures post mortem, le pH étant encore élevé (Koohmaraie 1992a; Taylor 1995b ;
Sentandreu et al., 2002). Une fois le pH chute Aprés la mort de I’animd, entrainant la rupture
des membranes des lysosomes et donc une libération des cathepsine. Des études in vitro, ou
les protéines myofibrilles sont incubées avec des enzymes lysosomales, révélent qu’elles sont
capables de dégrader latroponine T, latitine, I’actine, la myosine, I’a-actinine (Mikami et a.,
1987 ; Oudli et al., 1987). Méme s plusieurs des changements post mortem de |’ ultrastructure
du muscle peuvent étre imités par le traitement des myofibrilles avec les extraits lysosomaux,
certains autres telle la diminution de la densité de la ligne Z sont expliqués par le traitement

des myofibrilles avec des calpaines ou le protéasome.

Puisque tous ces changements structurels identifiés dans le muscle post mortem ne
peuvent pas étre expliqués par I’action d’un seul systéme protéolytique, en effet le processus
et multienzymatique impliquant ces systémes et probablement d’autre dont la fonction, dans
le muscle post mortem, est moins bien connu (protéasome, caspases, ...) (Ouali et al., 2006).
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4.2. RECHERCHE DE MARQUEUR DE LA VOIE APOPTOTIQUE PAR WESTERN BLOT
4.2.1. Révélation de I’activation de la caspase3
Dans le monde vivant, toutes les caspases ont une structure trés conservée comprenant :

Un prodomaine N-terminal de talle variable, ayant un role primordial dans les
interactions proténe-protéine, en particulier avec les protéines régulatrices de I’apoptose

Un second domaine qui deviendra, aprés clivage, la grande sous-unité (L pour Large)
et qui porte le dte actif de I’enzyme avec un résidu cystéine (C) et un résidu higtidine (H)

Un troisiéme domaine qui deviendra, apres clivage, la petite sous-unité (S pour small)

et qui aun role conformationnel.

Sous cette forme, I’enzyme est inactive. Pour qu’elle soit activée, I’enzyme doit subir
une maturation au cours de laquelle le prodomaine N-terminal est éliminé. Pour I’activation
de la caspase 3 des clivage de la procaspase 3 génere des fragment de 20, 17 et 11kDa (Liu et
al., 2005). Le poids moléculaire de la procaspase 3 est de 32 kDa (Kemps et a., 2006). La
caspase 3 est une caspases effectrices qui déstructure lacellule lors de la phase d’exécution de

I’ apoptose.

Le Westen blots effectué sur le surnageant et révélé au sérum polyclonaux dirigé
contre la caspase 3 montre une bande de 32 et une bande a 20 kDda qui correspond
respectivement a la procaspase et a I’isoforrme active de la caspase 3 (Figure 70). La forme
active de la caspace 3 apparait a3 h post mortem.

Pour les bandes de hauts poids moléculaires entre (35 et 75kDa) et entre (150-250
kDa), elles représentent des formes complexées de la caspase 3 avec des inhibiteurs

endogenes.

Le Western blots révélé ala caspase 3 réalisé sur le culot qui contient normalement les
extrait de mitochondrie et tout les organites de la cellule, révélé la méme bande de 20 kDa la
forme active de la caspase 3 (Figure 71). Cette forme est présente dans la cellule musculaire
avant la mort de animal, I’intensité de cette bande augmente apreés la saigné de animal avec

I’apparition & 2h post mortem de deux autre bande a poids moléculaire de 21 et 25 kDa
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Figure 70 Western blots réalisé sur les surnageant de rat avec I’anticorps polyclonaux dirigé
contre la caspase 3. Ant. représente le prélévent avant lamort de animal TO,... T48 représente
les différents temps de prélévements aprés la saigné de I’animal
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Figure 71 Western blots réalisé sur le culot de rat avec I”anticorps polyclonaux dirigé contre
la caspase 3 Ant. représente le prélévent avant lamort de animal TO,...T48 représente les
différents temps de prélévements apres la saigné du rat
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Une bande 11 kda apparait &8 h post mortem elle représente une autre forme active de
la caspase 3, (zone en rouge Figure 71). Cette forme d’isoforme active de la caspase 3 a été

rapporté par Liu et a., 2005.

En remarque que la procaspase 3 n’est pas présente dans le culot (zone verte de la
figure70 et 71) comparativement au western du surnageant ou en retrouve le liquide intra et

extracellulaire et tout les ééments de cellule musculaire a faible poids moléculaires.

Cette différence de forme présente entre les deux fractions du culot et surnageant
pourrai ére expligué par la localisation de la caspace 3 dans cellule musculaire. On la
retrouve généralement au niveau du réticulum endoplasmique au niveau du cytosol et dans les
mithocndrie (Nakagawa et al., 2000).et aprés broyage du muscle elle passe dans la fraction
soluble. Kemp et a 2006 rapports des poids moléculaires de 20 et 32 de la forme active chez

le porc.

On retrouve également quelques bandes de hauts poids moléculaires entre (35 et 75
kDa) et entre (150-250 kDa), elles représentent des formes complexées de la caspase 3 avec
des inhibiteurs endogénes. Ce pendant elles sont moins intense dans le culot que dans le

surnageant (zone rouge figure 70 et 71).

Le tissu musculaire contient plusieurs inhibiteurs de sérine protéases (Sentandreu et
al., 2002). Kuehn et al. (1984) ont montré I’existence de quatre activités inhibitrices dans la
fraction cytosolique du muscle squelettique de rat. Trois de ces activités correspondent a des
protéines de 50, 65 et 65 kDa et sont des homologues des inhibiteurs de sérine protéinases de

lafamille des serpines.

4. 2. 2. Révélation de I’activation dela caspase 8

Le précurseur de la caspase 8 inactive a un poids moléculaire de 55 kDa pendant la
phase d’activation, la caspase 8 mature est libéré son poids moléculaires est de 18 et 11 kDa
sont générés. On aauss la procaspase 8 qui a un poids de 44/42 kDa (Belka et al., 1999 ; Vit
et al., 2001 ; Philchenkov 2004). En ce qui concerne la caspase 8, I’évolution du taux de la
forme mature de la caspase 8 augmente au cours du temps (Figure72 zone en rouge).

Cependant en remarque plus la présence de la procaspase 8 poids entre 44/42 kDa (Figure72
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Figure 72 Western blots réalisé sur |es surnageant de rat avec I’ anticorps pol ycl onaux dirigé contre la
caspase 8. Ant. représente |e prélévent avant lamort de animal TO,...T48 représente les différents
temps de prélevements aprés la saigné de I”anima
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zone bleu). Nous avons également remarqué des forme complexé de I’enzyme a des poids
moléculaires plus éevés entre 60 et 150 kDa (figure 72 zone en vert), & 48h post mortem les
bandes de hauts poids moléculaires formant des complexes disparaissent (zone jaune figure
72).

4. 2. 3. Révéation du cytochromec

Le Western blots révél € au cytochrome c réalisé sur le culot qui contient normalement
les extrait de mitochondrie et tout les organites de la cellule, révélé une bande de 20 kDa
(Figure 73), I’intensité de cette derniére augmente au cours du temps post mortem. A 3h post
mortem en remarque 3 autres bandes leurs poids moléculaires varie entre 20 et 25 Kda Le
cytochrome C a normalement un poids moléculaire 12,3 kDa, mais nous avons observé lors
de nos test sur le sérum d’anticorps contre le cytochrome c testé sur une solution du
cytochrome c¢ acheté du commerce (Sigma, C2037 from bovine heart) se western nous révéle
que cette molécule s’oxyde rapidement une voie extraite et se dimerise pour formé un
complexe a environ 20/22 kDa (Figure 74). Le méme phénomene d’oxydation a été observé
par Semenkovaet a., 2003

L'analyse par densitométrie (I'application d'UNSCANIT de l'informatique de RITME
Paris) de la bande du cytochrome c oxydé (figure 74 Zone rouge) révéle que a quarntité
maximal est obtenu au bout de 7 h post mortem qui correspond aun pH de 5,8. Cette valeur
est environ 3 plus grand que le niveau basique au temps ante mortem (Figure 75).

Selon l'effecteur déclenchant de I'apoptose, on distingue deux voies d'initiation du
processus qui sont la voie extrinséque et la voie intrinséeque.

La voie extrinseque implique les récepteurs de mort présents sur la face externe de la
membrane cellulaire qui, apres activation, vont conduire a la formation de complexes
membranaires intracellulaires. Ce complexe est I'activateur des caspases initiatrices, lesquels
iront activer ensuite les caspases exécutrices.

La voie intrinseque est initiée par une protéine pro-apoptotique de la famille de Bcl-2
(Bid) qui va sassocier a la mitochondrie et libérer le cytochrome ¢ dans le cytoplamse.
Pardlelement, le calcium dont l'origine peut étre diverse (reticulum sarcoplasmique,
extracellulaire, ...) va saccumuler dans la mitochondrie et contribuer a la libération du

cytochrome c. Ce cytochrome c va former un complexe capable d'activer la procaspase 9
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Figure 73 Western blots réalisé sur le culot mitochondriale de rat avec I”anticorps polyclonaux dirigé contre le
cytochrome c. Ant. représente le prélévent avant lamort de animal TO,... T48 représente les différents temps de
prél évements apres la saigné de I’animal
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Figure 74 : Western blot avec un anticorps anti-cytochrome c. la solution utilisé est préparé avec du
cytochrome c acheté 1g/ml. Deux temps on été testés Jlet J2 qui correspond a 24h et 48h aprés la préparation de
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Figure 75 : Evolution de la concentration en cytochrome c dans le culot mitochondriale et du pH
intramuscul aire du muscle longissimus dorsi de rat au cours du temps post mortem
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laquelle activera, & son tour, les cagpases exécutrices. Le point commun & ces deux voies est le

passage nécessaire par des complexes d'activations des caspases initiatrices.

Les observations des westerns blots réalises sur les surnageants et les culots
mitochondriales révélés avec des anticorps anti-cytochrome c, anti-caspase-3 et anti-caspase-9
a confirment les résultats obtenus pour les paramétres déja testé a savoir la rétraction
celulaire ; I’externalisation des groupements phosphatidylserine, I’hydrolyse de I’actine et la
dégradation de I’ ADN.

Au cours du suivie de la cinétique d’évolution de concentration de la caspase 3 nous
nous avons observé une augmentation de I’intensité de la bande de la forme mature de la
caspase 3. Cette augmentation est concomitante avec I’augmentation de la concentration du
cytochrome ¢ dans I’extrait mitochondrial. L activation de la caspase 3 représente une éape
clef dans I’apoptose puisque cette étape est considérée comme le point de non retours du
processus apoptotique. Suite a ces résultats il est donc envisageable de penser que la voie

emprunté est la voie intrinseque mitochondriale.
4. Conclusion

Ces réaultats tres préliminaires semblent confirmer la mise en place du processus
apoptotique peu apres la mort de I’animal. Toutefois, il est un peu tét pour tirer des

conclusions sur les mécanismes et |es stimulis déclenchant |e processus apoptotoique méme si

I’anoxie et I’atération des mitochondries semblent étre les deux premiéres voies a explorer.
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Chapitre 1V : INHIBITION DE CASPASES

INITIATRICES ET EXECUTRICES PAR LES
bovSERPINAS-1ET A3-3

Préambule

Ce travail a été réalisé, pendant mes différents s§ours en France, en collaboration avec
Carlos HERRRA-MENDEZ, éudiant Mexicain en sgour a Clermont Ferrand pour la
préparation de sa thése, et Xavier BLANCHET, éudiant en thése au L aboratoire de Génétique
moléculaire Animale & I’Université de Limoges. La collaboration a ce travail m’a permis de
me former aux mesures de cinétiques enzymatiques et, plus particuliérement, a la
détermination des constantes d’association caractérisant la vitesse d’interaction des serpines

avec leurs protéases cibles.

Avant de présenter I’article qui est publié dans le Journal FEBS Letters, je voudrais
présenter la séquence compléete des deux serpines utilisées dans ce travail (bovSERPINA3-1
et A3-3 ainsi que la méthode utilisée pour déerminer la constante d’association (Kasg) des
serpines avec la caspase 8, cagpase initiatrice et la caspase 3, cagpase exeécutrice. Ce
protocole soumis avec I’article en document complémentaire (Supplemental data file), est

publié en méme temps que I’ article et sera disponible en ligne par Internet.
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5.  Supplemental data file

Inhibition of human initiator caspase 8 and effector caspase 3 by cross-class inhibitory bovSERPINA3-1 and
A3-3

CarlosH. Herrera-Mendez®!, Samira Becila, Xavier Blanchet, Patrick Pelissier, Didier Delourme,
Gerald Coulis, Miguel A. Sentandreu, Abdelghani Boudjelal, Laure Bremaud®, Ahmed Ouali

Content:

1. Full sequence of the mature serpinsinvestigated
2. Deermination of the second order association rate constant

1. Full sequence of the mature serpins investigated:
>BovSerpin A3-1 previoudy designed endopin 1A* (GenBank: AAY 22405)

1 LPENVWKDQ HRRVDGHTLA SSNTDFAFSL YKQLALKNPN KNVI LSPLSV SI ALAFLSLG
61 ARGSTLTEI L EGLKFNLTElI QEKElI HHSFQ HLLQALNOQPS NQLQLSVGNA MFVQEELKLL
121 DKFI EDAQVL YSSEAFPTNF RDSEAARSLI NDYVKNKTQG Kl EELFKYLS PRTELVLVNY
181 | YFKAQNKTP FDPKHTEQAE FHVSDNKTVE VPMMILDLET PYFRDEELGC TLVELTYTSN
241 DSALFI LPDE GKMRDLEAKL TPETLTRWRN SLQPRRI HEL YLPKFSI KSN YELNDI LSQL

301 Gl RKI FANAD LSA TGTADL VVSQVVHGAA LDVDEEGTEG AAATG SMER TI LRI 1 VRVN

361 RPFLI Al VLK DTQSI | FLGK VTNPSEA
(*) The presumed P1 residues (Arg®® for trypsin and Asp®* for caspases) arein bold and underlined

>BovSerpin A3-3 previously designed endopin 1B* (GenBank: AAY 22406)

1 LPENVWMVKDR HRRVDGHTLA SSNTDFAFSL YKQLALKNPN KNVMFSPLSV SMALAFLSLG
61  ARGPTLTEI L EGLKFNLTEl QETQ HQGFQ HLLQALNRPR NQLQLSVGNA MFVQEELKLL
121  DKFI EDARVL YSSEAFPTNF RDPEAAKSLI NDYVKNKTQG KI EELFKDLS PRTELVLVNY
181  VYFKAQAKTR FDPKHTEQAE FHVSDNKTVE VPMMTLDLET PYFRDEELGC TLVELTYTSN
241  DSALFI LPDK GKMQDLEAKL TPEM.TRWRN SLQPRRI HEL YLPKFSI KSN YELNDTLSQM
301 G KKI FTDAD LSG TGTADL WSQVWHGAA LDVDEEGTEG AAATG Gl ER TFLRI | VRVN

361 RPFLI AWLK DTQSI | FLGK VTNPSEA
(*) The presumed P1 residues (Arg®® for trypsin and Asp®* for caspases) are in bold and underlined

2. Determination of the second order association rate constant
Caspases (1 nM and 3.5 nM for caspases 3 and 8, respectively) were incubated with 100 uM of their

appropriate substrates and incubated in plate wells and the reaction proceeds in a total final volume of
500 pl. The fluorescence was recorded continuously and after defined laps of time, 5 pl of inhibitor was
added and the fluorescence recorded again. The relative fluorescence increase was then plotted versus
time (Figure S1).
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Figure76 : Mode d’interaction d’un inhibiteur vrai (a) et des IAP (b) avec le site actif de I’enzyme. (a)
I’inhibiteur vrai a une forme complémentaire du site actif (en bleu) de I’enzyme et occupe tout ce site grace a
plusieurs points d’interaction (ronds jaune) ave la proténe enzymatique. (b) Les points de liaison des IAP ala

protéine enzymatique sont hors du site actif et ces protéines vont induire un encombrement du site actif suffisant
pour empécher lafixation des protéines substrats.
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For each inhibitor concentration, fluor escence values obtained after addition of the inhibitor were taken
out (closed circlesin Figure S1) and used for the determination of Ln ([P]way - [Ply). Calculated values
wer e then plotted against time (Figure S2) and kqps for each serpin concentration tested derived from,

Ln ([Plg+ay - [Plt)= C + Konst

wher e [P]eqy iSthe product concentration at time (t + dt) of the association reaction and [P]tisthe
product concentration at timet.

37 Figure S2: Plot of Ln ([P]way - [P]: versus time which
b estimates kqps for each concentration of inhibitor tested.
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Figure 77. Régulation du processus apoptotique. Voie 1 aussi_appelée extrinségue : aprés activation du

récepteur de mort par son effecteur proapoptotique, il y a activation du complexe membranaire intracellulaire
associ € au récepteur qui va fixer diverses protéines pour former un complexe capable d'activer |a procaspase 8
par des interactions spécifiques. Cette voie est régulée par des inhibiteurs porteurs des mémes motifs de liaison
de la caspase 8 que ceux qui sont présents sur les complexes activateurs. Ces inhibiteurs vont venir en
compétition avec les activateurs pour fixer les procapases 8 et 10. S |es caspases initiatrices parviennent a étre
activées, la cdlule possede des inhibiteurs d'apoptose (I1AP) capables de ralentir voire stopper le processus en
inactivant la caspase 8. Ces IAP seraient aussi capables d'inactiver les capases effectrices (caspases 3 er 7).

Voie 2 aussi_appe ée intrinséque : Sous I'impulsion de Bax (partie en vert), une proténe proapoptotique, il y a

formation d'un complexe qui va se fixer sur la membrane externe de la mitochondrie et altérer cette derniére
avec une accumulation concomitante de calcium dans la mitochondrie. Cette altération va conduire a la
libération de cytochrome c qui va contribuer a la formation, avec d'autres protéines, d'un complexe responsable
de I'activation de la procaspase 9. Cette action de Bax peut étre contrecarrée par Bcl-2, protéine a activité
antiapoptotique. S le complexe parvient a se former, le processus peut encore étre blogué par les inhibiteurs
d'apoptose (IAP) qui vont Sassocier a la procapase 9 et empécher son activation. Voie 3 : cette voie constitue la
conséquence primaire des différents types de stress que la cellule ou I'organisme va subir. Dans ce cas, la
réaction des cellules se traduit par une synthése intense dHSP's (Heat Shock Proteins) dont I'action va
globalement se traduire par un ralentissement du processus apoptotique. En paralléle, e stress peut conduire a
une activation de la voie 2 ou voie mitochondriale et calcium dépendante. Abréviations : Apaf-1, APoptose
Activating Factor-1 ; IAP, Inhibitor of APoptose ; Bax et Bcl2 : deux proténes de la méme famille avec effets
opposss ; Activat. : complexe d'activation des caspases initiatrices ; Cyt ¢ : cytochrome ¢ ; HSP: heat shock

proteins ou protéines du stress.



The second order rate constant (Kass) was derived accor ding to the following relationship.

Kass = (Kops / 1) (1 + S/Km)

Theplot of kqps Versus[l] (Figure S3) is a straight line and the association rate was derived from the sope
according tothefollowing equation:

Slope vaue = K s/ (1 + SKm)

slope = Kags / (1+[51/Km)

1 2 3
Bov3SERPINA3-1 (nM

Figure S3: Plat of kqpsversusinhibitor concentr ations allowing the deter mination of the second order
association rate constant K.
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4. DISCUSSION-CONCLUSION

Ce travall et le premier & démontrer I’expression dans les tissus et cellules de
mammiféres, de serpines capables d’inhiber fortement a la fois les capases initiatrices et les
capases exécutrices. La seule serpine connue a ce jour pour ses capacités a inhiber les
caspases est une serpine d’origine virale (virus responsable de la fiévre jaune) dénommée
CrmA pour Cytokine Response Modifier A (Ray et al., 1992). Pour le virus, cette serpine
permet une inhibition du processus de mort cellulaire et de tout processus inflammatoire, deux
mécanismes conduisant & la mort des cellules infectées. L’inhibition de ces processus va
permettre au virus de se multiplie, par réplication de son matériel généique, dans la cellule
hote.

Dans les cellules de mammiféres, les seuls inhibiteurs connus des caspases font tous
parti de la famille des inhibiteurs d’gpoptose ou IAP pour Inhibitor of Apoptoss Proteins. En
fait, il ne s'agit pas de véritables inhibiteurs puisgu’ils n’interagissent pas, comme le font tous
les inhibiteurs de protéases connues a ce jour, avec les acides aminés regponsables de la
catalyse de I’hydrolyse des liaisons peptidiques et situées dans le site actif des enzymes
(Figure 76).

Par ailleurs, au cours du processus apoptotique, les mitochondries vont subir des
altérations profondes et libérer dans le cytosol, des inhibiteurs des IAP qui vont dissocier les
complexes caspases/| AP dgja formés. Ceci rend peut-étre le systéme | AP moins efficace dans

I’inhibition de I”apoptose ou d’une inflammation déclarée.

Les serpines purifiées a partir du muscle de bovin sembleraient constituer un moyen
de contrdle plus efficace du processus apoptotique dans la mesure ou eles sont capables de
former des complexes stables avec les caspases. Ces complexes étant covalents, I’inhibition
des caspases est, par voie de conséquence, pratiqguement irréversible. Le mécanisme d’action
de ces serpines semble un peu différent de celui rapporté pour le CrmA et devra étre élucidé.

Ces 2 serpines font parties d’une famille comprenant au moins 8 serpines différentes qui
peuvent se classer en deux sous-familles. Une premiere comprenant les bovSERPINAS3-1 &
A3-6 ? Chacun des membres de cette premiére sous-famille serait capable d’inhiber la
trypsine et les caspases sans pour autant pouvoir préciser s chacune a une caspase particuliere
comme cible ou s chacune peut agir sur plusieurs caspases comme nous I’avons vu avec les

deux specimens étudiés. La seconde sous-famille serait congituée des bovSERPINA3-7 et
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A3-8, serpines incapable d’inhiber la trypsine mais capable d’inhiber fortement I’élastase et
peut-étre, pour I’une d’entre elle, les caspases. Ce dernier point reste toutefois a vérifier. Ces
deux sous familles pourraient correspondre aux sous familles des caspases connues pour étre
impliquées dans les processus de mort cellulaire (caspases initiatrices et exécutrices) ou dans
les processus inflammatoires (caspases de I’inflammation). Tous ces éléments trés prospectifs
ne sont, pour le moment, que des hypotheses de travail pour le futur.

Si nous nous intéressons au processus de mort cellulaire par gpoptose, Nous pouvons essayer

de préciser le role potentiel de ces serpines dans I’ apoptose.

41. IMPLICATION DES bovSERPINA3s DANS LE PROCESSUS
APOPTOTIQUE

Selon la nature du stimulus qui déclenche la mort cellulaire par apoptose, on distingue deux

voies d’activation de ce processus : la voie extrinséque et la voie intrinséque (Figure 77).
4.1. Voie extrinsgque

Dans ce cas le stimulus declencheur de I’apoptose est d’origine extracellulaire. 1l s'agit
d’un ligand qui va venir se fixer sur le récepteur de mort (Death Receptor). La fixation de ce
ligand au récepteur va déclencher I’activation de complexes transmembranaires capables
d’activer les procapases initiatrices (caspases 8 et 10) en caspases actives qui vont, aleur tour,
activer, par protéolyse ménagée, les procaspases effectrices (caspase 3, 6 €t 7) en caspases
actives. Ces derniéres vont ensuite initier la dégradation des structures cellulaires et la mort de

lacellule.

Dans tous les cas, cette voie est associée a une altération profonde des mitochondries
qui vont déverser, dans le compartiment cytoplasmique, des activateurs du processus
apoptotique intervenant a différents niveaux du processus [cytochrome c, inhibiteur capable

de dissocier les complexes caspases-1AP (Inhibiteur d’gooptose), ...etc].
4.2. Voieintrinseque

Cette voie est déclenchée par la cellule elle-méme lorsque celle-ci se trouve dans des
conditions difficiles de survie et ou lamort cellulaire est le seul échappatoire. L’initiation du
processus est le résultat d’une atération profonde des mitochondries qui vont Iébrer des

activateurs d’apoptose similaires a ceux qui interviennent dans la voie extrinseque. C’est le
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cas en particulier du cytochrome ¢ qui est indispensable & la formation de I’apoptosme
(complexe impliquant le Cyt C, I’Apaf-1 (Apoptose Activating Factor-1) et la procaspase 9) et
d’autres constituants a activité pro-gpoptotoque. Une fois activée, la caspase 9 va a son tour

activer |es procaspases exécutrices en caspases actives.

4.3. Lespointsde contréle trés éudiés a desfinsthérapeutiques

Plusieurs point de contr6le du processus apoptotique font aujourd’hui |’objet
d’investigations intenses en vu de trouver des agents thérapeutiques plus efficaces, contre des
pathologies liées a des dysfonctionnements de ce processus de mort cellulaire, comme les
cancers.

Le premier point de contrdle concerne les inhibiteurs d’apoptose (IAP) avec comme
objectif de réduire leur expresson ou leur efficacité a inhiber les caspases (Watson and
Fitzpatrick, 2005; Domagoj and Fairbrother, 2007). A noter que s les IAP sont des
inhibiteurs tres efficaces des caspases 1 et 9, ils sont beaucoup moins efficaces a inhiber les

autres caspases.

Le second point concerne les proteines de la famille Bcl2 (B-cell lymphoma protein 2)
qui régulent I’altération des mitochondries, certaines de ces protéines ayant en effet le pouvoir
de protéger ces organites (activité anti-apoptotique) aors que d’autres (activité pro-
apoptotique) ont un effet oppose (Vogler et al., 2009). L’objectif sera dans ce cas a
rechercher a privilégier I’action des protéines de cette famille ayant une action anti-

apoptotique et donc celles qui préviendront toute altération des mitochondries.

4.4. Implication des bovSERPINA3s dans | e processus apoptotique

Comme cela est indiqué sur la figure 77, les bovSERPINA3s vont s’intercaler a tous
les stades du processus en participant au contréle des activités des caspases initiatrices
(cagpases 8, 9 et 10) et des caspases exécutrices (cagpases 3, 6 et 7). Leur aptitude ainhiber de
fagon pseudo-irréversible les caspases va en faire des acteurs de tout premier plan pour
bloquer le processus apoptotique et, par voie de conséquence, eles peuvent jouer un role
important dans les processus de cancérisation qui ont en commun, I’immortalisation et la
prolifération rapide des cellules malignes. Méme s I’inhibition de toutes les caspases par les
bovSERPINAS3s ne soit pas encore démontrée, il est probable que, du fait de la redondance
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observée au sein de ce groupe de serpines, I’un ou I’autre des différents membres de cette

famille auront la possibilité d’inactiver I’une ou |”autre des caspases.

Sur le plan de la mise en place des qualités de la viande, il nous faut maintenant préciser le
réle de ces inhibiteurs dans la régulation de la protéolyse post mortem et mieux comprendre le
réle des caspases dans cette protéolyse dont I’intensité, rappelons le, est proportionnelle a la

tendreté ultime de la viande.

Sur le plan des pathologies associées a un dysfonctionnement de I’apoptose, Les questions
auxquelles nous devons maintenant répondre sont :
- Quelles sont, chez I’homme, les serpines capables d’assurer la méme fonction que
les bovSERPINA3s ?
- Comment rendre inactif ces serpines ou comment diminuer leur expression dans
des cellules malignes ?
- Laréduction de I’activité de ces serpines conduira-t-elle a une augmentation de la
mortalité de ces celluleset donc a une réduction de la prolifération des cellules

malignes et, par voie de conséquence, une réduction de la tumeur ?
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Conclusion générale

L’objectif de notre travail de thése éait d’identifier des marqueurs biologiques de la
tendreté de la viande d’agneau. Pour cela, la stratégie d’étude a condsté a mesurer en
cinétique plusieurs caractérigtiques biologiques du muscle, connues pour avoir un role dans le
processus d’attendrissage, et de déterminer quels processus biologiques étaient principalement
responsables de la variabilité de I’attendrissage existant entre des animaux similaires et entre

les muscles d’une méme carcasse.

D*aprés les résultats obtenus, la mesure de la structure de la viande par pénétrometrie
permet de discriminer les échantillons en fonction de I’&ge des animaux, mais aussi, en
fonction du type musculaire. Car il mesure a la fois la résistance du tissu conjonctif et des
protéines myofibrillaires. Le pénétrometre peut étre utilise pour une estimation globale de la
tendreté de la viande d’agneau et peut donc se substituer &la mesure sensorielle de la tendreté.

Cette étude préiminaire a permis de définir un certain nombre de points importants
pour la mesure de la conductivité électrique. Nous avons montré I’influence de plusieurs
autres facteurs sur cette mesure électrique et en particulier celle de la concentration en

protéines, du volume de jus utilise et également de latempérature.

Les caractéristiques du muscle, suivies au cours du stockage, évoluent de la méme
maniére quelque soit I’animal et quelque soit le muscle. Ainsi le pH chute, a I’inverse de la
quantité du jus extractible, de la conductivité électrique et de I’osmolarité. Tandis que la
profondeur de pénétration chute les six premieres heures phase de rigor mortis pour
augmenter entre 8h et 24h post mortem phase d’attendrissage de la viande. Tous les

paramétres restent stables aprés 24 post mortem.

Les résultats obtenus mettent en évidence que la cinétique d’évolution des différentes
caractéristiques est trés variable en fonction de I’animal, bien que les animaux aient été
choisis les plus smilaires possible. Si I’effet « animal » est hautement significatif, I’effet lié
au type de muscle est tresfaible sur les différentes caractéristiques.

Nous nous garderons bien de tirer des conclusions trop hétives sur les analyses
discriminantes réalisées dans le cadre de ce travail. La principale raison est le hombre trop
restreint des animaux utilises dans cette expérience. La seconde est que la variabilité est,
certainement, trés restreinte et non représentative de la variabilité réelle que 1I’on peut

observer dans un grand troupeau. Néanmoins, il est clair que I’approche statistique utilisée
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permettrait une bonne sélection des meilleures variables a analyser et une bonne analyse de la
variabilité du caractére qui nous intéresse en I’occurrence la dureté ultime des viandes. 1l
faudrait mettre en place une nouvelle expérimentation avec un lot d’animaux plus grand et
une présélection des variables a mesurer plus effective. Cette présélection des variables peut

prendre en compte les résultats de cette expérience que I’on qualifiera de prédiminaire.

Les observations de la polyphasie de I’évolution du pH, ainsi que I’observation de la
dégradation de I’actine les premiéres heures apres abattage des animaux nous ont conduits a
reconsdérer le concept actuel de la transformation du muscle en viande. Nous somme donc
en présence de nouvelles données qui nous permettent d’admettre une nouvelle hypothese. Et
s dés la mort de I’animal, les cellules musculaires vont s’engager dans la voie de la mort

cellulaire par gpoptose ?

Les résultats majeurs de notre travail est la caractérisation de la mise en évidence de

I’apoptose dans le muscle juste aprés la mort de I’animal. Nous avons observe que :

- la cellule en apoptose s’isole des cellules voisines. Elle utilise toute une machinerie
protéque préformée dans la cellule préte & I’emploi dés la perception du signal d’apoptose.
Ce dernier est émis par une inversion de la polarité de la membrane au travers de la
trandocation des phospholipides situés sur la face interne de la membrane plasmique
(phosphatidylserine) vers la face externe de cette membrane et une translocation inverse des
phospholipides normalement situés sur la face externe (phosphatidylcholine et
phosphatidyléhanolamine. Ce changement est probablement responsable de la chute

discontinue du pH dans les 6-8 premiéres heures.

- dans le muscle quelque minutes aprés la saignée un rétrécissement de |I’espace
intracellulaire se produit, il est de 20 % du volumeinitiale de la cellule.

- le taux du cytochrome c augmente au cours du temps post mortem ce qui suggére que
les mitochondries sont altérées pendant cette phase. Le cytochrome ¢, éément moteur de la
mort cellulaire,

- au cours du suivie de la cinétique d’évolution de concentration de la caspase 3, nous
avons observé une augmentation de I’intensité de la bande de la forme mature de la caspase 3.
Cette augmentation est concomitante avec |’augmentation de la concentration du cytochrome

¢ dans I’extrait mitochondrial. L activation de la caspase 3 représente une étape clef dans
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I’apoptose puisque cette étape est considérée comme le point de non retours du processus
apoptotique. Suite a ces résultats il est donc envisageable de penser que la voie empruntée est

la voie intrinseque mitochondride.

Ces résultats tres préliminaires semblent confirmer la mise en place du processus
apoptotique peu aprés la mort de I’animal. Toutefois, il est un peu tét pour tirer des
conclusions sur les mécanismes et les stimulis déclenchant |e processus apoptotoique méme s
I’anoxie et I’altération des mitochondries semblent étre les deux premiéres voies a explorer.

La recherche de prédicateurs biologiques de la tendreté et des autres qualités de la
viande est une nécessité absolue pour valoriser au mieux les carcasses en les orientant,
rapidement aprés |’abattage, vers une utilisation optimale sur la base de leurs qualités
potentielles. C’est aussi une nécessité absolue pour pouvoir incorporer les qualités de la
viande dans les programmes de sdection génétique. Dans le schéma traditionnel de
transformation du muscle en viande (Figure 78), il serait donc nécessaire de rgouter une
étape avant la phase de rigor mortis qui correspondrait a la phase de mise en place de la mort
cellulaire et de I”apoptose avec toutes les consequences qui lui sont associées et ses effets sur

les phases de rigor et de maturation.

Concernant la derniére partie de notre travail, qui porte sur I’éude des cinétiques
enzymatiques et, plus particulierement, a la déermination des constantes d’association
caractérisant la vitesse d’interaction des serpines avec leurs protéases cibles a savoir la
caspase 8, caspase initiatrice et la caspase 3, caspase exécutrice de I’apoptose. Ceci démontre
I’expresson dans les tissus et cellules de mammiféres, de serpines capables d’inhiber
fortement alafois les capases initiatrices et les capases exécutrices. La seule serpine connue a
ce jour pour ses capacités a inhiber les caspases est une serpine d’origine virale (virus
responsable de la fiévre jaune) dénommeée CrmA pour Cytokine Response Modifier A (Ray et
al., 1992). Leur gptitude a inhiber de fagon pseudo-irréversible les caspases va en faire des
acteurs de tout premier plan pour bloquer le processus agpoptotique et, par voie de
conséquence, elles peuvent jouer un rdle important dans les processus de cancérisation qui ont
en commun, I’immortalisation et la prolifération rapide des cellules malignes. Méme si
I’inhibition de toutes les caspases par les bovSERPINA3s ne soit pas encore démontrée, il est
probable que, du fait de la redondance observée au sein de ce groupe de serpines, I’un ou
I’autre des différents membres de cette famille auront la possibilité d’inactiver I’une ou I”autre

des caspases.
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Per spectives
Notre travail de thése souléve de nombreuses perspectives aussi bien sur le plan des
approches méthodologiques, des résultats scientifiques que sur le plan des valorisations utiles

pour lafiliére viande.
Aspects méhodologiques

Ce travail de these a permis au laboratoire de I’I.N.A.T.A.A. d’acquérir une méthode
de mesure de latexture de la viande par pénétromeétrie. Cependant, nous ne pouvons préjuger
de la validité de la mesure pour tous les muscles de la carcasse. Les relations trouvées
demandent & étre confortée par des essais sur un nombre d’animaux plus important et sur
divers muscles consommés, préférentiellement, pour leur tendreté. D’autres facteurs de
variabilité de la tendreté doivent étre testés comme |’espece, la race, le sexe. D’autre part la
mise au point de la technique de mesure de la conductivité I’éectrique dévoile une
potentialité importante d’utilisation dans le domaine du contréle de la qualité de la viande. 1l
reste a faire des recherches pour séparer I’effet des différents facteurs tel que pH, état des

membranes, taux de gras, et état de maturation.

Aspects scientifiques

Au cours de ce travail de these, nous avons mis en évidence de nouveaux marqueurs
de qualité de la viande par la caractérisation de la mise en place de apopotose dans le muscle
post mortem. Cependant, |es effectifs d’animaux étaient limités. La poursuite immédiate de ce
travail est donc de valider la pertinence de ces marqueurs d’apoptose dans d’autre type de

muscles et d’autres especes.

Concernant les serpines, la régulation du processus apoptotique serait la fonction la
plus probable que nous pourrions envisager dans I'avenir. Dans ce cas, il seraindispensable de

mieux comprendre leur genése et leur fonction afin de tenter de clarifier leursréles:

Sur le plan de la mise en place des qualités de la viande, il nous faut maintenant
préciser le r6le de ces inhibiteurs dans la régulation de la protéolyse post mortem et mieux
comprendre le rble des caspases dans cette protéolyse dont I’intensité, rappelons-le, est

proportionnelle &la tendreté ultime de la viande.
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Sur le plan des pathologies associées a un dysfonctionnement de I’apoptose, Les
questions auxquelles nous devons répondre sont :
- Quelles sont, chez I’homme, les serpines capables d’assurer |la méme fonction que
les bovSERPINA3s ?
- Comment rendre inactif ces serpines ou comment diminuer leur expression dans

des cellules malignes ?

La réduction de I’activité de ces serpines conduira-t-elle & une augmentation de la

mortalité de ces cellules et donc aune réduction de la prolifération des cellules malignes ?

Enfin, I’expérience acquise va nous permettre de nous ouvrir a des productions
animales particuliéres, spécifiques des régions de I’Afrique du Nord et destinées a la
production de viandes. C’est le cas du dromadaire qui gagne en part de marché aussi bien au
Maroc, en Tunisie qu’en Algérie. Notre expérience dans le domaine de la qualité des viandes

nous permettraainsi de venir en aide aux producteurs de dromadaires du sud de I’Algérie.
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Figure 1. Estimation of the Extent of shrinkage on samples excised just after bleeding from rat
Longissimus muscle. The contrast of the image was adjusted in order to identify clearly the cel limits
using Corel Paint Shop Pro X application from Macromedia (Paris). Extracellular space was colored in
black. After printing the figure, cells were cut out with or without the associated extrace lular space
and pieces of paper corresponding to the cell done (grey areain Figure 1, G) and to the cdl plus the
extracdlular space (grey and black area in Figure 1B) were weghted. The extent of shrinkage was
cal culated using the following equation: Shrink= (1-(G/(G+B)))* 100, where “Shrink” is the extent of
shrinkage (%), “G”, the weight of the cell done and (G+B), the weight of the cell plus the associated
extracdlular space



Figure 2. Céll shrinkage and related structural damage of the membrane. (a) Transversal section
of rat Gastrocnemius muscle excised 1h postmortem (x 1000). The white line delimited the left region
of the section where shrinkage is more important than in the right one. (b) Membrane disruption & the
costamere level observed by edectron microscopy examination of a 2h postmortem sample
(magnification: x 100000). The black arrow indicate the position of the hole in the membrane and the
white open arrowheads shows the released portion of the membrane still bound to the costamere/Z-line
(2) transversd filaments. (c) Transversal section of rat Gastrocnemius muscle excised 24h  (x 1000).
For more details see the material and methods section.



Figure 3: Phosphatidylserine externalization and Laminin labeling. (A) Samples from rat
Gastrocnemius muscle excised 1h postmortem. (B) Samples from rat Gastrocnemius muscle excised
from the second | eg 24h postmortem. (1) Samples labd ed with a FITC-Annexin V conjugate at 1h (A)
and 24h (B) postmortem. Note the greater fluorescent labeling of the 24h sample as compared to 1h
(Kexc 488 NM;  Aemm 530 nm). (2) Sampl es label ed with a rabbit specific Laminin antibody revea ed with
a cyanine 3 goat anti-rabbit IgG conjugate a 1h (A) and 24h postmortem. Note the lower fluorescent
labeling of the 24h sample as compared to 1h probably indicative of the degradation of the Laminin
(Kexc 554 NM; Aemm 568 Nm). (3) Merged image from 1 and 2. (4) Control samples for annexin V (A4)
and Laminin (B4) labeling in which the FITC Annexin V conjugate and the primary anti-Laminin
antibody respective'y were omitted.



" tpm: just afterbleeding

=

Figure 4: DNA fragment detetction. Immunostaining of apoptosis generated DNA fragments was
carried out on rat Longissimus muscle using a specific monoclonal antibody (Apostain) (35). Samples
were counter stained with the traditional Hematoxylin/ Erythrosin method. (a) Control sampl e excised
ante-mortem from the anaesthetized animal. Open arrow heads indicate the regular and restricted
thickness of the interstitial space. (b) Transversal cut of a sample excised just after bleeding and
showing shrinkage of muscle fibres and a paralld increase in the extra-celular space (Open arrow
heads). (c) Similar muscle sample excised 15 min after bleeding showing DNA fragment staining
(dark brown colour) in a mononudeated cells (open arrow head). In this view of the sample we
noticed a high concentration of small cells, probably resident macrophages delineating empty cells or
altered blood vessd's (open arrows). Muscle cells nucleus showed no DNA degradation (close arrow
heads). (d) Similar sample excised 24h postmortem and showing a mononucleated cell with
fragmented DNA (open arrow head), a high concentration of small cells corresponding very likely to
resident macrophages and aligned aong a fibre and an empty cell (open star) delineated by a structure
resembling to the altered cdl membrane (close arrow heads). Abbreviations used: tpm: time
postmortem; pm: postmortem.
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Maldi-Tof mass spectrometry trypsin peptide finger print of the 32 kDa fragment matching well with
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band reveal ed by western blot and of the pH drop profile versus time. Each point is the mean for 5
animals = standard deviation.
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Serpins are a superfamily of structurally conserved proteins. Inhibitory serpins use a suicide sub-
strate-like mechanism. Some are able to inhibit cysteine proteases in cross-class inhibition. Here,
we demonstrate for the first time the strong inhibition of initiator and effector caspases 3 and 8
by two purified bovine SERPINA3s. SERPINA 3-1 (uniprotkb:Q9TTE1) binds tighly to human CASP3
(uniprotkb:P42574) and CASP8 (uniprotkb:Q14790) with ks of 4.2 x 10° and 1.4 x 106 M~ 's,
respectively. A wholly similar inhibition of human CASP3 and CASP8 by SERPINA3-3 (uni-
protkb:Q3ZEJ6) was also observed with k,s of 1.5 x 10° and 2.7 x 10° M~'s~1, respectively and
form SDS-stable complexes with both caspases. By site-directed mutagenesis of bovSERPINA3-3,
we identified Asp>’! as the potential P1 residue for caspases. The ability of other members of this
family to inhibit trypsin and caspases was analysed and discussed.

Structured summary:

MINT-7234656: CASP8 (uniprotkb:Q14790) and SERPINA3-1 (uniprotkb:Q9TTE1) bind (MI:0407) by bio-
chemical (MI:0401)

MINT-7234634: SERPINA3-3 (uniprotkb:Q3ZE]6) and CASP3 (uniprotkb:P42574) bind (MI:0407) by bio-
chemical (MI:0401)

MINT-7234663: CASP8 (uniprotkb:Q14790) and SERPINA3-3 (uniprotkb:Q3ZEJ6) bind (MI:0407) by bio-
chemical (MI:0401)

MINT-7234625: SERPINA3-1 (uniprotkb:Q9TTE1) and CASP3 (uniprotkb:P42574) bind (MI:0407) by bio-
chemical (MI:0401)

© 2009 Federation of European Biochemical Societies. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Most are inhibitory, which employ a unique suicide mechanism
for inactivation of their target proteases. In the well understood

Serpins, a large family of structurally related proteins, are
widely distributed among eukaryotes and in some bacteria and
viruses. They are involved in many highly regulated physiological
processes such as blood coagulation, fibrinolysis, cell migration
and inflammation [1,2] and serpin dysfunctions can have severe
pathological consequences [3].

Abbreviations: CrmA, cytokine response modifier A; DTT, dithiothreitol; FMC,
fluoromethylketone; K., association rate constant; NHMec, aminomethyl coum-
arylamide; PAGE, polyacrylamide gel electrophoresis; PI9, protease inhibitor 9; RCL,
reactive centre loop; SDS, sodium dodecyl sulfate; Z, benzyloxycarbony

* Corresponding author. Fax: +33 4 73 62 42 68.

E-mail address: ouali@clermont.inra.fr (A. Ouali).

1 These three authors contributed similarly to the present work.

case of serine proteases, after the formation of the non-covalent
Michaelis complex and the subsequent cleavage of the peptide
bond, the loop will insert into the core of the protein giving rise
to an additional beta-sheet and transporting in the mean time
the bound enzyme with it to the distal pole of the serpin. The com-
pressed peptidase is distorted and this distortion is responsible for
its inactivation and its inability to complete the peptide bond
hydrolysis [4]. However some of them are able to inactivate both
serine and cysteine proteases; this property is termed cross-class
inhibition. We thus can mention the inhibition of prohormone
thiol protease by a/1-antichymotrypsin [5,6] or of cathepsin L and
papain by Endopin 2 [7] but this list is not exhaustive. To date,
few serpins have been reported to inhibit caspases. The first to

0014-5793/$36.00 © 2009 Federation of European Biochemical Societies. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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be identified corresponds to the cowpox virus serpin (CrmA) able
to inhibit the cytotoxic serine protease granzyme B but also a ser-
ies of caspases [8,9]. Human endogenous serpin PI9, a poor inhib-
itor of caspases 1, 4 and 8 [10], became more efficient against
caspase after mutation of its P1 residue from glutamate to aspar-
tate and able to block Fas-mediated apoptosis [11].

Recently, we related the complete organization of the bovine
SERPINA3 cluster [12]. These serpins were found to be essentially
intracellular and widely distributed in bovine tissues and cells
[13]. Two members of this family, bovSERPINA3-1 and bovSERPIN-
A3-3, previously named Endopin 1A and Endopin 1B, respectively,
were purified and shown to inhibit strongly elastase and trypsin
but neither papain nor cathepsins Band L[13,14]. The present report
demonstrates, for the first time, an anti-caspase activity of mamma-
lian SERPINA3s. We provide evidence that bovSERPINA3-1 and bov-
SERPINA3-3 are able to strongly inhibit initiator caspase 8 and
effector caspase 3. They form SDS-stable complexes with their target
enzymes with association rate constants ranging from 1.5 x 10° to
2.7 x 106 M~ s~ 1. Attempt to identify the P1 residue, Asp>’ (residue
371 in the mature protein) residue in the reactive centre loop (RCL)
was mutated to Ala®’ in bovSERPINA3-3 and the mutated form still
inhibited trypsin but no longer caspase 3 or 8. This finding was com-
forted by preliminary analysis of the N-terminal sequence of the
peptide generated from the serpin, after covalent complex forma-
tion. RCL sequences of all bovSERPINA3s’ members were aligned
and compared and their potential ability to inhibit caspases dis-
cussed. It was concluded that bovSERPINA3-1 and bovSERPINA3-3
might be significantly relevant in situ inhibitors of caspases and con-
sequently of programmed cell death. Furthermore, such function
might be shared by other members of this family.

2. Materials and methods
2.1. Titration of enzymes and inhibitors

Enzyme and inhibitor titration was performed as previously de-
scribed [14]. Specific irreversible inhibitors Z-Asp-Glu-Val-Asp-
FMC and Z-Val-Glu-Leu-Asp-FMC were used for titration of caspases
3 and 8, respectively. The activity was determined by using the fluo-
rescent substrates N-Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-NHMec and Ac-lle-
Glu-Pro-Asp-NHMec, respectively [15]. Caspase concentrations are
expressed as the number N of active sites titrated by the specific
inhibitor in nM and not the amount of active enzyme molecules con-
taining two active sites (active enzyme = N/2). Serpin concentrations
are expressed as the number of active protein molecules in nM.

Human recombinant caspases 3 and 8 from Sigma were used
throughout the present work. The commercial preparations of
caspases were found to be about 80% active.

2.2. Association rate constants

The association rate constants characterizing capsapses 3 and 8
interaction with bovSERPINA3-1 and A3-3 were determined by the
progress curve method (Ref. [16] and details provided in the Sup-
plementary data).

2.3. SDS-PAGE analysis of EI complexes and protein preparations

One volume of SDS buffer (30 mM Tris-HCI buffer pH 6.8 con-
taining 4% SDS and 1% mercaptoethanol) was added to the protein
samples before heat denaturation for 5 min in a boiling water bath.
Electrophoresis was performed on 12% polyacrylamide slab gels.

2.4. Peptide preparation and N-terminal sequence analysis

An aliquot of the enzyme/inhibitor mixture was diluted with
denaturing buffer (1/1, V/V) (4% SDS, glycerol 20%, Tris 120 mM,

pH 6.8, dithiothreitol (DTT) 200 mM, bromophenol blue 0.004%),
heated for 5 min before cooling in ice. Samples were loaded on a
16.5% gel and run for 6 h under a 20 mA current. The gel was trans-
ferred to an Immobilon-P5¢ membrane and then stained with Coo-
massie blue. The band was cut off and subjected to N-terminal
sequencing by the Edman method using an Applied Biosystems
477A pulsed liquid sequencer (Perseptive Biosystems, Framing-
ham, MA, USA). Phenylthiohydantoin derivatives were identified
with an on-line model 120A analyser.

2.5. Expression and purification of wild-type and mutant forms of
recombinant bovSERPINA3-3

QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jol-
la, CA, USA) was utilized to generate mutant form of bovSERPINA3-
3 that substituted Ala3”/ for Asp>’ (residue Asp>’! in the mature
protein) using 5'-GATGCTCTGGGTGGCTTTGAGAACTAC-3’ and re-
verse 5-GTAGTTC TCAAAGCCACCCAGAGCATC-3' primers. Wild-
type (WT) and mutant forms were each expressed in Escherichia
coli BL21-RP CodonPlus (DE3)-RP strain (Stratagene) by use of
the pET19b plasmid vector (Novagen, Madison, WI). Proteins were
expressed with an NH,-His tag, which allows affinity purification
on a Ni?* column. Purification was performed using Ni-NTA Fast
Start column (QIAGEN, Les Ulis, France) according to the manufac-
turer’s recommendations and then dialysed.

2.6. Protein determination

Protein concentrations were measured by using the Bradford’s
method (Bio-Rad protein assay) with rabbit immunoglobulin as
the standard [17].

3. Results and discussion

BovSERPINA3-1 (GenBank: AAY22405), a 70 kDa serpin, and
bovSERPINA3-3 (GenBank: AAY22406), a 75kDa serpin, were
purified from bovine skeletal muscle as previously described
[14]. As assessed by sodium dodecyl sulfate (SDS)-polyacryl-
amide gel electrophoresis (PAGE) and silver staining, both ser-
pin preparations are highly pure (Fig. 1a). Both inhibit
strongly elastase and trypsin whereas no activity was detected
against papain and other papain-like proteases (cathepsins B
and L) [13,14]. The fact that none of the serine peptidases
tested and inhibited by the bovSERPINA3s, is expressed in mus-
cle cells led us to search for potential intracellular target en-
zymes including cysteine and serine proteases. Amongst the
large set of proteases tested, caspases were the only one to
be strongly inhibited by both serpins. Within the caspase family
and because they were the most documented caspases in the
field of apoptosis development [18,19], the initiator caspase 8
and the effector caspase 3 were selected to study their interac-
tion with bovSERPINA3-1 and A3-3.

3.1. Stoechiometry for caspases inhibition

Amongst the macroscopic parameter defining the effectiveness
of serpins inhibition of particular target protease [20], the first one
is the Stoechiometry of Inhibition (SI). To assess the stoechiometry
of interaction, human recombinant caspase 3 and caspase 8 were
titrated with bovSERPINA3-1 and A3-3. Residual activities (Vi/V,)
were then plotted versus the inhibitor concentration (Fig. 1b and
c). Note that the enzyme concentrations indicated in the figures
correspond to the number of enzyme active sites titrated with
the specific synthetic inhibitor, i.e. 2 nM (equivalent to 1 nM of ac-
tive enzyme) and 7 nM (equivalent to 3.5 nM of active enzyme) for
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a 1.0 ~O-Caspase 3 (A. Sites:2nM) P 1.0 -O—Caspase 3 (A. Sites:2nM) C
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Fig. 1. Homogeneity of the purified bovSERPINA3-1 and A3-3 and stoechiometry of interaction with caspase 3 and 8. (a) Homogeneity of the serpin preparation as assessed by
SDS-PAGE and silver staining. (b) Stoechiometry of interaction of bovSERPINA3-1 with caspase 3 (1 nM) and caspase 8 (3.5 nM). (c) Stoechiometry of interaction of
bovSERPINA3-3 with caspase 3 (1 nM) and caspase 8 (3.5 nM). In b and ¢ the concentrations indicated are the number of active sites in nM (A. Sites) as determined by titration
with the corresponding specific inhibitor. The cross point of the linear part of the plot with the x-axis correspond to the amount of inhibitor needed for total inhibition of the

active sites titrated (for details, see Section 3.1).

caspases 3 and 8, respectively. All I/E experimental stoechiometry
ratio are depicted in Table 1.

Most target enzymes of serpins studied so far, if not all, are gen-
erally monomeric and/or have only one active site/fenzyme mole-
cule, like trypsin, chymotrypsin, elastase, cathepsin G, cathepsins
B and L. Active caspases are obligate homodimers, with each
monomer composed of a large (p20) and a small (p10) subunit,
which are formed after the activation cleavage of the procaspase.
The large subunit p20 contains the catalytic cysteine and histidine.
Active caspases are therefore tetrameric structures resulting from
the association of two p20-p10 heterodimers in an anti-parallel
arrangement through the beta-sheet of the two p10 subunits and
each active protease comprises two active sites [18].

As shown in Fig. 1b, complete inhibition of caspase 8 and caspase
3 by bovSERPINA3-1 was achieved for an inhibitor concentration of
3.5 nM (I/E = 3.5 nM/7 nM = 0.5) (I/E £ S.D. for 5 independent deter-
minations: 0.53 + 0.042) and 2 nM (I/E=2nM/2nM = 1) (I/E £ S.D.
for 5 independent determinations: 1.13 + 0.037), respectively. One
and two bovSERPINA3-1 molecules were therefore needed for total
inhibition of active tetrameric caspases 3 and 8, respectively.

With regard to bovSERPINA3-3 (Fig. 1¢), the complete inhibition
of caspase 3 and caspase 8 was reached for an inhibitor concentra-
tion of 1 nM (I/E=1nM/2 nM =0.5) (I/E £S.D. for 5 independent
determinations: 0.50+0.042) and 3.5 nM (I/E=3.5nM/7 nM =
0.5) (I[ExS.D. for 5 independent determinations: 0.51 £ 0.043),
respectively. Hence, one bovSERPINA3-3 molecule is sufficient to
inhibit totally either caspases.

To attest these findings we therefore look at the ability of these
serpins to form SDS-stable complexes with caspases.

3.2. SDS-stable inhibitors/caspases complexes

The suicide mechanism for inactivation of serpin target prote-
ases has been verified for a large set of monomeric enzyme like
trypsin, elastase and chymotrypsin [4]. Serpin inhibition of cys-

Table 1

Stoechiometry (SI) for caspases inhibition by bovSERPINA3-1 and bovSERPINA3-3.
The values indicate the number of inhibitor molecule needed for inactivation of one
enzyme active site. Each value is the mean # S.D. for five independent determinations.

bovSERPINA3-1

1.130 £0.037
0.530 + 0.042

bovSERPINA3-3

0.500 * 0.0.042
0.510 +0.0.043

Caspase 3
Caspase 8

teine proteases, especially caspases, proceeds according to the
same trapping mechanism than for serine proteases [21]. Upon
SDS-PAGE, we could therefore expect to identify the covalent com-
plexes resulting from the covalent trapping of caspases by
bovSERPINA3s.

The bovSERPINA3/caspase complex formation was analysed by
Western blotting using the RabEndo 1A polyclonal antibody. In this
regard, bovSERPINA3-1 was more interesting since total inhibition
of caspases 3 and 8 is achieved for an I/E ratio of 2 and 1, respec-
tively. After preincubation of caspase 3 or 8 (5 nM) with bovSERP-
INA3-1 (molar ratio 1/2) at room temperature for 5 min, the
substrate (100 uM) was added and the mixture incubated for
10 min before heat denaturation (94 °C, 4 min) of an aliquot in
the presence of SDS. As shown in Fig. 2, treatment of caspases 3
and 8 by bovSERPINA3-1 leads to a SDS-stable complex of about
100-110 kDa. According to the Mr value, the complexes would
comprise the cleaved inhibitor (~70 kDa) and the covalently bound
caspase (~30 kDa) transported to the distal pole of the serpin.

Stoechiometry studies showed that total inhibition of caspase 3
by bovSERPINA3-1 needs the binding of two serpin molecules, one
molecule per active site. The mechanism leading to a complex of
100-110 kDa (cleaved serpin + heterodimeric moiety of caspase
3) is probably similar to that reported for CrmA [9]. According to
these authors, enzyme trapping by the serpin induced a dissocia-
tion of the tetrameric active caspase 3 to its two heterodimeric
moieties, possibly through an alteration of the p10-p10 interface
which stabilized the tetrameric complex.

For bovSERPINA3-1 interaction with caspase 8, binding of one
molecule of inhibitor to one of the two active sites of the protease
is sufficient for total inactivation. The mechanism by which the

Caspase 3 Control Caspase 8

Co mmm

TOK e "

Fig. 2. SDS-stable complexes of caspases 3 and 8 treated with bovSERPINA3-1. In
vitro complex formation of caspases incubated with bovSERPINA3-1 (E/I ratio: 1/2)
was revealed by Western blot with the mEndo-Ab (dilution 1/500) [13]. Note the
presence of the serpin dimer (140 kDa), the monomer (70 kDa) and a complex (C) of
about 100-110 kDa in lanes “caspase 3” and “caspase 8”. In lane “control”, the
purified bovSERPINA3-1 was run alone.
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second site becomes unable to bind small substrates molecules is
however unclear. Two possible reasons can be put forward: (a)
the second active site is compressed to the core serpin and inacces-
sible or (b) an important distortion of the second site resulting
from the global distortion of the tetrameric enzyme renders it un-
able to bind substrates. The 100-110 kDa complex observed upon
SDS-PAGE results probably from the dissociation of the terameric
caspase into its moieties during the heat denaturation process in
the presence of SDS.

Interestingly, a similar E/I inhibition ratio was noted for bov-
SERPINA3-3 interaction with both caspase 3 and 8, suggesting a
similar mechanism with the final detection of a 100-110 kDa com-
plex upon SDS-PAGE. It is however evident that the behavior of the
caspase terameric structure upon interaction with bovSERPINA3s
might differ from that reported for CrmA and calls for further clar-
ification and detailed investigations.

3.3. Association rate constants

Besides the SI, another important parameter is the association
rate constant (kass) characterizing the inhibition of caspases 3
and 8 by bovSERPINA3-1 and A3-3 which was determined by the
progress curve method. The rate of substrate hydrolysis in the ab-
sence (V,) and in the presence (V;) of inhibitor was monitored con-
tinuously (Fig. 3). Values of V; and V, were used for the
determination of the equilibrium constant K; [16]. On the other
hand and as illustrated in detail with an example in the Supple-
mentary data, the fluorescence values obtained in the presence of
inhibitor were then used to calculate Ln ([P + ar) — [P];) and the
results plotted versus time. From this plot, we deduced ks values
(slope value) for each inhibitor concentration tested. The plot of
kobs versus inhibitor concentrations gave a straight line from which
kass can be derived from the slope which is equal to k,ss/(1 + S/K;,,)
[16]. For caspase 8, we always take care that the incubation length
was lower than 1000 s since after 1200 s the enzyme hydrolytic
activity tends to decrease.

According to the k.ss values depicted in Table 2 and ranging be-
tween 1.55 x 10° and 2.72 x 10 M~! s7!, bovSERPINA3-1 and A3-

800 J© Caspase 3

& Caspase 8
4— Vo, Vi
600 -

BovSIIiPE\'.-\J-l

400

[Product]

200

0 L] v 1 T 1
0 400 800
Time (s)

T T

T T
1200 1600

Fig. 3. Progress curve analysis of the inhibition of caspases 3 and 8 by bovSERP-
INA3-1. Enzymes were added to assay buffer, containing 100 uM substrates, to a
final concentration of 1 and 3.5 nM for caspases 3 and 8, respectively. After about
400 s for caspase 3 and 200 s for caspase 8 which is less stable, bovSERPINA3-1
(5 pL) was added and product formation was followed as a function of time. The
total volume of the reaction mixture was 500 pL. Abbreviations used: RF, relative
fluorescence corresponding to the amount of product released; V,, rate of substrate
hydrolysis in the absence of inhibitor; V;, rate of substrate hydrolysis in the
presence of inhibitor; arrows indicate the time at which the inhibitor was added.

Table 2

Association rate constants for the inhibition of caspases 3 and 8 by bovSERPINA3-1
and A3-3. Each value is the mean * S.D. for five independent determinations. Details
of the method are given in the Supplementary data.

kass (M71 Si])

Caspase 3

(423+3.0) x 10°
(1.55+1.7) x 10°

Caspase 8

(1.40 £2.0) x 10°
(2.72£1.9) x 10°

Muscular bovSERPINA3-1
Muscular bovSERPINA3-3

3 are, undoubtedly, strong inhibitors of caspases 3 and 8. The bio-
logical significance of these in vitro findings calls however for fur-
ther in situ investigations.

3.4. Potential scissile bonds within the bovSERPINA3s RCL

The length of the RCL, directly related to the inhibition mecha-
nism, is essential for the serpin to efficiently inhibit their target
protease. Although there are few documented exceptions, the
length up to the scissile bond was almost always 17 residues which
reduced extensively the potential P1 residue identity for inhibition
of their target protease [4]. According to the RCL sequences of bov-
SERPINA3-1 and A3-3 aligned in Fig. 4a, it has been established
that trypsin cleaved the serpin after Arg'® residue [6].

With regard to caspases 3 and 8, the question arising is what are
their P1 target residues? The term caspase is an acronym of cys-
teinyl-aspartate-cleaving protease in reference with their strict
cleavage specificity after Asp residues. Within the carboxy-termi-
nal RCL sequences of bovSERPINA3-1 and A3-3 (Fig. 4a), there is
only one Asp residue located at position 37 from the beginning
of the loop. To fulfill the above rule, the scissile bond would be lo-
cated around the 17th residue. In that case, it should be accepted
that caspases can cleave after other residues than Asp, a property
that has never been demonstrated.

Preliminary analysis of the N-terminal sequence of the C-termi-
nal peptide generated after the acyl-enzyme formation provided
N-terminal sequences for that peptide suggesting that the scissile
bond is Asp>’-Thr*® (N-terminal peptide sequences for both casp-
ases: TQSIIFL...). To test this assumption, Asp>’ residue of recom-
binant bovSERPINA3-3 was substituted to Ala®>’ by site-directed
mutagenesis and the activity of both mutated (M-D37/A37) and
wild-type (WT) proteins was tested against both trypsin and cas-
pase 3. According to Fig. 5A1, trypsin is similarly inhibited by the
recombinant WT and the M-D37/A37 bovSERPINA3-3. As expected,
both WT (Fig. 5B1, lane 2) and M-D37/A37 bovSERPINA3-3
(Fig. 5B1, lane 4) formed a SDS-stable complex with trypsin. In
addition, the association rates with trypsin are similar for both re-
combinant WT and mutated bovSERPINA3-3 (Table 3). Moreover
these association rate constants are comparable to that obtained
for the purified muscular bovSERPINA3-3 (Table 3).

By contrast, no inhibition of caspase 3 was observed with the
recombinant M-D37/A37 bovSERPINA3-3 as compared to the
wild-type protein (Fig. 5A2). It is worthy to note that the associa-
tion rate of the recombinant WT  bovSERPINA3-3
(9.04 x 10° M~! s71) is similar to the value obtained with the puri-
fied serpin (1.55 x 10° M~' s~1). Moreover, while the WT bovSERP-
INA3-3 formed a SDS-stable complex with caspase 3 (Fig. 5B2, lane
2), the mutated form which lost its ability to inhibit caspase 3 was
also unable to form a SDS-stable complex with this protease
(Fig. 5B2, lane 4). Taken together, these results strongly suggested
that Asp®” is the P1 residue targeted by caspases 3 and 8.

The present findings are in total contradiction with the RCL
length invariance of serpins established with various monomeric
targeted serine proteases. Caspases are cysteine proteases and
whether the rule can be different for serpin interaction with
cysteine proteases is questionable. From what we actually know,
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bovSERPINA3-1 EEGTEGAAAT GISMEETILR IIVRVNRPFL IAIVLKTQS IIFLGKVTNP SEA
bovSERPINA3-3 EEGTEGAAAT GIGIEETFLR ITIVRVNRPFL IAVVLKITQOS IIFLGKVTNP SEA
b
bovSERPINA3-2 EEGTEGVAAT GIGIEETFLR IIVRVNRPFL TIAVVLKWTQS IIFLGKVTNP SEA
bovSERPINA3-4 EEGTEGAAAT GIGIEETFLR IIVRVNRPFL IAVVLKTQOS IIFLGKVTNP SEA
bovSERPINA3-5 EEGTEGAAAT GIGIEETFLR IIVRVNRPFL IAVVLKITQS IIFLGKVTNP SEA
bovSERPINA3-6 EEGTEGAAAT GIGIEETFLR IIVRVNRPFL TAVVLKBWTQS IIFLGKVTINP SEA
C
bovSERPINA3-7 EEGTEGAAVT AVVMATSSLL HTLTVSFNRP FLLSIFCKET QSIIFLGKVT NPKEA
bovSERPINA3-8 EEGTEGAAAT GVKVGITSIN NHIPLSFNRP FLIAIVLKET QSIIFLGKVT NPSQA

Fig. 4. Alignment of RCL sequences of members of the bovSERPINA3s family. (a) RCL sequence of bovSERPINA3-1 and A3-3 used throughout this study. (b) RCL sequence of
the other endopin 1 related bovSERPINA3s. (c) RCL sequence of the endopin 2 related bovSERPINA3-7 and A3-8. Residue in white bold on black background indicate P1
residues for trypsin (Arg'®) and putative P1 residue for caspases 3 and 8 (Asp>’ for A3-1 to A3-6; Glu>® and Asp>® for A3-7 and A3-8).
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Fig. 5. (A) Capacities of recombinant WT and Asp®’/Ala®” bovSERPINA3-3 mutant to inhibit trypsin (A1) and caspase 3 (A2). (B) BovSERPINA3-3 complexes with trypsin (B1)
and caspase 3 (B2). (B1) Western blot analysis of a mixture of trypsin (T) incubated with either WT bovSERPINA3-3 [W (lane 2) + T] and Asp®’/Ala®>” mutated bovSERPINA3-3
[M (lane 4) + T] (inhibitor/protease ratio: 10/1) as compared to the control samples [W (lane 1) or M (lane 3) — T] where the enzyme was omitted. Both Wild and mutated
isoforms exhibited a complex with trypsin (open arrow head). (B2) Western blot analysis of a mixture of human caspase 3 (C) incubated with either WT bovSERPINA3-3 [W
(lane 2) + C] and Asp®’/Ala®” mutated bovSERPINA3-3 [M (lane 4) + C] (inhibitor/protease ratio: 10/1) as compared to the control samples [W (lane 1) or M (lane 3) — C] where
the enzyme was omitted. Whereas a SDS-stable complex of caspase 3 with the wild serpin (lane 2) was observed, no complex was detected with the mutated serpin (lane 4)
which lost its ability to inhibit caspase 3 (A2). All westerns were revealed with mEndo-Ab antibody. Abbreviations used: WT, wild-type bovSERPINA3-3; Asp®’/Ala®” mutated

bovSERPINA3-3; W, wild serpin; M, mutated serpin; T, trypsin; C, caspase 3.

Table 3

Association rate constants of recombinant wild-type (WT) and Asp®’/Ala®” mutated
bovSERPINA3-3 with trypsin and human recombinant caspase 3. Comparison with
association rate obtained with the bovSERPINA3-3 purified from bovine muscle
(muscular bovSERPINA3-3).

kass (M ! S 1)

Trypsin Caspase 3
Muscular bovSERPINA3-3 0.67 x 106 1.55 x 10°
Recombinant WT bovSERPINA3-3 1.87 x 10° 9.04 x 10°
Recombinant Asp>?/Ala®” bovSERPINA3-3 0.78 x 106 No inhibition

caspases are not able to cleave peptide bonds after other residues
than Asp. Hence, no other cleavage site can be found in the RCL se-
quences of bovSERPINA3-1 and A3-3 suggesting that the cleaved
bond is Asp>’-Thr3®. However, clarification of this unusual finding

calls for more detailed investigations and, hopefully, for future X-
ray analysis of the tertiary structure of the free serpin and of the
complex with caspases.

3.5. RCL similarities of bovSERPINA3s

According to recent findings, bovSERPINA3-1 and A3-3 are
members of a family comprising at least eight genes located within
the same cluster at bovine chromosome 21q24 and encoding clo-
sely related serpins [12]. Hopping to identify other members of
bovSEPINA3 family potentially able to inhibit trypsin and/or casp-
ases, the C-terminal RCL sequences of the all members of this fam-
ily were aligned and compared (Fig. 4a-c).

From the comparative analysis of the mature proteins se-
quences, two subgroups can be distinguished within the bovSERP-
INA3s family, on the basis of their homology with endopins 1 and
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2. The first one comprising bovSERPINA3-1 to A3-6 showed highest
homology with endopin 1-like serpins whereas the second encom-
passing bovSERPINA3-7 and A3-8 exhibited a greater homology
with Endopin 2-like serpins (Endopins 2A/2B/2C) [6,22,23]. Within
their RCL sequences, bovSERPINA3-1 to A3-6 exhibited an Arg res-
idue at position 16 and an Asp residue at position 37 (Fig. 4a and
b). All these serpins would therefore inhibit caspases and trypsin.
The two last members of this cluster, bovSERPINA3-7 and bov-
SERPINA3-8, very divergent in the C-terminal sequences, have no
Arg residue in the region of concern and will not inhibit trypsin,
an assumption agreeing well with the conclusion of Hwang and
collaborators [22] emphasizing that Endopin 2, corresponding to
bovSERPINA3-7, did not inhibit trypsin.

In bovSERPINA3-8 and A-3-7, an Asp residue and a Glu residue,
respectively, were noticed at position 39 (Fig. 4c). While we could
expect that bovSERPINA3-8 might be able to inactivate efficiently
caspases (Asp at position 39) but not trypsin, bovSERPINA3-7 will
probably be unable to inhibit caspases and, if some inhibition could
be detected, the inhibitory activity will be no more efficient than
PI9 a serpin exhibiting a Glu residue at P1 position and considered
as a poor inhibitor of caspases as compared to the cowpox CrmA
which has an Asp residue at the P1 position [10].

In conclusion, the present work identified two serpins able to
inhibit strongly initiator and effector caspases and to form SDS-sta-
ble complexes with both groups of caspases, a feature never ob-
served with CrmA [9]. The mechanisms involved might be
different from those reported for CrmA but have in common the
trapping of the enzyme by the serpins. These serpins are widely
distributed in mammalian tissue and cells and belong to a family
presenting a surprising degree of compensation and redundancy
which can be compared to that often emphasized concerning the
caspase family [18]. This will obviously complicate the assessment
of their respective biological role in living tissues and cells. Another
question arising is the biological significance of the existence of
two subgroups within the bovSERPINA3 family comparable to
the two major subgroups of caspases, i.e. the inflammatory and
the apoptotic subfamilies. Such assumption is supported by the
fact that members of the second subgroup, i.e. bovSERPINA3-7
and A3-8, are unable to inhibit trypsin but are strong inhibitor of
elastase [23], a protease playing a central role in inflammatory pro-
cesses [24].

Besides highly specialized and restricted functions in living cells
[25], for this group of SERPINA3-like, future investigations must be
preferably focused on a more general role in processes common to
all mammalian tissues and cells, and, in this context, apoptosis and
inflammatory processes are probably the first to be considered.

Appendix A. Supplementary data

Supplementary data associated with this article can be found, in
the online version, at doi:10.1016/j.febslet.2009.07.055.
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