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Introduction générale

La maturation des viandes, période pendant laquelle s’élaborent les qualités
organoleptiques du produit final, prend en compte 1’évolution positive et négative de ces
caractéristiques et les mécanismes qui y contribuent. Parmi ces qualités, la tendreté, et de
facon plus générale la texture de la viande, reste, encore aujourd’hui, la qualité la plus
recherchée par les consommateurs. En effet, si les viandes bovines et porcines sont souvent
considérées comme trop fermes, les viandes des autres especes, poulet et poissons, sont

surtout jugées pas assez ferme (Ouali et al., 2006).

La viande derive d'un muscle qui subit un grand nombre de changements
biochimiques et physiologiques. Aprés I'abattage des animaux de boucherie, la tendreté va
se mettre en place progressivement grace au processus de maturation. Un processus
multifactoriel trés complexe essentiellement enzymatique, résultant de [’action de
protéases endogenes sur les protéines myofibrillaires, fragilisant ainsi la structure

musculaire (Kemp et Parr, 2012 ; Huang et al., 2016).

En effet, selon son degré, la protéolyse conditionne le niveau de tendreté ou de
fermeté de la viande. Cependant, dans le muscle post-mortem, le contréle dynamique de
ces enzymes sera modulé par :

1. Les changements des conditions physico-chimiques de la cellule et de son
milieu comme par exemple le pH (Boudjellal et al., 2008 ; Carlson et al.,
2017) ;

2. Les inhibiteurs présents au sein de la cellule, tels que les inhibiteurs de
protéases a sérine ou serpines qui constituent, les meilleurs marqueurs
biologiques de la tendreté (Zamora et al., 1996 ; Zamora, 1997 ; Ouali, 1999
; Zamora et al., 2005).

Les serpines sont d’ailleurs intégrées dans des modeles de prédiction de la tendreté
de la viande. Le seul groupe de peptidases fortement inhibées par ces serpines, se sont
avérées étre les caspases, famille trés particuliere de cystéines protéases qui jouent un réle
prépondérant dans le processus de mort cellulaire programmeée par apoptose (Herrera-
Mendez et al., 2009). Ce processus apoptotique se met en place dans le tissu musculaire
dés la mort de I’animal (Ouali et al., 2006). Cette étape préliminaire pourrait avoir une
importance cruciale dans le muscle post-mortem puisque tous les changements suivants qui

contribuent a la conversion du muscle en viande en dépendront fortement.



Introduction générale

Des études de différentes caractéristigues morphologiques ou biologiques de
I’apoptose aboutissent a des conclusions qui confortent la théorie de la mise en place de
I’apoptose dans le muscle post-mortem (Becila et al., 2010 ; Cao et al., 2013 ; Rodriguez-
Frometa et al., 2013 ; Quali et al., 2013 ; Zhang et al., 2013 ; Sierra et Olivan, 2013 ;
Longo et al., 2015 ; Huang et al., 2016 ; Wang et al, 2017).

Ces auteurs ont mis en évidence 1’apoptose dans le muscle post mortem par
différentes caractéristiques telles que le rétrécissement des cellules, les modifications
mitochondriales par libération du cytochrome c et le changement du potentiel membranaire
(A¥m), la dégradation de I'ADN nucléaire en fragments réguliers, le changement de
localisation des molécules de phosphatidylsérines d’une orientation cytoplasmique a une
orientation extracellulaire et la dégradation de 1’actine par les protéases apoptogeénes
(caspases). Les fragments d’actine générés ont été proposés comme des marqueurs

potentiels d’apoptose (Yang et al., 1998).

Ainsi sont justifiés les objectifs que nous nous sommes fixés en rapport avec la
mise en évidence de 1’ubiquité du phénomeéne de 1’apoptose chez différentes especes
bouchéres (volaille, caprin, bovin, ovin, camelin) et chez le poisson d’eau douce, aprés

avoir choisi trois marqueurs de I’apoptose :

- L’externalisation des groupements phosphatidylserine ;
- L’hydrolyse de I’actine, premiére protéine cible des caspases ;

- Le relarguage mitochondriale du cytochrome c.

Les serpines étant reconnues pour étre de bons marqueurs de la tendreté des
viandes, nous avons jugé utile de compléter notre travail par un état de ’art sur ces
serpines dans le muscle bovin susceptible de permettre a 1’équipe MAQUAV de

dégager des perspectives pertinentes dans la prédiction de la qualité des viandes.
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Etude Bibliographique

PREAMBULE

La synthese bibliographique de cette thése a pour but de présenter 1’état de I’art de
la transformation du muscle en viande, ainsi que les principaux facteurs biologiques

responsables de la variabilité de sa tendrete.

Une partie de cette synthese est consacrée aux marqueurs biologiques de la tendreté
de la viande incluant les mécanismes biochimiques impliqués dans la transformation du
muscle en viande et les marqueurs protéiques de la qualité de la viande. Ensuite, I’apoptose
(la mort cellulaire programmée), premiére phase de transformation du muscle en viande
aprés la saignée de I’animal est également abordée dans ce document. Enfin nous
terminons par un chapitre qui traitera les serpines et les mécanismes d’inhibition des

protéases cibles.
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CHAPITRE | : MARQUEURS BIOLOGIQUES DE LA TENDRETE DE LA VIANDE

|.1- Transformation du muscle en viande

Le muscle constitue la chair des animaux, il est transformé en viande lors de la
maturation. La transformation du muscle en viande commence dés la mort de 1’animal. Cette étape
de transformation fait appel a un ensemble de processus biochimiques trés complexe impliquant
des systéemes protéolytiques endogenes (Huang et al, 2016).

La transformation post-mortem du muscle en viande se produit des la saignée et se
déroule en trois phases (FIGURE 01) et qui sont : la phase de mort cellulaire programmée
(MCP) ou apoptose, la phase d’installation de la rigidité cadavérique ou rigor mortis et
enfin la phase de maturation (Ouali et al., 2006).

Rigor mortis

l TR Maturation
Mort N (phase
cellulaire d‘attcrdrissagc}

abattaglz

Péri-mortem \

animal

Duretd de la
viande

Temps
ante mortem Temps post mortem

FIGURE 01 : Etapes de transformation du muscle en viande (Ouali et al., 2006)

1.1.1- Phase de mort cellulaire programmée (MCP)

L’hypotheése de I’implication de la MCP dans les modifications postmortem du
muscle en viande a été proposée pour la premiére fois par Ouali et al. (2006a). Elle a été
émise a partir d’un constat simple : lors de ’abattage de 1’animal, 1’exsanguination de la
carcasse prive les cellules de nutriments et d’oxygene. Le stress engendré va déclencher
ainsi la mort cellulaire, les cellules s’engagent alors dans une voie de mort programmée.
L’apoptose est caractérisée par l'activation d’une famille de protéases a cystéine, les
caspases (pour cysteine aspartyl protease). Les caspases vont alors initier la dégradation

des structures cellulaires. Les caspases pourraient donc dégrader des protéines clés dans
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I’organisation structurale des myofibrilles (Nakanishi et al., 2001 ; Chen et al., 2003),
conjointement avec d’autres protéases, et donc ainsi jouer un role de premier plan dans la
mise en place précoce de la tendreté, avant les calpaines. Leurs substrats dans la cellule
seraient nombreux, ce qui est comparable a ce qui a éte rapporté pour les calpaines.
L’apoptose serait donc un processus précoce intervenant dans la mise en place de la

tendreté (Ouali et al., 2006).

|.1.2- Phase d’installation de la rigidité cadavérique
Cette phase est décomposée en deux étapes (Ouali, 1990). La premiére, dite période de
latence, ou état pantelant. La deuxiéme est la période d’installation de la rigidité

proprement dite.

a- Etat pantelant

Pendant cette période, le muscle conserve encore une activité métabolique mais en
puisant dans ses réserves énergétiques (Monin, 1988). Des contractions musculaires ont
lieu, selon des impulsions nerveuses incontrolées. Ce phénomeéne dure aussi longtemps que
le systeme nerveux est encore actif (Maltin et al., 2003). Sa durée est variable selon
I’espece considérée et les réserves énergétiques du muscle.

b- Installation 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 plus difficiles a déplacer chez ’animal.

Dans le tissu musculaire, apres abattage, I’arrét de la circulation sanguine stoppe
I’apport en oxygéne et en nutriments. Les cellules musculaires maintiennent leur
homéostasie et elles ont donc besoin de régénérer les molécules d’ATP (Maltin et al
2003).

En effet, la phosphocréatine est la premiére source de régénération de I’ATP
utilisée par le muscle. Elle est présente en moindre quantité, de 1’ordre de quelques pg/g de
muscle a la fin de la saignée. Le taux d’ATP reste constant tant que la phosphocreéatine est
en quantité suffisante. La réaction de régénération de I’ATP a partir de la phosphocrétine

est la suivante :

ADP + phosphocréatine ——  ATP + créatine
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Rapidement, la phosphocréatine s’épuise et le taux d’ATP diminue. La synthése
d’ATP par la myokinase intervient alors. Cette enzyme, spécifique du muscle, permet de

produire une molécule d’ATP a partir de deux molécules d’ADP :

2ADP —>» ATP+AMP

Aprés, le métabolisme de régénération de I’ATP s’oriente vers la glycolyse
anaérobie (dont le principal substrat énergétique est le glycogéne). Le glycogéne subit la

glycogénolyse avec finalement production d’acide lactique et de protons ; la réaction peut

étre ainsi schématisée :
2 ADP + 2Pi + (Glucose),—/ 2 ATP + 2 Lactate + 2 H,0 + (Glucose),.

Cette voie métabolique induit la production de lactate et son accumulation. Chaque
molécule d’acide lactique produite est associée a la libération d’un proton engendrant la
diminution du pH. Cette diminution du pH inactive les enzymes et conduit a I’arrét de la

glycolyse et a I’épuisement des réserves d’ATP du muscle.

Cet épuisement définit I’étape de rigor mortis ou le muscle ne peut plus se relaxer
(Ouali, 1976 ; Got, 1997 ; Mathoniere, 1999). Cependant, comme cet épuisement n’a pas
eu lieu simultanément dans toutes les fibres, 1’état de rigor ne s’installe pas partout au
méme moment provoquant ainsi des contractions au sein du muscle. La rigidité apparait
quant a elle progressivement (Jeacocke, 1984). Elle devient maximale lorsque le pH atteint

le pH ultime variant entre 5,3 et 6,0 selon 1’espéce et le muscle

La durée de la rigor mortis est tres variable en fonction du type de muscle et de
I’espece animal, allant de quelques heures (6-10h voire moins) chez le porc a 24h ou plus
chez le bovin (Ouali, 1990a).

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

myosine commence : formation du complexe actine-myosine.
1.1.3- Phase de la maturation

C'est durant cette phase que la viande commence a s'attendrir. C’est 1'étape la plus

importante car elle conduit a une augmentation de la tendreté de la viande. Ce processus de
6
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maturation est principalement le résultat de mécanismes enzymatiques qui conduisent a la
dégradation partielle (protéolyse ménageée) des constituants myofibrillaires et donc a leur
fragilisation structurale. Plusieurs systéemes enzymatiques semblent étre impliqués, au
niveau du tissu musculaire, et agissent conjointement sur la maturation. Parmi les
différents systémes évoqués figurent les cathepsines lysosomales, le couple
calpaines/calpastatine, systeme certainement le plus étudié, les protéases a sérine, les
matrixines, le protéasome, et les caspases, dont I’implication dans le processus de
maturation post-mortem du muscle en viande a été mise en évidence par Ouali et al.
(2006). L’activité de ces systemes enzymatiques dépend de la température, ainsi que de la

vitesse et de I’amplitude de la chute du pH.

1.2- Evolution du pH post-mortem

Apres I’abattage, 1’énergie est apportée aux cellules musculaires par des réactions
anaérobies productrices de protons et d’acide lactique. Ces réactions induisent une
modification du pH. La vitesse et I'ampleur de la chute de pH dans le muscle post-mortem
sont des facteurs importants qui influent sur la qualité de la viande (Kwasiborski, 2008).
En effet, I'acidification du muscle post-mortem va avoir une influence sur de hombreux
processus cellulaires comme la migration des ions, 1’osmolarité, la perméabilité des
membranes, les mécanismes enzymatiques, la contraction musculaire (Zamora et al., 2005)

et la capacité de rétention d'eau (Offer, 1991).

La vitesse de diminution du pH post-mortem, est influencée par de nombreux
facteurs comme 1’espece étudiée, la composition en fibres du muscle et I’état de stress de
I’animal juste avant ’abattage. La vitesse de diminution du pH est déterminee
principalement par 1’activité ATPasique (Kwasiborski, 2008). Tous les facteurs modifiant
cette activité entrainent un changement de la vitesse de diminution du pH (Bendall, 1973).
Dans de bonnes conditions d’abattage, le pH diminue progressivement pour se stabiliser a
une valeur appelée pH ultime (pHu). L’accélération de la diminution du pH est due a
I’activation du métabolisme de dégradation du glycogene avant la mort et a son maintien

post-mortem (Monin, 1988).

L’amplitude de la diminution du pH post mortem détermine la valeur du pHu.

Elle dépend pour une grande partie des réserves en glycogene du muscle, plus celles-ci
7
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sont importantes, plus la valeur du pHu sera faible (. La glycogénolyse dans le muscle post
mortem cesse (Monin, 2003) :

- Soit par la disparition de 1’adénosine monophosphate (AMP), nécessaire
comme cofacteur des enzymes de la glycogénolyse et de la glycolyse. Le pH
se stabilise alors a des valeurs variables en fonction des muscles avec parfois

la présence d’une quantité importante de glycogene résiduel ;

- Soit par carence en glycogéne. Dans ce cas, le pH se stabilise a des valeurs

plus €levées que précédemment (jusqu’a 7 dans les cas extrémes) ;

- Soit par inactivation des enzymes de la glycogénolyse et de la glycolyse sous

I’effet de la diminution du pH.

De nombreuses études ont mis en évidence un effet du pHu sur la tendreté de la
viande. Des relations linéaires positives entre pHu et tendreté, estimée par mesure
mécanique ou par analyse sensorielle, ont été rapportées pour la viande bovine (Bouton et
al., 1973; 1982) et de veau (Guignot, 1992). D’autres travaux ont révélé 1’existence d’une
relation curvilinéaire (Purchas, 1990 ; Holdstock et al., 2014 ; Wu et al., 2014). De telles
relations ont été obtenues lorsque le pHu présentait une large amplitude de variation (5,4 a
7,0). Une valeur minimale de la tendreté a été enregistrée pour des valeurs de pH variant
de 5,7a6,0.

L’augmentation de la tendreté enregistrée lorsque le pH ultime augmente au-dela de
pH 6,0, a été attribuée a une amélioration conjointe de la capacité de rétention d’eau de la
viande (Purchas, 1990). La relation curvilinéaire entre le pH ultime et la tendreté pourrait
également refléter des différences dans D’intensit¢ de la protéolyse au cours de la

maturation (Boudjellal et al., 2007).
1.3- Marqueurs biologiques de la tendreté de la viande

Les marqueurs biologique ou biomarqueurs de la qualité de la viande sont des
indicateurs des processus biologiques mesurables quantitativement, une fois validés

peuvent jouer un réle essentiel dans (Picard et al.,2014) :

- La compréhension de la transformation du muscle en viande ;
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- La prédiction de I’évolution de la mise en place de la qualité de la viande et la

classification des carcasses de viande ;
- Les programmes de sélection génétique.

Selon Berri et al (2016), disposer d’indicateurs fiables pour prédire la qualité des
viandes est un enjeu majeur. Ces indicateurs faciliteraient la sélection d’animaux aptes a
produire des viandes de bonnes qualités. De plus, ils permettraient 1’amélioration des
pratiques d’élevage et d’abattage susceptibles d’optimiser les capacités intrinseques des

tissus musculaires favorables a la qualité des viandes.

En effet deux types de marqueurs biologiques peuvent étre distingués: les
marqueurs génétiques et les marqueurs protéiques. Dans ce chapitre nous allons présenter

une synthése sur les biomarqueurs protéiques de la tendreté de la viande.
1.3.1- Rappel sur les événements majeurs survenant apreés la saigné de ’animal

Apres la saignée des animaux, les tissus entrent dans un état d’anoxie ischémique
qui affectera toutes les voies métaboliques et conduira a une adaptation de la plupart, voire

de la totalité, des processus métaboliques (Ouali et al., 2006, 2007).

Apres privation de ’oxygene et I’entrée des cellules en anoxie, le premier
objectif de la cellule musculaire sera d'améliorer ses capacités a fournir de I'énergie
nécessaire pour des activités métaboliques accrues. Ceci a été prouvé par l'analyse
quantitative des spots de gels d’électrophorése bidimensionnelle (gels 2D) qui & démontré
une augmentation des enzymes associées a la glycolyse et au cycle de l'acide
tricarboxylique (TCA). Une conséquence majeure de cette intense activité métabolique
sera I'accumulation de métabolites nocifs, comme le CO2, HCO3-, NH4 et acide lactique,
qui sont normalement transportés vers le foie ou ils peuvent étre recyclés (Ouali et al.,
2013). Une autre conséquence de I’anoxie sera la préservation des fonctions cellulaires par
une augmentation de la concentration de plusieurs protéines de choc thermique ou
protéines de stress (Heat Shock Protein : HSP), y compris les HSP 70, 40, 27, 20, af}-
crystallin.
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FIGURE 02 : Evénements majeurs survenant dans le muscle post mortem apres arrét de la

circulation sanguine. Abbreviations: TCA: Tricarboxylic acids; HSP, Heat Shock Proteins; PS:
Phosphatidylserine, IAP: Inhibitors of Apoptosis Proteins

En d’autres termes, la cellule développera des outils contradictoires pour la mort
cellulaire ou les voies de survie de la cellule (FIGURE 02). La bataille entre la mort
cellulaire et la survie cellulaire se révélera finalement au profit du processus de mort
cellulaire par apoptose avec les changements caractéristiques bien connus associés a ce
statut, en particulier le rétrécissement cellulaire et [I'externalisation de Ila
phosphatidylsérine, ainsi que l'altération des mitochondries (Ouali et al., 2007 ; Becila et
al., 2010 ; D'Alessandro & Zolla, 2013). Un ensemble de protéines pro- et anti-
apoptotiques sera libéré des mitochondries et leur rapport définira la vitesse et I'étendue du

développement de I'apoptose.

Au final, Toutes ces protéines peuvent étre prises en considération comme

biomarqueurs de la tendreté de la viande.
1.3.2- Biomarqueurs potentiels de la tendreté de la viande

Pendant plusieurs décennies, les scientifiques de la viande recherchent en

particuliers des marqueurs biologiques de la tendreté de la viande qui rendraient possible :

10
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(1) la classification des coupes de viande juste apres abattage sur la base de leur potentiel
de tendreté finale (2) l'optimisation du choix génétique des animaux de viande sur la base
de cette qualité. Malheureusement, de pareils marqueurs n‘ont toujours pas pu étre
identifiés probablement en raison d'une connaissance un peu trop limité des mécanismes

biologiques responsables de I'amélioration post mortem de la texture de la viande.

Selon Ouali et al. (2013), une vue d'ensemble de la littérature a permis
d'identifier une série de marqueurs potentiels de tendreté de la viande. Cette liste est loin
d'étre exhaustive et de nombreuses autres protéines restent a considérer. Un tel criblage a
permis l'identification de 8 sous-groupes, les trois plus importants étant les voies

énergeétiques glytolytique et oxydante ainsi que les protéines de choc thermique (HSPs).
1.3.2.1- Marqueurs de la voie métabolique énergétique glytolytique

Tous les membres de ce groupe sont des enzymes de la voie glytolytique
(Tableau 1). La glycolyse est un processus biphasé. La premiére phase consommant
2ATP, qui correspond a la conversion du glucose-1-phosphate, produit du glucose libre ou
du glycogene par la phosphorylase, en deux trioses phosphate. Le second assure la
conversion de 2 trioses phosphate (a partir d'un glucose) en pyruvate et ensuite en lactate,
produisant 2 ATP et 1 NADH, H+. Deux enzymes, sur 5, de cette premiéere phase ont été
identifiées en tant que marqueurs potentiels de tendreté. Ce sont la premiére et la derniére
de cette phase, c’est -a-dire la phosphoglucomutase (Bjarnadottir et al, 2010; Chaze et al.,
2013) et et la Triosephosphate isomérase (Kim et al., 2008). Dans les cellules musculaires,
la triose prédominante est le dihydroxyacétone phosphate (DHAP), un métabolite

important a un carrefour entre plusieurs voies métaboliques.

Sans compter que la continuité normale de la voie glytolytique a travers
I'isomérisation en glyceraldehyde-3-P (deuxiéme phase de glycolyse), le DHAP peut
également entrer dans la navette de glycérol-phosphate jouant un réle important dans le

muscle squelettique (Kalapos et al., 1999).

Contrairement a la premiere phase, une majorité des enzymes impliquees dans a
deuxiéme phase de la glycolyse (5 sur 6) ont été identifiés comme de bons marqueurs de
tendreté. Il s’agit de la glyceraldehyde-3-phosphate hydratase déshydrogénase (GAPDH),
la phosphoglycérate kinase (Jia et al., 2006), la phosphopyruvate enolase (Choi et al.,
2010 ; Laville et al., 2009), la pyruvate kinase (Laville et al., 2009 ; Polati et al., 2012) et

11
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la lactate déshydrogénase (Choi et al., 2010 ; Laville et al., 2009 ; Polati et al., 2012). Une
caractéristique étonnante de cette deuxiéme phase est le rodle multifonctionnel de la
GAPDH qui est présente dans différents compartiments de la cellule et peut contribuer a
diverses fonctions cellulaires. Elle pourrait avoir ainsi une fonction pro-apoptotique (Tarze

et al., 2007) ou une fonction pro-survie (Colell et al., 2007).

Tableau 1 : Marqueurs potentiels de tendreté appartenant a la voie glycolytique (Ouali et al.,

2013)
Marqueur Localisation Fonctions *[M] | *Tend | Références
Bjarnadottir et
al. (2010);
Gluc-1P <==> Gluc 6P Bouley et al.
Phosphoglucomutase | Cytoplasme + + (2004); Laville
et al. (2009)
Tri hosphat Dihydroxyacetone phosphate Kim et al
riosephosphate L im .
isomerase Cytoplasme (DHAP) (===> glyceraldehyde | _ + (2009)
3-phosphate
Colell, Green,
Glyceraldehyde-3 Cytoplasme glycéraldéhyde.3.phosphate and Ricci
phosphate (===> 1,3.diphosphoglycerase 2009);
dehydrogenase Noyau > GIPOSpROgly + + (Lavillly et al
APDH Mort et survie cellulaire '
© ) (2009)
3-Phosphoglycerate + ADP N
3-Phosphoglycerate | Cytoplasme . Jia, Hildrum, et
Kinase (==> 1,3-bisphosphoglycerate | t + al. (2006
+ADP )
Aldehyde oxydation des Aldehydes en HoIIung et al.
Cytosol et acides carboniques (2007); Jia,
dehydrogenase . + +/— )
organelles (glycolyse , degradation des Hildrum. et al.
(ALDH) d ; T :
amino acides et des lipides) (2006)
Enolase 3 ou Cytoplasme et hosohoal L Choi et al.
phospho-pyruvate muscle 2-Phosphoglycerate <===> + + (2010); Laville
hydratase spécifique phosphoenolpyruvate et al. (2009)
L Laville et al.
Pyruvate kinase Cytoplasme Phosphoenolpyruvate (===> + + (2009); Polati
pyruvate et al. (2012)
| actate Laville et al.
dehydrogenase Cytoplasme Pyruvate <===> lactate + + (2009); Polati
et al. (2012)

Abréviations: *[M], concentration du marqueur augments (+) ou diminue (—); *Tend: Tendreté de la viande
augmente (+) ou diminue (—) en fonction de la modification du niveau du marqueur. (+/—), Le changement
induit par le marqueur vis a vis de la tendreté est variable, < => indique la réversibilité de la réaction.

L'aldéhyde déshydrogénase, un autre marqueur potentiel augmentant dans le
muscle post mortem, contribue a la voie glytolytique a travers la conversion directe de la
glycéraldéhyde en 2-phosphoglycerate (Jia et al., 2006). Cette enzyme est un membre de
la famille des aldéhydes déshydrogénases, qui est connue pour étre impliquée dans de
multiple autres processus comprenant le métabolisme des acides aminés et des acides gras

(Vasiliou et al, 2004). Quelgues membres de cette famille d'aldéhyde oxydases protégent
12
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contre des aldéhydes produits par peroxydation de lipides et la cytotoxicité globale
d'aldéhyde et contre les stresses oxydatif et osmotique (Brocker et al., 2011 ; Brocker et
al., 2010 ; Pappa et al., 2005).

1.3.2.2- Marqueurs de la voie métabolique énergétique oxydative

Schématiquement, le métabolisme énergétique oxydatif se termine a I’intérieur de
la matrice mitochondriale ou sont oxydés les produits finaux de la dégradation des lipides,
des acides aminés et des polysaccharides pour fournir des substrats a la chaine de transport
d'électrons et a I'ATP synthase responsable de la production d'ATP. Cette voie emploie
tous les produits finaux fournis par la dégradation des sucres, particulierement le glucose
(glycolyse), les protéines (et plus exactement les acides aminés provenant d'acides aminés
libres ou de I'nydrolyse de protéines) et des acides gras produits a partir de triglycérides.
Sept marqueurs de tendreté venant de ces voies énergétiques ont été jusqu'ici identifiées

(voir Tableau 2) :

- La 3-Hydroxyisobutyrate déshydrogénase est une enzyme impliquée dans la
dégradation de la valine ramifiée en succinyl-CoA, un intérmédiaire du cycle des acides
tricarboxyliques (Lokanath et al., 2005 ; Jia, et al., 2007) ;

- La B-Hydroxyacyl CoA-déshydrogénase (HADH) est un intermédiaire de la
B-oxydation (ou hélice de Lynen) des lipides qui produit l'acétyle-CoA, un métabolite

entrant dans le cycle des acides tricarboxyliques (Hamill et al., 2012 ; Polati et al., 2012) ;

- Le cytochrome ¢ est un membre de la chaine de transport d'électron situé a

I’extérieur de la membrane intérieure des mitochondries (Ding et al., 2002) ;

- Les trois autres marqueurs identifiés de cette voie sont: la
succinate déshydrogénase, la Succinyl Co-A synthase et I'lsocitrate déshydrogénase, et qui
sont tous des membres du Cycle de Krebs (Hamill et al., 2012 ; Kim et al., 2009).

13
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Tableau 2 : Marqueurs potentiels de tendreté appartenant a la voie aérobie (Ouali et al., 2013)

Marqueur Localisation Fonctions *[M] | *Tend Références
3- . . : Jia, Hollung, et
; . . 1 des 9 étapes de la dégradation ' '
I—(;ydroxylsobutyrate Mitochondrie de la valine en Succinyl-CoA + + al. (2006); Jia
ehydrogenase (1) et al. (2007)
B-Hydroxyacyl Matrice } . . + + Hamill et al.
. . Dégradation des acides gras '
CoA-dehydrogenase | mitochondriale (helice de Lynen) (2012); Polati
et al. (2012)
Chaine de transport
Cytochrome ¢ Mitochondrie d'électrons au niveau de la + + Ding et al.
membrane mitochondriale. (2002)
Apoptose
Succinate Matrice , . Kimet al.
dehydrogenase mitochondriale Cycle TriCarboxylique (TCA) + + (2009)

. . Hollung et al.
Succinyl Co-A ~ Matrice Cycle TriCarboxylique (TCA) + + (2007); Jia,
synthase mitochondriale Hildrum, et al.

(2006)
Isocitrate Matrice ] ) Hamill et al.
dehydrogenase mitochondriale | Cycle TriCarboxylique (TCA) + +— (2012): Zapata
et al. (2009)
Membrane i , Hamill et al.
ATP synthase mitochondriale Synthese de I’ATP + + (2012); Zapata
Interne et al. (2009)

Abréviations: *[M], concentration du marqueur augments (+) ou diminue (—); *Tend: Tendreté de la viande
augmentee (+) ou diminuée (—) en fonction de la modification du niveau du marqueur. (+/-), Le changement
induit par le marqueur vis a vis de la tendreté est variable, < => indique la réversibilité de la réaction.

1.3.2.3- Marqueurs impliqués dans la détoxification cellulaire

Dans les cellules vivantes, plusieurs déchets métaboliques sont produits par le

métabolisme cellulaires. Certains d'entre eux sont normalement éliminés directement ou

apres transport sanguin vers le foie. Les plus importants sont :

- Le NH, produit pendant la dégradation d'acides aminés pour la production

énergétique, et qui est recyclé, in vivo, durant le cycle d'urée dans le foie ;

- Le Methylglyoxal, un sous-produit de DHAP ;

- Le dioxyde de carbone (CO,) libéré du cycle de Krebs lors de la conversion du

glycérate en acétyle-CoA ;

- L’acide carbonique(H,CO3) formé a partir de la conversion de CO, par

I'anhydrase carbonique ;

- Les aldéhydes toxiques.

Dans le muscle post mortem, certaines enzymes sont capables de métaboliser plus

ou moins ces métabolites. L'anhydrase carbonique peut catalyser la conversion du CO; en

14




Etude Bibliographique

bicarbonate, ce qui pourrait expliquer, au moins en partie, la discontinuité observée dans
les profils de pH (Boudjellal et al., 2008).

La lactoylglutathione lyase, ou Glyoxylase 1, peut catalyser la premiere étape de
la conversion du methyglyoxal en lactate. Enfin, en plus de leur fonction dans la glycolyse
(Jia, et al., 2006), quelques membres de la famille des complexes aldhéyde
déshydrogénases (Vasiliou et al., 2012), ont pu également protéger des cellules contre des
effets cytotoxiques de divers aldéhydes s'accumulant dans le cytosol (O'Brien et al., 2005).
Il est a noter que ces trois enzymes ont été identifiées comme potentiels marqueurs de
tendreté (Tableau 3).

Tableau 3 : Marqueurs potentiels de tendreté impliqués dans la détoxification cellulaire (Ouali et

al., 2013)
Marqueur Localisation Fonctions *[M] | *Tend Références
Anhydrase Cytosol et Elimination CO2; H20 + CO2 D'Alessandro et
carbonique Mitochondrie =>HCO3 + H+ + + Zolla (2013);
Polati et al.
(2012); Zapata
et al. (2009)
Lactoylglutathione g
lyase ou Cytosol DetOX|f|ca_t;ora(r;:;[gylglyoxal + + Jia, Hildrum, et
Glyoxylase 1 B al. (2006)
Aldehyde dehy- Cytosol et Protége les cellules des + +/— Hollung et al.
drogenases toutes les aldéhydes cytotoxiques (2007); Jia,
(ALDHs) organelles Hildrum. et al.
(2006)

Abréviations: *[M], concentration du marqueur augmente (+) ou diminue (-); *Tend: Tendreté de la viande
augmentée (+) ou diminuée (—) en fonction de la modification du niveau du marqueur. (+/-), Le changement
induit par le marqueur vis a vis de la tendreté est variable.

1.3.2.4- Marqueurs de la famille des protéines de choc thermique

Quelque soit sa nature, le stress induit la synthese des protéines protectrices
appelées protéines de choc thermique (HSP: Heat Shock Proteins en anglais) qui
préservent les protéines cellulaires contre la dénaturation et la perte possible de la fonction
(Kultz, 2003). Les protéines de choc thermiques connues sont généralement classées dans
des sous-familles sur la base de leur poids moléculaire en kDa : HSP 90, HSP 70, HSP 40,
HSP 27, etc. La plupart d’entre elles jouent un rdle important en tant que chaperonnes
moléculaires lors de I'assemblage des protéines (Haslbeck et al., 2005), le repliement et
déploiement protéiques (Zietkiewicz et al, 2004), et le reploiement des protéines

endommageées (Marques et al., 2006).

15




Etude Bibliographique

Nous pouvons donc s’attendre a ce que les HSPs, appelé également les protéines
du stress, auront au moment de la mort de I’animal, une fonction de pro-survie et, par
conséquent, un réle anti-apoptotique (Arrigo, 2005 ; Arrigo et al., 2002 ; Beere, 2001,
2004, 2005). Les HSPs peuvent donc avoir des actions anti-apoptotiques diverses qui
peuvent étre résumées comme suit :

- Formation d'un complexe avec les caspases actives (initiatrices ou
effectrices) entravant ainsi leur fonction ;

- Protection des protéines cibles des caspases effectrices, empéchant ou
retardant leur dégradation par ces enzymes ;

- Restauration de la structure initiale et active des protéines ayant subis

des dommages structuraux soit apres le stress lui méme ou l'initiation de I'apoptose.

Comme résumé dans le Tableau 4, un grand nombre de HSP ont été associés a la
tendreté de la viande. Selon la plupart des études, I'augmentation des niveaux de HSP
entraine un durcissement de la viande. Cependant, il est difficile danalyser globalement la
contribution des HSP a l'attendrissage de la viande, et chacune d'entre elles doit étre
considérée séparement. De plus, le réle des HSP dans le muscle post mortem n'est pas clair

et des investigations supplémentaires sur les mécanismes sous-jacents seront nécessaires.

Tableau 4 : Les HSP comme marqueurs potentiels de tendreté (Ouali et al., 2013)

Marqueur Localisation Fonctions *[M] | *Tend Références
HSP 70 cytoplasme Ralentir le processus de mort Cassar-Malek
cellulaire; + - et al. (2011);
Protection des tissus contre le Guillemin, et
stress oxydatif ;
Dépot de graisses al. (2011)
HSP 40 Cytoplasme et Chaperone impliquée dans + _ Bernard et al
noyau I'importation de protéines dans S
les mitochondries et un co- (2007); Picard
chaperone de HSP70 et al. (2010)
HSPB1 (HSP 27)) Surface Réponse au stress et a la hausse + - Bernard et al.
cellulaire, de température ; (2007);
cytoplasme et Régulation, stabilisation des Guillemin et
noyau protéines myofibrillaires, et al. (2011);
protection des filaments ) ’
d'actine et desmin Morzel et al.
(2008)
HSP 60 Surface Prévient la dégradation des + - Beere (2005);
cellulaire, protéines du processus Jia, Hollung, et
cytoplasme apoptotique au niveau des al. (2006)
cellules musculaires

Abréviations: *[M], concentration du marqueur augmente (+) ou diminue (-); *Tend: Tendreté de la viande
augmentée (+) ou diminuée (—) en fonction de la modification du niveau du marqueur. (+/-), Le changement
induit par le marqueur vis a vis de la tendreté est variable.
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1.3.2.5- Protéines anti-oxydantes comme marqueurs de la tendreté

Nous rapportons ici I’exemple et la Peroxiredoxin-6, un antioxydant contribuant
a la dégradation du peroxyde d'hydrogéne et présentant une activité phospholipase (Jia et
al., 2009).

La peroxiredoxine 6 (Prdx6) est le sixieme (et final) Membre de la famille Prdx
des mammiferes. Elle posséde des propriétés fonctionnelles importantes qui 1’a rendent
unique parmi les Prdxs. Jia et al., (2009) ont rapporté une surexpression de Prdx6 dans la
viande tendre, une constatation en contradiction avec les activités anti-apoptotiques et / ou
de survie cellulaire de cette protéine. Cependant, il est actuellement difficile d'obtenir des
conclusions sur les fonctions de Prdx6 dans le muscle post-mortem et donc des études plus
détaillées seront nécessaires afin de clarifier la nature exacte de la relation entre les

activités de la Prdx6 et la tendreté ultime de la viande.

1.3.2.6- Protéases et inhibiteurs de protéases comme marqueurs de la tendreté de la

viande

Depuis des décennies, le processus d'attendrissage de la viande est unanimement
reconnu comme étant enzymatique et les systemes protéolytiques les plus étudiés sont les
cathepsines, les calpains, le protéasome 20S et, plus récemment, les membres de la famille
des caspases (Kemp & Parr, 2012; Sentandreu et al., 2002). Cependant, les principales
peptidases d’intérét ne sont pas encore identifiées de fagon certaine et cette question est

encore fortement débattue.

En 1990, Ouali & Talmant ont prouvé que le rapport enzyme / inhibiteur aprés la
saignée de I’animal ou les concentrations d'inhibiteur seules sont a la fois les meilleurs

prédicteurs de la tendresse de la viande rapportés a ce jour.

Depuis lors, tous les essais visant a associer les concentrations enzymatiques a la
tendreté de la viande ont échoué. Des essais avec la calpastatine, I'inhibiteur spécifique
commun des calpains 1 et 2, n'ont pas été convaincants et ne sont pas reproductibles. Les
cystatines, un groupe d'inhibiteurs de la cystéine protease, ont éte identifiées comme des
marqueurs potentiels dans une seule étude réalisée par Shackelford et al.(1991). Ces
auteurs ont donc souligné que les niveaux de cystatine au moment de |’abattage
présentaient une corrélation beaucoup plus élevée avec la force de cisaillement de Warner-
Bratzler a 7 jours post-mortem que les niveaux de calpastatine seuls (r = +0,62 vs -0,23
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pour la calpastatine), une caractéristique confirmant le manque de fiabilité de calpastatine
comme prédicteur de la tendreté de la viande comme suggéré auparavant par Ouali et
al.(1990).

Plus tard, les taux d'inhibiteurs de sérine-protéase ont été montré pour étre les
meilleurs prédicteurs de la tendreté de la viande parmi une trentaine de variables
quantitatives, y compris les calpaines et les calpastatines (Zamora et al., 1996, 2005). Cette
caractéristique inattendue a été extrémement surprenante car aucune Serine-protéase
susceptible de contribuer a la dégradation myofibrillaire n'a été rapporté (Gagaoua et al.,
2012; Ouali, 1990). Les recherches effectuées par la suite sur le muscle bovin visant a
identifier ces inhibiteurs intracellulaires ont révélé que la plupart d'entre eux appartiennent
a la superfamille des serpines (acronyme de SERine Proteases Inhibitors), la plus grande
sous-famille d'inhibiteurs de la sérine-protéase. Les serpins sont des inhibiteurs pseudo-
réversibles de serines protéases, de cystéines protéases et éventuellement d'autres groupes
de protéases. Certains d'entre eux ne présentent aucune activité inhibitrice et remplissent
d'autres fonctions (Olson & Gettins, 2011). Les serpines bovines englobent au moins
8 isoformes différentes (Pelissier et al., 2008). La plupart d'entre eux (6 sur 8) inhibent
fortement des caspases initiatrices et effectrices, qui sont trés probablement leurs protéases
cibles naturelles in situ (Herrera-Mendez et al., 2009). Comme ils se lient étroitement aux
caspases, ils doivent étre considérés comme des inhibiteurs efficaces du processus
apoptotique caspase dependant qui semble étre le cas dans le muscle post-mortem (Ouali
etal., 2013).

Nous présentons une synthese bibliographique détaillée sur les serpines ainsi que

leurs mode d’inhibition dans un chapitre a part.

1.3.3- Perspectives d'avenir dans la recherche des prédicteurs de la tendreté de

la viande

L'électrophoréese bidimensionnelle en gel, couplée a I'analyse par spectrométrie
de masse du protéome musculaire, fournit beaucoup d'informations sur les changements
survenant au cours de la maturation de la viande. Si nous voulons progresser dans ce

domaine, nous devons maintenant faire un pas en arriére avec le but de regarder et
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synthétiquement analyser les ensembles de données disponibles afin de cibler les points
clés dans les processus biochimiques mis en ceuvre lors de la conversion des muscles en
viande et donc clarifier les étapes majeures et limitantes des voies métaboliques

préoccupantes (Ouali et al., 2016).
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CHAPITRE II : APOPTOSE ET SCIENCE DE LA VIANDE

I1.1- Apoptose ou Mort Cellulaire Programmée (MCP)

L’apoptose est une Mort Cellulaire Programmé (MCP) faisant partie intégrante de
la physiologie normale d’un organisme vivant. Elle permet d’¢éliminer les cellules en exces,
endommagées ou potentiellement dangereuses pour I’organisme sans endommager les

cellules voisines (Kerr ef al., 1972 ; Marchetti, 2005).

Le mot apoptose fait référence a la chute programmée des feuilles a 1’automne :
«apo » pour €loignement et « pfose » pour chute en grec ancien. Ce terme imagé a été
introduit dans le vocabulaire biologique et médical par Kerr et al. (1972) pour désigner une
forme de mort cellulaire totalement différente de la nécrose, tant d’un point de vue

morphologique que biochimique.

L’apoptose est une réponse hautement conservée des organismes unicellulaires
jusqu’aux mammiféres. Ce mécanisme de suicide est fondamental pour le développement
des organismes (Williams et Smith, 1993). Durant I’embryogenése, de nombreuses
structures initialement mises en place au cours du développement sont ensuite détruites par
apoptose. C’est le cas du canal de Miiller et du canal de Wolff lors de la différenciation
sexuelle. L’apoptose participe ¢galement a la morphogenése des mains et des pieds ou les

cellules de I’espace interdigital disparaissent par apoptose (Wood et al., 2000).

La mise en place des systémes nerveux et immunitaire fait également appel a
I’apoptose pour qu’un nombre correct de cellules souches se différencient. Pendant le
développement embryonnaire, les neurones sont générés en exces et les cellules
excédentaires vont ensuite mourir par apoptose afin de créer un équilibre entre les

neurones et les cibles qu’ils innervent (Clarke et al., 1998).

Le but principal de I’existence de ce phénomene est de permettre 1’¢limination
controlée des cellules indésirables pour I’organisme, soit parce qu’elles sont en exces,
inutiles ou dysfonctionnelles (Kerr et al., 1972 ; Fidzianska et al., 1991 ; Meier et al.,

2000 ; Dirks et Leeuwenburgh, 2005).

La régulation tres stricte de I’apoptose est essentielle pour s’assurer qu’elle est
activée uniquement dans la cellule concernée et au bon moment. A D’inverse, la

dérégulation du processus apoptotique conduit, chez ’homme, a diverses pathologies
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comme, par exemple, le(s) cancer(s), les maladies auto-immunes et les maladies

neurodégénératives (Ouali et al., 2006a)

11.2- Apoptose et autres types de morts cellulaires

Selon Kroemer et al. (2009), la mort cellulaire peut étre classée en fonction de :

- Son aspect morphologique qui peut étre apoptotique, nécrotique, autophagique ou

associé a la mitose ;

- Ses criteres enzymologiques avec et sans la participation des nucléases ou des
classes distinctes des protéases, telles que les caspases, calpaines, cathepsines et

transglutaminases ;

- Ses aspects fonctionnels et immunologiquesprogrammés ou accidentel,

physiologique ou pathologique, immunogéne ou non-immunogene.

D’aprés ces mémes auteurs, trois principaux types de mort cellulaire sont reconnus
: apoptose, nécrose et autophagie (Figure 03). L’autophagie est un processus quelque peu
différent car il constitue un mécanisme de survie de la cellule a une carence en nutriments.
L’auto-digestion de ses organites permet a la cellule de palier ses besoins en substrats
(Hotchkiss, Strasser et al., 2009). Lorsque la carence persiste, la cellule enclenche un

processus de mort cellulaire « autophagy associated cell death ».

L'autophagie est un processus de dégradation qui fournit a la cellule un apport
d'acides aminés ou d'acides gras essentiels a la synthese protéique ou lipidique. Cependant,
une autophagie dérégulée peut également conduire a la mort cellulaire probablement par
autoconsommation excessive des constituants vitaux de la cellule. Nous parlons de mort
cellulaire associée a 1’autophagie plutot que de mort par autophagie car malgré la présence
de nombreuses vacuoles d’autophagie dans des cellules en cours de mort, I’implication
directe de 1’autophagie dans la mort cellulaire n’est pas clairement établie. L’autophagie
servirait de mécanisme de secours pour induire la mort si I’apoptose est déficiente (Levine

et Yuan, 2005).
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FIGURE 03: Les trois principaux types de mort cellulaire : apoptose, nécrose et
autophagie (Hotchkiss et al., 2009). Changements morphologiques induits par ces trois types de mort

cellulaire suite a divers stimuli, comme par exemple 1’irradiation pour 1’apoptose, le manque de substrats
pour I’autophagie et I’ischémie-reperfusion pour la nécrose. L’apoptose est caractérisee par le rétrécissement
de la cellule et le maintien de I’intégrité de la membrane plasmique. La nécrose a I’inverse fait intervenir une
perméabilisation précoce de la membrane plasmique qui provoque une lyse de la cellule.

L’apoptose et la nécrose ont longtemps été opposées. La nécrose est considérée
comme une mort cellulaire accidentelle et désordonnée (Figure 03) en réponse a un
traumatisme grave (exemple infection ou ischémie). Morphologiquement, les cellules
nécrotiques se caractérisent par un gonflement des organites, comme le réticulum
endoplasmique et la mitochondrie qui vont étre par la suite rompues, ainsi que la
membrane plasmique. L’ADN nucléaire est dégradé de manicére aléatoire par des
endonucléases activées notamment par des sérine peptidases. La taille des fragments
d’ADN ainsi générés est trés hétérogene. Etant donné que tout le contenu de la cellule, et
en particulier les protéases, est relargué¢ a I’extérieur, il y a une destruction du tissu
cellulaire d’ou une réaction inflammatoire avec des monocytes et lymphocytes.Ce qui
n’est pas le cas pour les autres types de mort cellulaire (Hotchkiss, 2009 ; Ouali et al.,

2006 ; Marchetti, 2005).
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11.3- Caractéristiques de ’apoptose

Selon Ouali et al (2006), I’apoptose est considérée comme une mort cellulaire
“ordonnée”, réalisée en plusieurs étapes et s’accompagnant de changements
morphologiques caractéristiques. Dans un premier temps, les cellules en apoptose s’isolent
des autres par perte des contacts intercellulaires. Ensuite une importante condensation a la
fois du noyau et du cytoplasme induit une diminution significative du volume cellulaire
(pyknosis). Aprés condensation du noyau, la chromatine est clivée en fragments réguliers
d’environ 180 paires de bases (karyorrhexis). Parfois, la membrane plasmique bourgeonne
et forme des corps apoptotiques renfermant une partie du cytoplasme de la cellule
(blebbing). Afin de faciliter la reconnaissance des corps apoptotiques par les phagocytes, la
cellule signale son état apoptotique a son environnement grace au changement de
localisation des molécules de phosphatidylsérines qui passent d’une orientation

cytoplasmique a une orientation extracellulaire (Kroemer et al., 2009).

Une autre caractéristique importante est que les mitochondries de la cellule
apoptotique subissent plusieurs modifications majeures : libération du cytochrome ¢ dans
le cytoplasme, diminution du potentiel membranaire (A¥m) et altération de la perméabilité
membranaire avec ouverture de pores spécialisés (Youle et Karbowski, 2005 ; Kroemer et
al., 2009).

En résumé, ces événements conferent a la cellule apoptotique une morphologie
distincte et caractéristique qui comprend la condensation de la chromatine, la

fragmentation du noyau, formation des corps apoptotiques et organelles restées intactes.

11.4- Schéma général de I’apoptose

L'apoptose peut étre déclenchée soit par des stimuli extrinseques a travers des
récepteurs de la mort de la surface cellulaire, tels que les récepteurs TNFa (facteur de
nécrose tumorale-a), Fas (CD95 / APO1) et TRAIL (TNF liés a l'apoptose induite par le
ligand) ou par des stimuli intrinseques via la voie de signalisation mitochondriale
(FIGURE 3). Dans les deux cas, l'activation des cystéines aspartyl protéases, appelées
caspases, entraine la perméabilisation de la membrane mitochondriale, la condensation de
la chromatine et la fragmentation de I'ADN, entrainant ainsi la destruction de la cellule

(GREEN, 2005).
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FIGURE 04 : Schéma général de 1’apoptose avec les différentes voies (Kemp et Parr,

2012). FADD: Fas Associated Death domain, IAP: Inhibitor of Apoptosis, Smac: secondary mitochondrial activator of caspases,
DIABLO: direct IAP-binding protein , ARC: apoptosis repressor with caspase recruitment domain

Les caspases (en anglais « cysteinyl-aspartate-cleaving proteases ») sont des
protéases possédant un résidu cystéine dans leur site actif et un résidu aspartate dans leur
site de clivage (Alnemri et al., 1996). Il existe 14 caspases chez les mammiféres dont 12
chez I’homme qui sont classées en trois sous-types : les caspases initiatrices et les caspases
exécutrices ou effectrices apoptotiques ainsi que les caspases inflammatoires. Les caspases
initiatrices sont en amont dans la cascade et, quand elles sont activées, elles activent a leur
tour les caspases exécutrices. Ces caspases initiatrices sont capables de s’auto-activer en
réponse aux stimuli pro-apoptotiques au sein de complexes multiprotéiques (Taylor et al.,
2008).

Toutes les caspases ont une structure trés conservée et sont synthétisées sous forme
de précurseurs inactifs ou zymogenes appelés pro-caspases (FIGURE 05 A). Les caspases

sont formées de trois principales parties (Fuentes-Prior et Salvesen, 2004) :

- un pro-domaine N-terminal de taille variableayant un réle primordial dans les
interactions protéine-protéine, en particulier avec les protéines régulatrices de
I’apoptose ;

- Une grande sous-unité (Large) d’environ 20 kDa qui contient le site catalytique

de I’enzyme et qui se situe au milieu de la molécule ;
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- Enfin, une petite sous-unité (Small) d’environ 10 kDa localisée dans la partie

carboxy-terminale et qui a un réle conformationnel.

Le pro-domaine peut étre constituée de deux motifs différents : le motif CARD

(pour « caspase recrutment domain ») et DED (pour « death effector domain ») qui

permettent une interaction entre les caspases (Figure 4). L’activation des pro-caspases

nécessite le clivage du pro-domaine et un clivage entre la grande et la petite sous-unité.

Ceci va permettre un réarrangement du site actif de la caspase en conformation active. Le

site actif se trouve au niveau de la grande sous-unité mais celle-ci doit rester associée a la

petite sous-unité pour exercer sa fonction catalytique (Figure5A). Les caspases

fonctionnent classiquement en hétérotétraméres suite a la dimérisation de deux

hétérodimeres. En I’absence de tout stimulus apoptotique, les caspases initiatrices existent

sous forme de monomeres et les caspases effectrices sous forme de dimeres de pro-

caspases (Taylor, Cullen et al., 2008)
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FIGURE 04*: Les caspases humaines (Taylor et al., 2008). Sept caspases sont impliquées dans
I’apoptose (caspases 2, 3, 6, 7, 8, 9 et 10) et quatre dans I’inflammation (caspases 1, 4, 5 et 12). La caspase
14 semble impliquée dans le développement des kératinocytes. La caspase 12 a une forme longue active (L)
et une forme courte inactive (S).
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FIGURE 05B: Mode d’activation des caspases (Pop et Salvesen, 2009). Les pro-
caspases initiatrices monomériques se dimérisent avant leur activation par clivage au niveau des résidus
aspartate (Asp) présents entre le pro-domaine et la grande sous-unité et entre les deux sous-unités. Les pro-
caspases effectrices dimériques sont activées par les mémes clivages que les pro-caspases initiatrices. Les
deux sous-unités restent associées.

Si les caspases initiatrices ont comme substrats les caspases exeécutrices, les
caspases executrices ont a leur tour des centaines de substrats qui vont contribuer a la
destruction de la cellule apoptotique. La présence relativement fréquente des séquences
peptidiques reconnues par les caspases dans les protéines humaines suggere 1’existence
d’une multitude de substrats pour ces protéases. A ce jour, plus de 800 substrats ont été
identifiés et classés en fonction de leur importance dans la physiologie de la cellule
(Fischer et al., 2003)

11.4.1- La voie extrinséque

Cette voie correspond a un stimulus impliquant les récepteurs de mort cellulaire qui
sont capables de fixer des protéines inductrices ou inhibitrices du processus apoptotique de
type cytokines. Ces récepteurs de mort appartiennent a la superfamille des récepteurs au
tumor necrosis factor (TNFR) et incluent des récepteurs tels que le récepteur Fas, les
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récepteurs au TNF (TNFR-1, TNFR-2) et les récepteurs au TNF-related apoptosis inducing
ligand (TRAIL) DR-4 et DR-5 (Ashkenazi, 2002).

Dans le cas d’une protéine inductrice d’apoptose, sa fixation au récepteur va activer
un complexe intracellulaire qui va pouvoir lier les peptidases initiatrices qui 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 domaine. Un
excés de ces protéines va détourner les caspases de leur complexe activateur cible. La
caspase 8 active, prise en exemple ici, ainsi que la caspase 10 peuvent, a ce stade, étre
rendues inactives par fixation, au voisinage de leur site actif, de protéines inhibitrices
d’apoptose ou IAP (Inhibitors of APoptose). 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

déstructuration de la cellule.

11.4.2- La voie intrinséque

Cette voie correspond a des situations particulieres ou la cellule n’a pas d’autres
solutions que le suicide. C’est donc elle-méme qui va déclencher I’apoptose. En dehors de
son réle métabolique, il est apparu depuis une dizaine d’années que la mitochondrie joue
un role clé dans I’apoptose (Green et Reed, 1998 ; Kroemer et Reed, 2000). De manicre
générale, la voie mitochondriale de I’apoptose est induite par des signaux de stress
cellulaire tels que I’exposition a des radiations UV, une irradiation y, des dommages a
I’ADN, une déprivation en facteurs de survie ou encore suite a ’action d’oncoprotéines, de
protéines suppresseur de tumeurs comme la protéine p53 ou de protéines de virulence
virale. Enfin, la voie mitochondriale est activée par la plupart des agents

chimiothérapeutiques (Kaufmann et al., 2000 ; Kroemer, 2003).

Ce processus implique une détérioration des mitochondries par des protéines
proapoptotiques de type Bax. Les mitochondries subissent une perte du potentiel
membranaire (A¥Ym) et une perméabilisation de la membrane externe conduisant a la
libération du cytochrome ¢ (facteur proapoptotique) dans le cytosol. Cette altération est
liée a la fixation d’un complexe protéique incluant Bax au niveau de la membrane
mitochondriale. A noter que Bcl2, une protéine de la méme famille que Bax, a quant a elle,
une activité antiapoptotique et tendra a préserver la membrane mitochondriale. Le rapport

de concentration de ces deux protéines antagonistes définira la vitesse avec laquelle le
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cytochrome ¢ sera libéré dans le cytosol. Le cytochrome c libre va alors former un
complexe appelé apoptosome, impliquant, entre autre, une protéine désignée sous le nom
de Apaf-1 (apoptotic protease activating factor-1) et la caspase 9. L’apoptosome constitue
le site d’activation de la caspase 9. Une fois activée, la caspase 9 pourra a son tour activer
les caspases effectrices (caspases 3 et 7). L’activation de la cascade des caspases est quant
a elle régulée par les protéines inhibitrices de 1’apoptose (IAP) qui se lient directement aux
caspases et empéchent le clivage des caspases nécessaire a leur activation (Deveraux et
Reed, 1999 ; Fesik et Shi, 2001).

Outre I’apoptose induite par 1’action des caspases, les AIF (Apoptosis Inducing
Factor) et I’endonuclease G de I’espace intermembranaire mitochondrial une fois libérés se
déplacent vers le noyau et provoquent la fragmentation de I’ADN. La HSP70 prévient
également leur déplacement (ADHIHETTY et HOOD, 2003). La permeabilisation du
réticulum endoplasmique, a travers divers processus faisant intervenir des protéines
proapoptotique Bcl-2, caspase 12 et le cytochrome ¢, provoque la libération du calcium qui
se déplace vers les mitochondries induisant leurs entrées en apoptose comme illustré par
Quali et al., 2013 (FIGURE 06).
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FIGURE 06 : Role des mitochondries dans 1’apoptose (Ouali et al., 2013)

11.5- Mise en place de I’apoptose dans le muscle post-mortem et ses conséquences

De nombreux auteurs ont indiqué que la nécrose n’a jamais ét¢ observée dans le
muscle post-mortem (Becila et al., 2010 ;Kemp et Parr, 2012 ; Cao et al., 2013 ; Zhang et
al., 2013 ; Ouiali et al., 2013 ; Zhang et al.,2013 ; Sierra et Olivan, 2013 ; Longo et al.,
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2015 ; Huang et al., 2016), le déclenchement de la mort cellulaire par le processus

apoptotique serait alors I’issue la plus probable.

Sur les plans morphologiques et biochimiques, différentes caractéristiques révelent

le phénomene d’apoptose. Nous pouvons en citer 6 :

1. Le rétrécissement des cellules ;

2. Les modifications mitochondriales par libération du cytochrome ¢ et par
changement du potentiel membranaire au niveau de la mitochondrie
(A¥m) ;

3. Ladégradation de I'ADN nucléaire en fragments réguliers ;

4. Le changement de localisation des molécules de phosphatidylsérines (PS)

d’une orientation cytoplasmique a une orientation extracellulaire ;

5. La dégradation étendue des protéines cytosquelettiques spécifiques, telle

que I’actine, présumé étre un marqueur potentiel du processus d’apoptose ;
6. L'activation de la cascade des caspases.

En premier lieu, une inversion de polarité est observée au niveau de la membrane
cellulaire, provoquée par le changement d’orientation de certains constituants de la
membrane plasmique, représentée par 1’externalisation des phosphatidylsérines. En second
lieu, on assiste a une dégradation caspasique de certains composants clés du cytosquelette,

particuliérement les filaments d’actine.

De nombreux travaux ont tenté¢ d’¢lucider les mécanismes impliqués dans les
changements morphologiques dus a la mort cellulaire par apoptose dans le muscle post-
mortem (Becila et al., 2010 ; Cao et al., 2013 ; Rodriguez- Frometa et al., 2013 ; Zhang et
al., 2013 ; Ouali et al., 2013 ; Zhang et al., 2013 ; Sierra et Olivan, 2013 ; Longo et al.,
2015 ; Huang et al., 2016).

Deux constatations peuvent expliquer la théorie de I’apoptose dans le muscle post

mortem :

1. Une inversion de polarité observée au niveau de la membrane cellulaire et

provoquée par le changement d’orientation de certains constituants de la
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membrane  plasmique  représentée  par  l’externalisation  des

phosphatidylsérines ;

2. Une dégradation caspasique de certains composants clés du cytosquelette

particuliérement les filaments d’actine.

11.5.1- Dégradation de I’actine

L’actine est une protéine globulaire possédant un acide aminé rare, la 3-méthyl
histidine, 1’actine a un poids moléculaire de I’ordre de 43 kDa. C’est une chaine
polypeptidique trés stable avec 376 résidus de séquence connue. Nous en connaissons deux
formes: 1’actine globulaire (Actine G) et I’actine filamenteuse (Actine F) dérivant de la

premiére.

D’aprés Dingova et al. (2009) et Chhabra et al. (2009), 1I’Actine G peut se présenter
sous forme de monomeres dispersés qui peuvent s’assembler pour donner une forme
filamenteuse (actine F).(Dans 1’Actine F, les monomeéres(350 environ) placés bout a bout
forment deux brins torsadés en hélice. Les myofilaments fins sont ainsi formeés par

I’association de cette double hélice et de deux protéines régulatrices (Poirier et al., 1999).

Le processus apoptotique se compose d'une succession d’événements cellulaires
dans un ordre bien déterminé avec une régulation tres précise. Parmi ces événements, la
dégradation de ’actine, une des protéines cytosquelettiques, a bénéficié d’un grand intérét

(Atencia et al., 2000).

Il a été suggéré qu’une dégradation potentiellement mineure d'actine pourrait se
produire dans le muscle post-mortem (Sancho et al., 1997 ; Lametsch et al., 2002 ; 2003 ;
Morzel et al.,2004 ; Rodriguez-Frémeta et al., 2013). La dégradation peut étre mise en
évidence par électrophorése en conditions dénaturantes (SDS-PAGE) a différents temps
post-mortem, et les différents fragments peuvent étre révélés par western blot par
I’utilisation d’anticorps mono ou polyclonaux dirigés contre 1’actine et ses fragments ou

aussi par analyse protéomique couplée a la spectrométrie de masse.

De nombreux auteurs (Sancho et al., 1997 ; Lametsch et al., 2002 ; 2003 ; Morzel
et al.,2004 ; Rodriguez-Frometa et al., 2013) ont avancé qu’une certaine dégradation
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mineure d'actine pourrait survenir dans le muscle post-mortem. Cette dégradation est
révélée par électrophorése en conditions dénaturantes (SDS-PAGE) a difféerents temps
post-mortem.Les différents fragments peuvent étre obtenus avec la technique Western Blot
et le recours a des anticorps mono ou polyclonaux dirigés contre 1’actine et ses fragments.

L’analyse protéomique couplée a la spectrométrie de masse peut aussi étre envisagée.

Les caspases dégradent les constituants cellulaires dont le cytosquelette. Ainsi,
I’actine, la myosine, la spectrine, et la tubiline, entre autres, sont protéolysées. La structure
de la cellule est affectée permettant son observation au microscope photonique. Les
fragments d’actine obtenus sont proposés comme biomarqueurs potentiels de 1’apoptose et

de la tendreté de la viande (Yang et al., 1998).

La dégradation précoce d'actine est associée a l'apoptose dans la mesure ou elle est
assurée par les caspases. Ainsi un fragment de 32 kDa a été identifié par Becila et al.
(2010) confirmant ceux de nombreuses autres études et dans au moins trois circonstances

différentes :
1. Dans des cellules apoptotiques en culture (Yang et al., 1998) ;

2. Dans le muscle post-mortem (Lametsch et al., 2002 ; 2003 ; Morzel et al.,
2004) ;

3. Sur l'actine pure hydrolysée par les caspases (Mashima et al., 1995 ;
Kayalar et al., 1996).

11.5.2- Externalisation des phosphatidylsérines

Selon Bevers et al. (1996) et Krieser et White (2002), le phénoméne d’apoptose

peut étre caractérisé comme suit :

1. La membrane plasmique forme des bourgeonnements a la surface des

cellules ;

2. Les bourgeaonnements se disloquent en fragments cellulaires entourés
d’une membrane phospholipidique, les corps apoptotiques, contenant des

parties du cytoplasme et du noyau ;

31



Etude Bibliographique

3. Les corps apoptotiques sont ensuite rapidement éliminés par les cellules du
systeme immunitaire et éviter la libération du contenu cellulaire et une

réponse inflammatoire locale ;

4. Translocalisation  des phosphatidylsérines du feuillet interne de la

membrane plasmique vers le feuillet externe.

Parmi les criteres moléculaires permettant de distinguer la cellule apoptotique des
autres cellules normales ou nécrotiques, il y a la membrane cellulaire, ou une inversion de
polarité est observée suite au changement d’orientation de certains constituants. Au cours
de I’apoptose, la perméabilité membranaire est affectée et il est possible d’observer une
asymétrie de la bicouche phospholipidique résultant de la translocation de la

phosphatidylsérine de la membrane cellulaire interne vers 1’extérieur.

Ainsi, la phosphatidylsérine est détectée a 1’aide d’un marqueur spécifique,
I’annexine V (Becila et al., 2010). En présence de calcium, I’annexine V couplée a la
fluorescéine, se lie avec une grande affinité a la phosphatidylsérine (Phospholipides
majeurs de la membrane cellulaire). Ce marquage FITC-annexine V, avec une coloration
d’exclusion au iodure de propidium suivi d’une cytométrie de flux permet de distinguer les

cellules apoptotiques, des cellules normales ou nécrotiques(van Genderen et al., 2008).

Les translocations font intervenir des translocases « scramblases », des « flippases »
et des « floppases ». La phosphatidylcholine et de la phosphatidyléthanolamine bloquent
temporairement le pH par effet tampon (Vance, 2008 repris par Gagaoua et al., 2015). Ceci
est une explication aux différents paliers de pH observés dans le muscle Longissimus de
bovins Charolais et des muscles d’ovins ou de dromadaire, durant les dix heures qui

suivent la mort de 1’animal (Ouali et al., 2006 ; Boudjellal et al., 2008 ; Smili et al., 2014).

L’externalisation des PS sur la surface des cellules est une transformation précoce
de I’apoptose. Cette transformation a eété mis en évidence dans le muscle du rat entre 1 et
24h post-mortem confirmant qu’apres la saignée, les cellules musculaires meurent bien par
apoptose (Becila et al., 2010). L’inhibition de I'activit¢é des aminophospholipides
translocase (APT) et de I'activation de I'activité des scramblases expliquent I'exposition des

PS dans les plaquettes activées (Verhoven et al., 1995 ; Bratton et al., 1997).
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CHAPITREIII : SERPINES ET PREDICTIONS DE LA TENDRETE DE LA
VIANDE

Des études ont permis de démontrer que le niveau d'inhibiteurs de protéases dans le
muscle permettait de mieux prédire la tendreté de la viande que leurs enzymes cibles
(Ouali et Talmant, 1990 ; Shackelford et al., 1991). Ceci a justifié I’intérét majeur porté
pour les inhibiteurs de protéase dans les années suivantes (Ouali et al., 1995). L'activité de
ces systemes protéolytiques est effectivement régulée par des inhibiteurs spécifiques. La
calpastatine, par exemple, inhibiteur spécifique des calpaines, est I'inhibiteur de protéases
le plus étudié dans les sciences de la viande. Nous savons aussi que l'activité des
cathepsines est régulée par une famille d'inhibiteurs de cystéines peptidases connus sous le

nom de cystatines mais encore peu étudiés dans le muscle.

Dans les sciences de la viande, il est généralement admis que le systeme calpain-
calpastatine joue un rdle majeur dans l'attendrissage post-mortem de la viande. Cependant,
le fait que d'autres protéases jouent également un réle important a attiré I'attention. Des
auteurs pensent en effet que la protéolyse post-mortem des protéines de viande est un
processus multi-enzymatique impliquant un large ensemble de protéases. Dans ce contexte,
la connaissance des fonctions biologiques spécifiques de ces protéases in vivo est une
condition préalable a Il'amélioration de notre comprehension des mécanismes

d'attendrissage et de la recherche de marqueurs biologiques de la tendreté.

D’autres protéases n‘ont toujours pas fait I’objet d’étude. C'est le cas du protéasome
et, plus récemment, des caspases, un groupe particulier de cystéines peptidases
responsables de la mort cellulaire programmée dans les cellules ou apoptose, phénoméne

observé dans le muscle post-mortem (Becila et al., 2010).

En plus de cela, le tissu musculaire contient de nombreux autres groupes
enzymatiques protéolytiques qui pourraient potentiellement dégrader un grand ensemble de
protéines musculaires. C'est le cas des serines peptidases musculaires (Sentandreu et al.,
2002).

La contribution des sérine proteases dans I’attendrissage de la viande n'a jamais été
clairement démontrée mais plusieurs études ont identifié le niveau des inhibiteurs de la
serine-protéase musculaire comme l'un des meilleurs predicteurs de la tendreté de la viande

par rapport a la concentration de Calpains 1 et 2, des inhibiteurs de la calpastatine et des
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cystéines protéase (Zamora et al., 1996 ; Zamora et al., 2005). Le fait que le niveau
d'inhibiteurs des protéases est un meilleur prédicteur de la tendreté de la viande que leur
enzyme cible justifie I'intérét suscité pour leur identification et I’identification de leurs
protéases cibles (Ouali et Talmant, 1990 ; Shackelford et al., 1991).

Le taux d’inhibiteurs protéasiques musculaires influence la maturation post-
mortem : plus D’inhibition est importante et moins la protéolyse des structures
myofibrillaires est observée. En effet, ¢’est le rapport enzyme/inhibiteur, qui conditionne le

degré d’attendrissage d’une viande (Ouali, 1991 ; Valin, 1995 ; Zamora, 1997).

I11.1- Propriétés générales des serpines

Les serpines sont un groupe de protéines avec des similitudes structurales et
capables d'inhiber les protéases. De nombreuses serpines inhibent les serines protéases et
I’acronyme SERPIN a été proposé pour SERines Protéases INhibitors. Plus de
3 000 serpines ont été identifiés et subdivisés en 16 sous groupes distingués par les lettres
A a P. Il s'agit de 36 protéines humaines auxquelles il faut ajouter celles qui ont été
identifiées chez les plantes, les champignons, les bactéries, les archées et certains virus
(Law et al., 2006 ; Olson et Gettins, 2011). Les Serpines sont donc la plus grande et la plus

diversifiée famille d'inhibiteurs de protéases.

La plupart des serpines contrdlent les cascades protéolytiques, alors que certaines
serpines n'inhibent pas les enzymes, mais remplissent dautres fonctions telles que le
stockage (ovalbumine), les protéines de transport d’hormone (thyroxine-binding globulin)
et les genes suppresseurs de tumeur (maspin). Toutes les serpines ne sont donc pas

inhibitrices.

Les serpines inhibitrices ont été caractérisées comme des inhibiteurs de classe
croisée puisqu'elles se sont réveélées étre capables d'inhiber d'autres groupes de protéinases,

en particulier les cystéines peptidases (Silverman et al., 2001 ; Gettins, 2002).

I11.1.1- Structure des serpines

Les serpines se composent d’environ 350 acides aminés communs avec de légeéres
modifications dues aux petites insertions ou delétions qui peuvent aboutir a des boucles ou

allonger et raccourcir des helices (Gettins, 2002a ; Olson et Gettins, 2011).

Dans sa structure tridimensionnelle, une serpine présente trois feuillets B (cing A,

six B et cinq C, de huit a neuf hélices o (hA a hl) et une boucle d’inhibition mobile
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d’environ 20 résidus exposée a la surface et située a Dextrémité C-terminale
(FIGURE 07A), reconnue par la protéase cible et déenommée Reactive Center Loop ou
RCL. Cette boucle RCL contient le site actif qui et définit le modele de spécificité
enzymatique de chaque serpine (Lawrence et al., 1994 ; Whisstock et al., 1998 ; Gettins,
2002). Les feuillets B constituent le corps de la molécule, alors que les hélices et les
boucles entourant ces structures, consolident la structure tertiaire (Pearce et al., 2007).

hH
/‘~ B-sheet

hF

FIGURE 7A FIGURE 7B
FIGURE 7A: Schéma de la structure d’une serpine (Silverman, 2001) ; FIGURE 7B:

Structure et conformation de la serpine : a=al-AT native ; b = al-AT clivée. Lors du clivage, la
boucle RCL s'insere dans le noyau de la serpine constituant un brin supplémentaire ; ¢ = complexe de
Michaelis entre la Serpin Al et la trypsine ; d = complexe covalent entre I’al-AT et la trypsine. L'enzyme est
transportée vers la partie distale de la serpine et subit une déformation irréversible responsable de

l'inactivation de I'enzyme (Huntington et al., 2000). Dans b et d, la boucle RCL insérée est en violet.
AT = antitrypsine ou SERPINAL.

La conformation native de la serpine est une conformation dite « stressée S » tres
instable sur le plan thermodynamique (Whisstock et Bottomley, 2006). Ainsi comme nous
le montrons sur la FIGURE 7B, lorsque la protéase se fixe sur le RCL, celui-ci s’insert
dans le feuillet B A, formant ainsi le quatrieme brin (s4A). La serpine adopte alors une
conformation relaxée « R » beaucoup plus stable. Le gain d’enthalpie libre AG pouvant
atteindre -32,2 kcal/mol (Im et al., 2000 ; Boudier et Bieth, 2001).

En raison de son état métastable, la structure des serpines peut étre facilement
perturbée par des températures €levées ou par des mutations au niveau de la séquence

primaire. 1l s'ensuit un changement de conformation, qui méne a une transition vers des
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formes inactives mais plus stables (Stein et Carrell, 1995 ; Benning et al., 2004). La

premiére structure cristalline élucidée, était celle de la SERPINAI1 (a1-AT), considérée

comme étant le modele avec laquelle toutes les autres structures sont comparées
(Loebermann et al., 1984 ; Dafforn et al., 2004 ; Marszal et Shrake, 2006).

111.1.2- Différentes conformations des serpines

Des études cristallographiques (Whisstock et al., 1998 ; Dafforn et al., 2004 ;

Marszal et Shrake, 2006) ont permis de montrer les quatre différentes conformations

(latente, clivée, delta ou & et polymérisée) que peuvent adopter les serpines comme
illustrées dans la FIGURE 08.

1-

La forme latente est une forme non clivée dans laquelle la boucle RCL vient
s’insérer prématurément dans le feuillet B A de la serpine devenant ainsi un brin
antiparallele (Schéma A de la FIGURE 08). Il s’agit d’une forme non
inhibitrice due a I’insertion compléte du RCL dans le feuillet p A. Cette forme
révele une stabilité élevée comparée a 1’état natif, mais elle peut étre convertie
de nouveau en forme active (inhibitrice) par dénaturation (Lomas et al., 1995 ;
Wardell et al.,, 1997). La serpine circulante ou SERPIN E1 (PAI-1), par
exemple, adopte cette conformation de fagon spontanée qui prolonge sa demi-
vie (Mushunje et al., 2004). La forme latente de la SERPIN A3, autre exemple,
est déterminée comme composant mineur dans le plasma humain mais comme
composant majeur dans le liquide des poumons chez des patients présentant une
bronchite obstructive chronique avec emphyseme (Berman et al., 1986 ; Pearce
etal., 2010).

La forme clivée (Schéma B de la FIGURE 08) est une forme latente dans
laquelle seule la partie clivée du RCL s’insére dans le feuillet § A pour former
le 4°™ brin au centre des brins s3A et S5A avec séparation des résidus P1 et P1°
a une distance de 70 A au c6té opposé de la molécule (Loebermann et al., 1984
Mottonen et al., 1992). Cette forme représente la conformation la plus stable
avec une température de dénaturation >110 °C (Bruch et al., 1988 ; Herve et
Ghelis, 1990). Comme le RCL est inséré, la forme clivée n’est pas un inhibiteur

de peptidases.
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3-

La forme delta ou & (Schéma C de la Figure 08) est considérée comme une
forme intermédiaire entre les formes native et latente puisqu’un fragment du
RCL s’insére a une extrémité du feuillet B A jusqu’au résidu P12, et un
fragment de I’hélice F s’insére a I’autre extrémité. La conformation & a été
retrouvée dans un variant de 1’a1-antichymotrypsine (Gooptu et al., 2000). Elle
présente une moindre stabilité par rapport aux conformations clivée et latente. Il

s’agit d’une forme non inhibitrice de protéases.

La forme polymérisee (SchémaD de la FIGURE 08) correspond a un
enchainement de plusieurs molécules de serpines dans lequel le RCL d’un
monomere est complétement inséré dans le feuillet B A du monomeére suivant.
Selon Seyama et al. (1991), Stein et Carrell, (1995) et Benning et al. (2004),
cette structure est rencontrée pour un mutant de la SERPIN Al ('al-
antitrypsine : o;AT). In vivo la polymérisation se produit lorsqu’une mutation
affecte la stabilité de la serpine native. Ceci aboutit a la formation de polymeéres
dans la cellule en question et par conséquent une insuffisance d’activité de la
serpine dans le plasma (Sivasothy et al., 2000). Plusieurs structures de
polymeres ont été proposées d’apres les interactions observées dans les formes
cristallines des serpines (Nar et al., 2000 ; Carrell et al., 1994). Dans ces cas, les
polymeres s'agrégent et précipitent dans la cellule, causant un ensemble de
maladies nommeées serpinopathies (Gooptu et al., 2000 ; Lomas et Carrell,
2002), associées a la perte d’activité inhibitrice et & un dépdt excessif de

serpines dans les tissus (Stein et Carrell, 1995).
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FIGURE 08 : Conformations latente (A), clivée (B), Delta ou 6 (C) et polymérisée (D). La forme
latente présente un RCL inséré dans le feuillet B. Dans la forme clivée, la serpine présente la méme
conformation que la forme latente avec un RCL clivé. Dans la conformation §, le RCL (en bleu) est
partiellement inséré dans le feuillet § A (en rouge).La forme polymérisée est une répétition d’unités dans
laquelle le RCL d’un monomeére d’une serpine est retrouvé dans le feuillet f d’une autre serpine (Gettins,
2002).

111.2- Mécanisme d’inhibition des serpines

111.2.1- Boucle d’inhibition Reactive Center Loop (RCL)

La boucle d’inhibition RCL joue un role central dans les interactions serpines-
peptidases. Le site réactif, désigné par les résidus P1-P1’°, comporte le site actif qui
interagit avec la protéase cible. Les résidus a la partie N-terminale du site du clivage sont
indiqués par les résidus Py (P17-P1) et les résidus a partie C-terminale sont indiqués par
les résidus P' (Schechter et Berger, 1967). La composition du RCL en acides aminés ne
détermine pas seulement la spécificité inhibiteur-protéase, mais elle est également
importante dans le mécanisme d'inhibition. Les résidus P15-P9, composant la région de la
charniére proximale, déterminent la capacité de la boucle a s'insérer lors du repliement
(Hopkins et al., 1993 ;Potempa et al., 1994).

La séquence de la RCL définit donc le modele de spécificité enzymatique de
chaque serpine. Toutes les serpines inhibitrices sont des inhibiteurs de protéases covalents,
irréversibles et "suicides" formant un complexe covalent hautement stable avec leur
enzyme cible. Ce complexe est détectable apres électrophorése sur gel de polyacrylamide
dans des conditions dénaturantes (SDS-PAGE) comme exposé par Silverman et al.,
(2001); Silverman et al., (2010); Whisstock et al., (2010); Olson et Gettins, (2011).

111.2.2- Inhibition de type « suicide »

Les serpines inhibent leurs protéases cibles par un mecanisme de substrat suicide
qui conduit a la formation d’un complexe irréversible. Ils participent & un complexe

covalent. Ce sont des « inhibiteurs suicides » (Patston et al., 1991).

Les serpines présentent un mécanisme d’inhibition spécifique et assez particulier
(FIGURE 09). Ce mécanisme implique certaines modifications structurales majeures
(Gettins, 2002 ; Olson et Gettins, 2011).
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La premiere étape du processus d’inhibition est ’interaction du RCL avec le site
actif de la protéase. Au début de la réaction, la protéase (E) forme avec I’inhibiteur (I) un
complexe (EI) non covalent de type Michaelien via des interactions avec les acides aminés
situés autour du site de coupure P1-P1’° du RCL, ou P1 est le résidu aprés lequel la protéase
clive I’inhibiteur et libére le fragment C-terminal P1° a Px’. La sérine 195 du site actif de la
protéase attaque la liaison peptidique située entre les résidus P1 et P1°, formant ainsi une
liaison acyl ester covalente entre la sérine et la fonction carbonyle du résidu P1. Apres le
clivage de la serpine et la formation d’une liaison covalente, le complexe formé ([EI’])
devient stable thermodynamiquement (Lawrence et al., 1995 ; Wright et Scarsdale, 1995 et
Silverman et al., 2001).

Le clivage de la boucle déclenche une modification dramatique de la conformation
de la serpine. Elle passe de la conformation stressée (S) a la conformation relaxée (R) plus
stable thermodynamiquement (Gettins, 2002 ; Gettins, 2007).

D’autre part, I’insertion du RCL clivé dans le feuillet BA entraine la protéase liée de
facon covalente. L’insertion compléte du RCL permet le basculement de la protéase de
70 A a Pautre extrémité de la serpine (Im et al., 1999, Lee et al., 2000, Silverman et al.,
2001). Ce mouvement provoque une libération d’énergie et se produit avec une constante
d’association, Ks. En paralléle, I’hélice hF se déplace pour permettre 1’insertion du RCL
(Gettins, 2002). Le basculement provoque une distorsion du site actif de la protéase cible
due a sa compression (Huntington et al., 2000 ; Dementiev et al., 2006). La protéase est
alors inactivée et incapable de se libérer du complexe formé avec la serpine. Elle est
également plus sensible a la digestion protéolytique (Silverman et al., 2001 ; Gettins,
2002).

Cependant, si l'insertion du RCL dans la molécule n'est pas suffisamment rapide,
une déacylation du complexe survient et la réaction emprunte la voie du substrat, c'est-a-
dire que la protease peut accomplir la réaction d'hydrolyse avant que son activité ne soit
entierement compromise, ou il y a formation de la serpine clivée (I* sur la FIGURE 09)
inactive et de la protéase libre active (Lawrence et al., 2000), avec une constante
d’association ks. Le rapport (ks/ks), aboutit a la «steechiométrie d'inhibition » (SI),
représentant le nombre de moles de serpine exigés pour former une mole du complexe
covalent. Enfin, puisque le complexe covalent est seulement un intermédiaire
cinétiguement emprisonné, il peut encore former les mémes produits d'I* (inactif et stable)

et d'E par une hydrolyse non catalytique, avec une constante d’association de ks (Gettins,
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2002a ; Huntington, 2006 ; Gettins, 2007 ; Olson et
Gettins,2011)
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FIGURE 09 : Mécanisme d’inhibition des serpines ([A] : Gagaoua et al., 2015 ; [B] :
Schechter et Plotnick, 2004)

Nous avons présenté plus haut dans les FIGURES 7 B et 9 B et nous présentons, ci
aprés dans la FIGURE 10, I’exemple d’inhibition de la trypsine par 1’a 1-antitrypsine,
Lors du clivage de la RCL, la serpine adopte rapidement une conformation plus stable par
insertion de la RCL dans la série des feuillets . Cette propriété est essentielle au
mécanisme inhibiteur irréversible du substrat suicide des serpines. Dans la voie inhibitrice,
la protéinase forme un complexe non covalent de type Michaelis (SchémaB de la
FIGURE 09) par des interactions avec des résidus flanquant la liaison (P1-P1"). L'attaque
du site actif de la serine précisément sur la liaison (P1-P1") conduit a une liaison ester
covalent entre le résidu Ser hautement réactif de la protéinase et le squelette carbonyl du
résidu P1 et le clivage de la liaison peptidique. Il est probable que seulement a ce stade,
avec 1'élimination de la contrainte, la RCL commence a s’insérer dans les feuillets B et a
transporter la protéinase liée de maniere covalente avec elle. Lors de l'insertion complete
de la boucle, la protéinase est déplacée vers le c6té distal de la serpine (Schéma d de la
FIGURE 07 B). Cette translocation a induit une distorsion importante de la protéinase qui

est devenue incapable de compléter le processus catalytique. L'énergie nécessaire pour
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effectuer la distorsion peut provenir de la stabilité beaucoup plus grande de la

conformation en boucle clivée par rapport a la conformation native.

En effet, les serpines forment des complexes covalents avec leurs protéases cibles
en piégeant I'enzyme et en la transportant vers I'extrémité distale du noyau de la serpine.
Par conséquent, le changement structurel conformationnel induit a I'enzyme ne permet pas

de compléter la réaction hydrolytique (Gettins, 2002 ; Huntington, 2011).

FIGURE 10 : Structure du complexe a 1 antitrypsine-trypsine (Huntington, 2011). La région

P3-P1 de I’a 1AT et la boucle catalytique de la trypsine sont représentées sous forme de tiges. Un gros plan
de la région A illustre la liaison covalente entre la Met de la région P1 de la serpin et la Ser 195 de la
trypsine, y compris la densité électronique originale pour la région (fil bleu). Les fleches indiquent les atomes
d'azote qui forment normalement le trou d'oxyanion (notez leur distance du carboxyle O du résidu P1,
indiqué par I'étoile), et le nouveau pont de sel entre Asp194 de trypsine et Lys328 d'alAT est également

indiqué.

111.2.3- Inhibition croisée ou « cross-class inhibition »

Certaines serpines sont capables d’inhiber des peptidases a cystéine. Ce phénomene
est appeléinhibition croisée ou « cross-class inhibition ». Selon Salvesen (1993), ceci peut
étre expliqué par le fait que la sélectivité des serpines est due a la géométrie de la liaison

avec le substrat et non pas au mécanisme catalytique des peptidases.

En effet, I’inhibition des cystéines peptidases par certaines serpines est effectuée par

un mécanisme irréversible similaire a celui mis en place pour les peptidases a serine. Elles
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formeraient un intermédiaire réactionnel thioacyle, permettant 1’insertion du RCL li¢ a
I’enzyme, la compression de la protéase et la modification de son site catalytique. Une
liaison covalente entre la serpine CrmA et les caspases 1, 6 et 8 a été confirmée (Dobd et
al., 2006).

111.3- Fonctions biologiques des serpines bovines dans le muscle

Au niveau du muscle squelettique bovin, une série d’inhibiteurs a sérine a été
purifiée. (Ouali et al., 1995 ; Rouchon, 1995 ; Tassy, 1998), deux serpines ont été purifiées
et identifiées par leurs séquences N-terminal comme I’antithrombine III et 1’Endopine
(Tassy, 1998). Deux autres serpines de la famille des SERPIN A3 ont été extraites et
caractérisées biochimiquement (Tassy et al., 2005 ; Herrera-Mendez et al., 2006). Ces
deux serpines initialement nommées mEndopine 1A et 1B sont aujourd’hui répertoriées
dans les banques de données respectivement sous le nom de bovSERPIN A3-1 et
bovSERPIN A3-3, (Pelissier et al., 2008). Le géne codant ces inhibiteurs a été identifié et
séquencé. Il est constitué de 4 exons et 3 introns (Péré-Brissaud et al., 2015). 11 s’agit en
fait de deux membres d’une famille complexe de serpines (bovSERPINA3-1, ...,
bovSERPINA3-8) qui partagent une identité proche a 93%. Ces deux serpines
(bovSERPIN A3-1 et bovSERPIN A3-3), bien que tres proches structuralement, présentent
des variations en acides aminés, en particulier au niveau du site actif de leur RCL (Herrera-
Mendez et al., 2006). Elles sont également différentes de par leur degré de glycosylation
qui peut justifier les modifications retrouvées au niveau des profils d’inhibition mesurés
sur différentes classes de protéases commerciales (Blanchet et al., 2012). Par exemple, la
serpine bovSERPINA3-3 posséde un poids moléculaire d’environ 75 kDa supérieure a sa

masse théorique d’environ 47 kDa.

Les serpines bovines ou bovSERPIN A3s englobent au moins 8 isoformes (Pelissier
et al., 2008). La plupart d'entre elles (6 sur 8) inhibent fortement des caspases initiatrices et
effectrices et sont capables de former des complexes SDS avec ces derniéres. Par
conséquent ces caspases sont trés probablement les protéases cibles naturelles in situ
(Herrera-Mendez et al., 2009) des serpines. Comme elles se lient étroitement aux
caspases, elles doivent étre considérés comme des inhibiteurs efficaces du processus
apoptotique caspase dependant qui semble étre le cas dans le muscle post-mortem (Ouali

et al., 2013). La seule autre serpine trouvée pour inhiber les caspases est le crmA
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(modificateur de réponse de cytokine A) isolé du cowpox virus. Dans les cellules infectées,
le crmA blogue le processus apoptotique lors de la multiplication du virus (Stennicke et al.,
2002, Dobo et al., 2006).

En raison de leur capacité a inhiber les caspases initiatrices et effectrices, deux
fonctions principales ont été identifiees pour les serpines. La premiere concerne la
régulation de I'apoptose par inhibition pseudo-irréversible directe des caspases. La seconde
est une conséquence de la premiere fonction, car les serpines contribuent probablement a la
survie des cellules musculaires dans les deux premiéres phases de différenciation, (phases
de prolifération et de confluence). Il a été constaté que pendant la différenciation des
cellules musculaires, une résistance a la mort cellulaire a souvent été signalée dans les
premiers stades de différenciation correspondant a la prolifération et a la confluence de
myoblastes. La survie cellulaire est une condition préalable a la différenciation du
myoblaste primaire (Lamkanfi et al., 2007) et cette fonction pourrait étre attribuée aux

serpines inhibant totalement les caspases.

43



CHMatériel

CHMéthodas



Matériel et Méthodes

PREAMBULE

Nous nous sommes fixés deux objectifs pour notre thése :

1. Mettre en évidence 1’ubiquité du phénoméne d’apoptose chez différentes
especes boucheres et le poisson
2. Réaliser un état de D’art sur les serpines bovines et leur réle dans la

transformation du muscle en viande.

Ces deux objectifs faisaient appel a des techniques trés diverses et tres différentes

nécessitant le concours d’entités de recherche spécialisées dans chacune de ces techniques.

Pour notre premier objectif, nous avons travaillé au sein de 1’équipe MArqueurs de la
QUAIIté des Viandes (MAQUAYV) du laboratoire de recherche universitaire BIOtechnologies
et QUalité des ALiments (BIOQUAL/INATAA/UFMC1). Nous y avons réalisé :

1-L’inversion de la polarité¢ de la membrane cellulaire par immunohistochimie ;

2-L’altération des mitochondries avec libération du cytochrome ¢ et son suivi par
western blot, a I'aide d'un anticorps polyclonal ;

3-La dégradation de ’actine, protéine cible des caspases, et suivi de l'apparition
des fragments d’actine par Western Blot.

Des coupes immunohistochimiques ont été réalisées au niveau du service d’Anatomie

Pathologique du Centre Hospitalo Universitaire (CHU) de Sétif.

Pour notre deuxiéme objectif, plusieurs séjours ont été programmeés au niveau du
Laboratoire Biochimie des Protéines Musculaires (BPM), Unité Qualité des Produits
Animaux (QuaPA) a I'INRA de Theix-Clermont Ferrand dans le cadre d’un projet de
recherche du programme algéro-francais TASSILI. Nous y avons été initiée aux différentes
techniques utilisées pour 1’étude et la caractérisation des serpines purifiées a partir du muscle
de bovin (protocole de Herrera Mendez, 2006) notamment les techniques de Chromatographie
utilisant le systéme Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC). Nous avons aussi pu y

réaliser les observations de nos coupes tissulaires par microscopie a fluorescence.

44



Matériel et Méthodes

Chapitre | : UBIQUITE DU PHENOMENE D’APOPTOSE CHEZ DIFFERENTES
ESPECES BOUCHERES

Dans ce chapitre, nous présenterons notre étude sur trois marqueurs d’apoptose majeurs pour

la mise en évidence de :

1- La dégradation de I’actine, premicre protéine cible des caspases, chez différentes
espéces boucheéres (volaille, caprin, bovin, ovin, camelin) au stade de la maturation et
une ¢tude cinétique de cette dégradation couplée a 1’évolution du pH post mortem

chez Cyprinus carpio (carpe commune), un poisson d’eau douce ;
2- L’externalisation des phosphatidylsérines membranaires chez Cyprinus carpio ;

3- relargage mitochondriale du cytochrome ¢ au cours du temps post mortem chez

Cyprinus carpio.

|.1- Mise en évidence de la dégradation d’actine chez plusieurs especes boucheres

L’objectif était la mise en évidence du processus d’apoptose dans le muscle
Longissimus dorsi de différentes especes (volaille, caprin, bovin, ovin, camelin et carpe
commune) par I’é¢tude de 1I’'un des marqueurs biochimiques qui est la dégradation de 1’actine

au cours de la maturation.

1.1.1- Matériel biologique

Nous avons travaillé sur le muscle long dorsal (longissimus dorsi) des différentes
especes suivantes : volaille (poulet de chair), caprin (bouc), camelin (dromadaire), bovin
(beeuf), ovin (mouton), poisson marin et poisson d’ecau douce (la carpe). Les différents
muscles était au stade de maturation (48 h postmortem pour le bovin, ovin, caprin ; 24 h pour

le poulet et 9 h pour la carpe). Nous précisons 1’age des animaux dans la FIGURE 11.
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Espéce et
age

Avant découpage Aprés découpage Pour extraction

BOVIN
Taureau de
28 mois

OVIN
Agneau de
9 mois

CAPRIN
Bouc de
24 mois

VOLAILLE
Poulet de
2,5 mois

(Chamelon)
de 18 mois

CAMELIN
Jeune dromadaire

L’échantillon pour extraction a été
prélevé de la zone cerclée en blanc.

POISSONS
Carpe commune
9 h post mortem

L’¢échantillon pour extraction a été
prélevé de la zone délimitée en blanc.

FIGURE 11 : Muscle Longissimus dorsi des sept espéces étudiées
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1.1.2- Préparation des extraits des différents muscles

Pour I’extraction des Protéines Myofibrillaires (PMF), nous avons utilisé le protocole
de Zamora (1997) mais avec une vitesse de centrifugation de 3800 rpm au lieu de
10 000 rpm. Cette modification nous avez été imposée par les limites de la centrifugeuse

disponible au laboratoire (Voir FIGURE 12, page suivante).

Le culot des myofibrilles avait été obtenu a partir de 1 g de muscle broyé dans la
solution d’extraction (NaCl 150 mM, KCI 25 mM, MgCl,3 mM et EDTA 4 mM a pH 6,5),
homogénéisé 15sec au polytron et filtré sur gaze pour éliminer la fraction insoluble,
notamment le collagéne et le gras. Le filtrat a été incubé a 4 °C pendant 30 min sous agitation
constante et modérée pour une meilleure solubilisation des PMF. La séparation des PMF a été
effectuée par fractionnement en centrifugeant 1’extrait a 3 800 rpm pendant 15 min a 20°C. Le
culot a été ensuite ensuite lavé 2 fois dans un tampon (KCI50 mM, 3-Mercaptoethanol
5mM et EDTA1mM a pH6,5) afin d’éliminer les protéines sarcoplasmiques et les

membranes.
1.1.3- Dosage des protéines par la méthode Bradford

Le dosage des protéines des surnageants et des culots devait nous permettre d’obtenir

la méme quantité de protéines dans chaque puits.

Le dosage des protéines a été réalisé par la méthode de Bradford (1976). C’est une
méthode colorimétrique permettant la mesure de la fixation du bleu de Coomassie G-250 sur

les liaisons peptidiques en milieu acide.

Le réactif de Bradford (réactif Bio-rad: acide phosphorique et méthanol) est
rouge-brun a 1’état libre et, lié aux protéines, il prend une teinte bleue avec un coefficient
d’extinction molaire élevé a 595 nm qui rend le dosage protéique tres sensible. L’intensité de
la coloration est ainsi proportionnelle a la quantité de protéines présentes dans I’échantillon.

La mesure de la DO a 595 nm a été effectuée avec un spectrophotomeétre Beckman.

Nous avons travaillé avec deux gammes d’étalonnage : 0 & 25 pg/ml et 0 & 1,3 mg/ml.
Les gammes d’étalonnage ont été réalisées avec I’immunoglobuline de lapin. Les courbes
d’étalonnage ont été tracees avec un tableur. Les absorbances ont été reportées sur la courbe

d’étalonnage pour la détermination des concentrations.
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1 g du muscla brova

h

Homogansaisation 13 sac au polytron dans 10 ml
de tampon d"axtraction

Fraction insolubla +«——— Filtration sur la gaza
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!
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¥
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Homogensaisation 13 sac an vortex
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FIGURE 12 : Protocole d’extraction des protéines myofibrillaires (Zamora, 1997 modifié)
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1.1.4- Electrophorése et Western Blot

La technique Western Blot (ou immunoblot) a été utilisée pour détecter la présence
d’une protéine cible dans un échantillon a 1’aide d’un anticorps dirigé contre cette protéine.

Nous avons adopteé le protocole décrit par Sentandreu et al. (2003).

Cette technique utilise d’abord 1’¢lectrophorése pour séparer les protéines en fonction
de leur poids moléculaire. Ces protéines sont ensuite transférées sur une feuille Diflorure de
polyvenylidene (PVDF, Sigma P2563). La feuille PVDF est subit une trois incubations
successives avec I’anticorps primaire spécifique a la protéine d’intérét qui est 1’actine, puis
I’anticorps secondaire marqué a la phosphatase alcaline dirigé contre 1’anticorps primaire « | »
suivi du substrat spécifique de I’enzyme. Cette méthode utilise des substances chimiques qui
émettent une luminescence directement proportionnelle a la concentration en protéines

présentes et qui impressionne un film photographique (Lubert et al., 2003).

Pour la réalisation du Western Blot nous devons préalablement séparer les protéines
selon leur poids moléculaire a I’aide d’une électrophorése unidimensionnel en milieu
dénaturant en présence de Sodium Dodécyl Sulfate (SDS) qui permet de charger

négativement toutes les protéines.

La dénaturation a été faite avec une solution de dénaturation composée de Tris-
HCL 312,5 mM, EDTA 0.4 mM, DTT 150 mM, SDS 7.5 %, Bleu de bromophenol 0.05 % et
Glycérol 25 %. Le DTT est un agent réducteur des groupements disulfures -SH et S-S. Le
glycérol sert & augmenter la densité de 1’échantillon afin d’éviter les contaminations lors du

dépbt sur le gel.

Lors de I’étape de dénaturation, les extraits (culots et surnageants) additionnés de
tampon de denaturation ont été chauffés a 1’eau bouillante pendant 5 min dans afin d’éliminer
la protéolyse bactérienne et 1’action des protéases et faciliter la rupture des ponts —SH. Elle
permet aussi de compléter la dénaturation provoquée par le SDS, donnant ainsi aux protéines

leur structure linéaire (Porzio et Pearson, 1979).

Une fois dénaturées, les échantillons de PMF ont été conservées a une température de

-20 °C jusqu'a leur utilisation.
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L’¢électrophorése (SDS PAGE) a été réalisée suivant le protocole de Laemmli (1970).
Le gel de concentration (stacking) avec 7,5 % d’acrylamide a été placé au dessus du gel de

séparation (resolving) a 12 % d’acrylamide.

Le gel de séparation, dont la polymérisation commence dés 1’addition de persulfate
d’ammonium et du N,N,N',N'-TétraMeéthylEthyléneDiamine (TEMED), a été coulé entre deux
plaques de verre et recouvert par un volume d’éthanol et d’eau pure a 1:1. Cette solution
permet d’assurer la planéité du gel (resolving) et empécher le contact avec 1’air qui peut géner
I’homogénéité de la polymérisation. Aprés polymérisation complete, 1’éthanol et 1’eau ont été
éliminés du gel de resolving. Le gel de concentration a été ensuite coulé, surmonté

immédiatement d’un peigne et laissé pour polymeérisation.

Les échantillons protéiques préalablement colorés au bleu de bromophénol, permettant
de suivre le front de migration, ont été déposés dans les puits formeés par le peigne. Chaque
puits est rempli de 5 a 20 pl d échantillons de protéines et un puits a été réservé aux protéines
de référence. Les protéines de référence sont des marqueurs de différentes masses
moléculaires : 250 KDa , 150 KDa, 100 KDa, 75 KDa, 50 KDa, 37 KDa, 25 KDa, 20 KDa et
15 KDa (BIO-RAD 161-0373). Les protéines chargées négativement migrent vers 1’anode. La
structure primaire des protéines permet leur migration a travers le gel d’acrylamide. Elles se
séparent selon leur poids moléculaire : les protéines de grandes tailles auront des difficultés a

traverser les « mailles » du gel acrylamide.

L’ensemble a été mis dans une cuve d’éléctrophorese (Figure 13) remplie de tampon
de migration (Tris 0.025 M, Glycine 0.192 M, MCE 0.05 % et SDS 0.1 % a pH8.3). La
migration s’effectue en premier lieu a 80V pendant 20 min environ pour favoriser
I’entassement des protéines dans le « stacking », puis a 120 V pendant 2 h dans le gel de
« resolving » (gel de séparation) pour séparer les protéines selon un gradient de taille. Toute

cette opération a été réalisée a température ambiante.
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Sens de
Migration

Figure 13 : Dispositif électrophorétique

Apres separation des proteines, le gel d’acrylamide a été démoulé et le « stacking »

enlevé.

Pour chaque manipulation, deux gels ont été préparés avec les mémes échantillons. Un
gel coloré au bleu de Coomassie ou au nitrate d’argent pour révéler toutes les protéines
séparées et un second gel non coloré pour la révélation de la dégradation de I’actine par
Western Blot.

1.1.4.1Coloration des gels

Pour mettre en évidence les protéines séparées, deux méthodes de coloration des
protéines ont été utilisées. La premiére coloration est au bleu de Coomassie. La seconde
coloration a I’argent, 100 fois plus sensible que la premiére, permet de révéler des protéines

de plus faibles concentrations.

- Coloration au bleu de Coomassie R-250

Apres migration, les protéines ont été fixées dans une solution d’éthanol 30%, acide
acétique 5%, puis colorées dans la méme solution contenant 0,12% de bleu de Coomassie R-

250. Lors de cette coloration, le bleu de Coomassie se fixe aux acides aminés basiques
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(notamment Arg) et aromatiques (Phe, Tyr et Trp). Le gel a été ensuite décoloré avec la méme

solution ayant servi a la fixation des proteines.

- Coloration au nitrate d’argent

Nous avons adapté le protocole decrit par Yan et al. (2000). 1l s’agit d’une coloration a
I’argent de petits gels et compatible avec spectrométrie de masse, utilisant un volume total de
50 ml de cing solutions fraichement préparées : A, B, C, D, et E.

Aprés migration, le gel a été plongé et laissé se fixer deux fois 15 minutes sous
agitation dans la solution de fixation A contenant 10 % d’acide acétique et 40 % d’éthanol. Il
a été ensuite immergé dans la solution de sensibilisation B contenant 1’éthanol 30 %, le
sodium thiosulfate 0,2% et le sodium acétate 6,8 % pendant 30 minutes. Trois lavages a 1’eau
pure ont éte ensuite réalisés pendant 5 minutes. La coloration avec la solution C au nitrate
d’argent 0,25 % a I’abri de la lumiére a duré 20 minutes ( la solution avai été préparée au
dernier moment car trés sensible a la lumiére). Deux lavages de 1 minute avec 1’eau pure ont
été effectués. Le gel d’acrylamide est ensuite plongé dans la solution de développement D
(sodium carbonate 2,5 %, formaldéhyde 0,04 %) jusqu’a obtention de la coloration désirée.
Enfin, le gel a été laissé pendant 10 minutes dans la solution stop E (1,46 % d’EDTA qui
permet d’arréter la réaction de coloration des bandes protéiques). Le protocole a été acheveé

avec 3 lavages de 5 minutes en eau pure.

1.1.4.2- Révélation de la dégradation d’actine par Western Blot

Apres migration, le gel a été démoulé et rincé dans un tampon de transfert contenant du
Tris 48 mM, glycine 39 mM, éthanol 20%, pH 8.7. Les protéines ont été ensuite transférées
sur une membrane de nitrocellulose de type Immobilon P en PVDF (Sigma P2563). La
membrane avait éte préalablement plongée dans 1’éthanol pur pendant 5 min, puis rincée

abondamment a I’eau et enfin trempée pendant 2 min dans le tampon de transfert.

Nous avons utilisé une méthode de transfert semi-sec qui consiste a prendre en
sandwich le gel et la membrane entre deux feuilles de papier absorbant (papier blotting
Sigma) imbibées dans le tampon de transfert qui assure la conductivité du montage
(FIGURE 14). Le recours al’éthanol permet d’activer le gel en enlevant le SDS des protéines

et augmenter les possibilités de liaisons hydrophobes protéines-membrane. Le transfert a été
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réalisé pendant 30 min pour un seul gel (6 x 9 cm) et pendant 1 heure pour deux autres gels
sous 10 V. Durant cette phase, les protéines chargées migrent depuis le gel vers la membrane
en conservant l'organisation relative qu'elles avaient dans le gel. 1l en résulte que les protéines

sont exposees sur une surface mince facilitant les étapes de détection ultérieures.

Le transfert des protéines du gel acrylamide vers la membrane PVDF a été réalisé dans
une cuve de transfert Thermo-scientific OWL HEP-1 sous une tension de 10 V pendant 30
min par membrane de 6 x 9 cm en « sandwich » (FIGURE 14). Le sandwich de transfert a été
réalisé avec un blotting paper Sigma, humidifié avec du tampon de transfert et déposé dans la
cuve a transfert (Anode). Sur le blotting paper, nous avons déposé le gel acrylamide puis la
membrane PVDF. Un autre blotting paper a été déposé par-dessus pour achever le

« sandwich » de transfert. .
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)

Papier blotting

Membrane PVDF

Papier blotting

A

Direction du transfert

|

O

FIGURE 14 : Appareil de transfert et « sandwich » de transfert pour le Western Blot sous
une tension de 10 V
A la fin du transfert, la membrane a été saturée dans le tampon de saturation (PBS 1X
+ 10 % lait écrémé + Tween 20 a 0,1 %) pendant 1 h a température ambiante ou une nuit a
4°C. La membrane a été lavée 2 fois 5 min avec du tampon de lavage/dilution (PBS 1X,
Tween 0,1 %, lait 1 %).

Aprés saturation des sites non spécifiques, la membrane a été incubée pendant 1 h a
température ambiante sous agitation douce avec le premier anticorps polyclonal (dilué au

1/500°™ dans du PBS contenant 1% de lait écrémé) dirigé contre actine.
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Aprés incubation avec I’anticorps primaire, la membrane a été lavée 4 fois 5 min avec
le tampon PBS contenant 1% de lait écrémé, puis incubée avec l’anticorps secondaire
commercial de chévre anti-lgG de lapin conjugué a la phosphatase alcaline (Jackson
ImmunoResearch)dilué au 1/2000°™ dans du PBS contenant 1% de lait écrémé pendant 1 h

Sous agitation et a I’abri de la lumicgre.

Aprés incubation, la membrane a été lavée 4 fois 5 min avec le tampon lavage/dilution

puis 2 fois 2 min avec le tampon PBS 1X sans lait ni Tween.

L’activité de 1’enzyme (phosphatase alcaline) a été révélée par un kit de
chimioluminescence aprés incubation 5 min avec 1,5 ml de Lumiphos (Thermo Scientific)
(substrat spécifique de la phosphatase alcaline), puis égouttée avant sa mise entre deux
feuilles plastiques transparentes. La réaction de I’enzyme avec le substrat émet de la lumiére
au niveau de la bande protéique d’intérét (actine et ses fragments). Cette bande impressionne,
aprés un temps variable selon l'intensit¢ émise, un film autoradiographique. L’ensemble

membrane-feuilles a été mis a 1’abri de la lumiére dans une hypercassette (Thermo Scientific).

La révélation des fragments d’actine a été réalisée dans une chambre noire sous une
lampe rouge Fischer Gmbh (230 V, 15 W) ou la membrane a été mise en contact d’un film
photographique (Hyperfilm, Amersham) avec un temps d’exposition variant de 5 a 30 min

selon I’intensité du signal.

Ce film a été plongé dans un bac de révélateur photo Sigma jusqu’a apparition des
bandes, rincé immédiatement dans un bac d’eau puis plongé 30 sec dans le bac contenant le

fixateur avant de terminer par un lavage a I’eau.

Le résultat a été observé sur le film. Le temps d’exposition a été ajusté avec un

nouveau film si nécessaire.

1.1.4.3- Lecture des gels colorés de I’électrophorése et des films du Western Blot

Pour la détermination du poids moléculaire (PM) des différentes bandes protéiques sur
le gel coloré au bleu de Coomassie ou au nitrate d’argent ainsi que les bandes de dégradation
d’actine sur les films du Western Blot, nous avons calculé¢ le rapport frontal (Rf)

correspondant a la mobilité des différentes protéines sur le gel en utilisant un tableur.
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Les protéines de référence Biorad (FIGURE 15) avec leur PM connu et leur rapport frontal

de migration (mobilité) calculé¢ permettent de tracer la courbe d’étalonnage du gel qui donne

I’équation du logarithme du poids moléculaire en fonction du Rf.

Log PM =f (Rf) ou :

e Rf=r/R = Distance parcourue par la protéine (voir figure 15)
e R =Hauteur totale du gel a parcourir

L’équation est de type : y = Ax + Bou y = Log PM et x = Rf

Les PM des protéines ont été déterminés a partir des courbes d’étalonnage.

Representative lot of
all blue prestained
Precision Plus Protein
standards on a 4-20%
Tris-HCI Criterion™ Gel

150

100

7%

37

25

15

Log (PM) = mobilité relative (r/R) = f(Rf)
Log PM
1

FIGURE 15: Principe de détermination des poids moléculaires
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1.2- Mise en évidence de I’inversion de la polarité de la membrane cellulaire chez

Cyprinus carpio

La révélation de I’inversion de la polarité au niveau de la membrane cellulaire lors de
I’apoptosea été rélaisée par immunocytochimie avec I’annexine V marquée a la Fluorescéin
IsoThioCyanate (FITC).

L’annexine V est une protéine présentant une trés forte affinité pour la
phosphatidylsérine, exposee sur le feuillet externe de la membrane des cellules apoptotiques.
La fluorescence dans I'espace extracellulaire prouve que les phospholipides ont été transféres

sur la face externe de la membrane. Les cellules mortes par apoptose fluorescent en vert.

Afin de s’assurer que le premier marquage est a I’extérieur de la cellule musculaire,
nous avons réalisé un deuxiéeme marquage de la laminine. La laminine est une glycoprotéine
de la membrane basale des cellules jouant un role dans 1‘attachement et la migration des
cellules lors de I'embryogenese. Cette protéine est révélée avec un anticorps secondaire

marqué a la cyanine 3 fluorochrome qui donne une fluorescence rouge.

1.2.1- Matériel biologique

Nous avons choisi Cyprinus carpio (carpe commune) car c’est 1’espeéce la plus

abondante donc la plus disponible et la plus facile a capturer.

De taille comprise entre 15 et 20 cm, les carpes ont été capturées vivantes au niveau
du barrage de Beni-Haroun (Wilaya de Mila). Nous les avons transportées vivantes vers le
laboratoire dans des bacs remplis d’eau du barrage. Au laboratoire, les carpes ont été aussitot
mises dans un aquarium rempli d’eau de source et muni d’un systéme d’oxygénation. Les
carpes ont séjourné dans 1’aquarium 48 h au moins. 11 s’agissait d’une période d’adaptation
afin d’¢éliminer I’effet du stress. Durant cette période, les carpes ont été nourries avec des

flocons pour poissons d'aquarium disponibles sur le marché.

Aprés avoir été extraites de ’aquarium, les carpes ont été ététées, éviscérées,
emballées dans des sacs en plastique imperméable puis conservées dans des bacs de glace
pilée pour maintenir la température du muscle entre 0 et 4°C. Pour le double marquage a
I’annexine V et de la laminine, nous avons prelevé des echantillons de 2 a 3 cm du muscle

long dorsal (Longissimus Dorsi) aux temps 0, 6 et 24 h post mortem.
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1.2.2- Marquage a I’annexine V

Les échantillons de muscle ont été maintenus par des aiguilles sur du liege et
immergés dans une solution de fixation (paraformaldéhyde 1%, glutaraldéhyde 0,1%, sucrose

0,1M, tampon phosphate de sodium 0,1M, pH 7,2) pendant 15 min.

Ces échantillons de muscle ont été ensuite rincés trois fois dans du PBS (Phosphate
Buffer Saline : KH,PO,4 a 1,5 mM, Na,HPO,4 a 8 mM, NaCl a 137 mM, KCL a 2,7 mM, pH
7,4) pendant 5 min puis incubés avec de I’Annexine V marquée a la FITC (Sigma-Aldrich
A9210, Saint-Quentin Fallavier, France) diluée au 1/150°™ dans du tampon PBS
(concentration finale de 1,8 pg/ml) pendant 24 h a 4 °C avec une agitation douce et a I’abri de

la lumiére.

Le poisson a été conserveé dans de la glace entre 0 et 4°C pour les prélevements a 6 et
24 h post mortem. Des échantillons identiques de muscle ont été prélevés et traités de la méme

maniere et dans des conditions semblables au prélevement a 0 h post mortem.

Des échantillons témoins ont été traités dans les mémes conditions en incubant des
morceaux du muscle long dorsal a 0, 6 et 24 h post mortem dans une solution de PBS sans

Annexine V.

Apres 24 h d’incubation avec 1’ Annexine V, les échantillons de muscle ont été rincés
trois fois dans du PBS pendant 5 min. Les morceaux du muscle sont fixés sur un moule de
liege adapté a la taille de notre échantillon a I’aide d’une résine fluide & température ambiante
qui durcira a la congélation (Tissutech, Labonord). . Les échantillons ont été congelés a -
80°C dans de I’isopentane ou 2-méthylbutane (Prolabo) refroidi dans de 1’azote liquide

pendant 1 a 2 min selon la taille de 1’échantillon.

La congélation rapide en isopentane refroidi a l'azote liquide a -80°C permet de
préserver au mieux la structure tissulaire car elle permet d’empécher la formation de gros
cristaux dommageables aux tissus. De plus et contrairement a 1’azote liquide, 1’isopentane ne
dégaze pas au contact de I'échantillon (du tissu) évitant ainsi les risques de fractures qui sont

des possibilités de dégradations.

Des coupes transversales de 10 um d’épaisseur ont été réalisées avec un Cryostat
Microm HM525 (Thermo Scientific). Ces coupes ont été séchées a 1’air libre et I’abri de la

lumiere. Aprés séchage, les coupes ont été fixées pendant 15 min avec une solution PBS
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contenant 2% de formol puis rincées pendant 5 min avec du PBS (exempt de formol). Apreés
égouttage des lames, nous avons ajouté entre lame et lamelle des gouttes du liquide de
montage Aquemous Mounding Medium. Nous avons laissé sécher avant d’observer au
microscope a fluorescence Nicon Labphot2 a une longueur d’onde d’excitation Ae.=488 nm et
a une longueur d’onde d’émission Aemm=530 Nm. Les images ont été visualisées a 1’aide d’une
caméra reliée a un ordinateur et le logiciel VISILOG pour la capture d’images. Les criteres

d’évaluation étaient « présence » ou « absence » de marquage.
1.2.3- Double marquage de la laminine

Le marquage de la laminine a été réalisé directement sur des coupes transversales des
muscles déja marquées a I’annexine V. Toutes les étapes de ce marquage ont été faites a 1’abri

de la lumiere pour éviter la perte du premier marquage avec FITC.

Apres séchage, fixation et ringage des coupes, les sites non spécifiques ont été saturés
par une solution de PBS contenant 10% de sérum de chevre (Sigma S2007) pendant 30 min.
Apres lavage, les coupes ont été incubées en chambre humide avec le premier anticorps dirigé
contre la laminine produit chez le lapin (Sigma L9393) dilué au 1/100°™ dans une solution de
PBS pendant 1 h a température ambiante. Trois rincages de 10 min chacun ont été ensuite
effectuées avec du PBS. Enfin le deuxieme anticorps anti 1gG de lapin marqué a la cyanine 3
produit chez la chévre (Santacruz SC-58797) a été utilisé a la dilution de 1/150°™ et
I’incubation a eu lieu a température ambiante durant 1 h. De nouveau, trois lavages au PBS
ont été effectués pour éliminer les anticorps marqués non fixés. Des gouttes d’agent
Aguemous Mounding Medium comme liquide de montage ont été rajoutées entre lame et
lamelle. Apres séchage, nous sommes passés a 1’observation au microscope a Fluorescence
(Nicon Labphot2). Les observations ont été faites a une longueur d’onde d’excitation
Aexc=554 nm et a une longueur d’onde d’émission Aemm=568 Nnm. Les images ont été visualisees

a I’aide d’une caméra reliée a un ordinateur et le logiciel VISILOG pour la capture d’images.

1.3- Mise en évidence de la dégradation d’actine et de la libération mitochondriale du
cytochrome c au cours du temps post mortem chez Cyprinus carpio

Nous avons étudi¢ 1’évolution du pH musculaire au cours du temps post mortem
concomitamment a la dégradation d’actine (protéine cible des caspases) et la libération

mitochondriale du cytochrome c.
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1.3.1- Matériel biologique

Nous avons effectué notre étude sur le muscle long dorsal « longissimus dorsi » de la
carpe commune a différents temps post mortem : 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 3,4, 5, 6,9, 10 et 24 h. Les
carpes ont été capturées du barrage Beni-Haroun et traitées comme présenté au
paragraphe 1.2.1. Les morceaux de muscle prélevés sur ces carpes ont servi a la mesure du pH
et a I’extraction des protéines myofibrillaires (PMF). Les PMF ont servi a la réalisation du
profil électrophoretique et des Westerns Blots pour la mise en évidence de la dégradation de

I’actine et la libération mitochondriale du cytochrome c.
1.3.2- Mesure du pH

Pour la mesure du pH, un échantillon de 0.5 g de muscle a été finement découpé avec
un bistouri. Nous avons ajouté 9volumes d’iodoacétate de Sodium 5 mM.
L’homogénéinisation a éteé réaliée avec un polytron a 11 000 tr/min de type PT-MR 2100. La
mesure du pH a été réalisé sur ’homogénat avec un pH-métre & microprocessor HANNA

instruments HI 223.

L’iodoacétate de Sodium bloque I’activité des enzymes glycolytiques qui peuvent
influencer la valeur du pH et comme il n’a pas d’effet tampon, le pH mesuré est égal au pH

réel. .
1.3.3- Extraction des protéines myofibrillaires

Pour I’extraction des protéines myofibrillaires, nous avons utilisé le protocole mis en
ceuvre par Gagaoua et al. (2014). Le culot et le surnageant ont été obtenus a partir de 200 mg
de muscle auxquels nous avons ajouté 2,5 ml de tampon d’extraction (NaCl 0,5 mM, Tris-
HCI 50 mM EDTA 1 mM et DTT 1 mM a pH 6,8). L’incubation est réalsée dans de la glace
pilée pendant 10 min. Nous avons homogénéisé au polytron pendant 15 a 20 sec. La tige du
polytron a été rincée avec 2.5 ml de tampon d’extraction. La séparation des PMF a été
effectuée par centrifugation de I’extrait a 4 000 rpm pendant 15 minutes & 4°C avec une
centrifugeuse NF 400R. Le surnageant et le culot (auquel nous avons rajouté 500 ul de
tampon d’extraction) ont été récupérés dans des tubes Eppendorf (FIGURE 16).
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200 mg de muscle
+ 2.5 ml de tampon d’extraction

|

Incubation dans de 1a glace
pendant 10 min

l

Broyage au polyiron 15 -20 sec

|

Ringage de la tige avec 2.5 ml de
tampon d’extraction

l

Centrifugation a 4 000 rpm
pendant 20 minutes a3 4°C

\

Culot + 500 pl de Surnageant
tampon d’extraction

Conservation a -20°C Conservation a -20°C

FIGURE 16 : Extraction des protéines myofibrillaires (Gagaouaet al., 2014)

1.3.4- Dosage des protéines par la méthode Bradford

La concentration en protéines a été déterminée selon la méthode Bradford (1976) telle
qu’exposée au paragraphe 1.1.3. Nous avons utilisé une solution de BSA (1,33 mg/ml) comme
standard. Le dosage consistait a ajouter 15 ul d’échantillon dilué dans 785 pl du tampon
d’extraction additionné de 200 pl de réactif de Bradford. Aprés homogénéisation, le mélange
a été placé 20 min a I’obscurité. Les concentrations de la gamme étalon étaient comprises
entre 0 pg/ml et 25 pg/ml. Les mesures de 1’absorbance ont été réalisées a 595 nm avec un
spectrophotomeétre SHIMADZU (UV-Visible 1800).
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Aprés dosage, les protéines ont été dénaturées comme décrit dans le paragraphe 1.1.4
en utilisant le méme tampon de dénaturation et la méme période de chauffage de 5 min.Les

protéines dénaturées ont été conservées a une température de -20 °C jusqu’a utilisation.

1.3.5- Séparation des PMF par électrophorése sur gel de polyacrylamide en conditions
dénaturantes (SDS-PAGE)

Le gel de concentration (stacking) avec 7,5% d’acrylamide est caractérisé par une
porosité supérieure engendrant peu d’effet de tamisage des protéines. Il a été placé au-dessus

du gel de séparation (resolving) a 12% d’acrylamide. .

Aprés préparation des gels et du tampon de migration, les protéines extraites a
différents temps post mortem ont été déposées a raison de 10 pg de protéines dans chaque
puits. 11 s’agissaitt de la concentration idéale pour une coloration au bleu de coomassie. Un

puits a été réservé aux protéines de référence.

L’ensemble a été déposé dans la cuve d’électrophorése remplie de tampon de
migration. La migration a été réalisée d’abord a 80V pour favoriser le tassement des
protéines dans le gel de concentration pendant 30 min environ, puis a 130 V pendant 2 h dans
le gel de séparation. Le gel de séparation permet de révéler les protéines selon leur poids
moléculaire. Pour réaliser cette opération a température ambiante, le dispositif de migration a

été couplé a un systéme de refroidissement a I’eau courante.

Pour chaque manipulation, trois gels ont été préparés avec les mémes échantillons. Un
gel coloré au bleu de Coomassie afin de révéler toutes les protéines séparées et deux autres
gels non colorés ont été utilisés pour la révélation de la dégradation de I’actine et le relargage
du cytochrome ¢ par Westerns Blots.

1.3.6- Révélation de la dégradation d’actine et libération du cytochrome c par

Western Blot

Les protéines séparees par SDS PAGE ont été transférées sur une feuille de polymeére
PVDF ayant subi les mémes traitements décrits au paragraphe 1.1.4.2 a la différence que
I’anticorps primaire spécifique a la protéine d’intérét était soit I’anti actine soit

I’anticytochrome c.
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Le profil densitométrique de la dégradation de I’actine et la libération mitochondriale
du cytochrome ¢ au cours du temps post-mortem avaient été réalisés avec le logiciel
UN.SCAN.IT gel 6.1.
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Chapitre Il : ACTIVITE INHIBITRICE DES SERPINES A3
BOVINES

Dans cette partie nous exposons notre contribution a 1’étude des propriétés des
serpines A3 bovines considérées comme régulateurs de 1’apoptose et donc comme marqueurs

pertinents de la tendreté de la viande.

Cet exposé concerne les différentes techniques d’étude des serpines telles que
présentées dans notre état de 1’art (Boudida et al, 2016). Ces techniques concernent les étapes

suivantes :
1- Purification ;

2- Caractérisation (Détermination du poids moléculaire (PM) par méthode
électrophorétique, Western Blot, mesure des activités inhibitrices et caractérisation

cinétique des inhibiteurs) ;
3- Analyse protéomique par électrophorése bidimensionnelle ;

4- Identification par spectrométrie de masse (résultats fournies par la plateforme a

notre demande).

1.1 - Purification

A- Matériel biologigue

Le muscle Diaphragma de bovin (muscle rouge lent, métabolisme oxydatif), utilisé
pour la préparation des inhibiteurs, a été prélevé immédiatement aprées 1’abattage de 1’animal

et I’extraction a été effectuée sur le muscle encore chaud (1 h post mortem).

B- Matériel de chromatographie

Les supports et les colonnes pour systeme F.P.L.C (Fast Protein Liquid
Chromatography) ayant été utilisés lors des étapes de chromatographie sont : Séphadex G-100
(gel filtration), SP-Sepharose, Q-Sepharose et Fractogel EMD-DEAE-650. Ces supports ont

été obtenus chez Pharmacia.
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C- Préparation de I’extrait du muscle

Le muscle Diaphragma de bovin a été utilisé pour I’extraction des inhibiteurs. Ce
muscle est particuliérement riche en enzymes et inhibiteurs, et il peut étre prélevé rapidement
aprés 1’abattage de ’animal. L’extrait brut a été préparé a partir de 450 g de muscle qui a été
préalablement dégraissé et coupé en morceaux avant d’étre haché a la moulinette (Moulinex).
Les 450 g de muscle hachés ont été ensuite homogénéisés au polytron (type MR-2100 a
vitesse maximale) dans 3 volumes de tampon Tris/HCI 50 mM, pH 7,6, KCI 150 mM, EDTA
4 mM.

L’homogénat a ét¢ soumis a deux étapes successives de centrifugation a faible vitesse
(5 min a 1000g et 30 minutes a 2000g) permettant 1’élimination des noyaux et des gros débris
cellulaires. Le surnageant avait subit une centrifugation a 20 000g pendant 30 min avec
I’objectif d’éliminer les mitochondries, les lysosomes et autres débris membranaires de petite

taille.

Le surnageant a été ensuite filtré sur de la gaze, ajusté a pH 10 avec de la soude 5 N,
puis incube & 38°C pendant 30 minutes. Le traitement thermique a pH alcalin a été destiné a
dénaturer les enzymes présentes dans 1’échantillon et a dissocier les complexes enzyme-
inhibiteur existants. L’extrait brut a été ensuite ramené a pH 6 avec une solution d’HCI 5M,
I’extrait brut a été a nouveau centrifugé 15 min a 20 000g ce qui permet 1’élimination de
nombreuses protéines contaminantes sans perte importante du pouvoir inhibiteur de I’extrait

(FIGURE 17).

Le pH du surnageant contenant les inhibiteurs a été ajusté a 7,6 avec une solution de
NaOH 5N, puis concentré par précipitation au sulfate d’ammonium entre 40 et 70% de
saturation, a 0°C dans la glace. Le précipité a été solubilisé dans environ 40 ml de tampon
Tris/HCI 30 mM, pH 7,6, contenant 0,2 M NaCl puis dialysé a 4°C sous agitation pendant une
nuit dans le méme tampon afin d’éliminer le sulfate d’ammonium. La présence de sel permet
de réduire I’interaction protéine-protéine, de dissocier les complexes protéiques et de

minimiser les interactions avec le support chromatographique.
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Muscle INaphragma de bovin
450 g homogeneises dans 3 volumes de tampon
Tris/HC] 30 mM, pH 7.6,
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FIGURE 17 : Préparation de I’extrait brut a partir du muscle Diaphragma de bovin (Bige et
al., 1985)

D- Fractionnement ou purification proprement dite

L’extrait brut obtenu aprés dialyse a été centrifugé 15 minutes a 20 000g afin
d’¢liminer toutes les protéines ayant précipit¢ a pH acide, protéines parmi lesquelles se
trouvent de nombreux inhibiteurs de cystéine protéinases. Il a été ensuite filtré avec un filtre
d’acétate de cellulose 0,2 pum et dégazé, avant d’étre chromatographié sur un support de gel

filtration.
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D.1.Fractionnement des protéines selon leur masse moleculaire sur
Sephadex G-100

1. Préparation du gel

Le Sephadex est un gel constitué de particules sphériques mises en suspension dans un
tampon. Les spheres sont composees de polyméres de dextran et forment un réseau
tridimensionnel constituant des pores qui vont plus ou moins retarder les protéines selon leur

taille. Les groupements hydroxyles du gel lui conferent un caractere hydrophile.

Les caractéristiques du Sephadex, type G-100, qualité superfine sont : diametre des
grains secs, 10-40 pm ; domaine de fractionnement, 4 000-100 000 Da ; gonflement de gel,
15-20 ml/g de poudre.

Ainsi, 150 g de gel ont été incorporés dans 3 litres de tampon Tris/HCI 30 mM, pH
7,6, NaCl 0,2 M sous agitation modérée constante. Aprés hydratation pendant 3 jours a
température ambiante, le gel est dégazé afin d’éliminer les bulles d’air microscopiques qui
pourraient perturber la migration des protéines. Le gel a été ensuite coulé a 4°C dans une
colonne (5 x 100 cm) en une seule étape, afin de stabiliser le lit du gel, il est nécessaire
d’éluer environ 2 fois le volume de la colonne avec du tampon d’équilibration lui-méme

dégazé.
2. Séparation de protéines
Un volume d’extrait protéique correspondant a 2-5% du volume total de la colonne

peut étre chargé, plus le volume de 1’échantillon déposé sera faible, meilleure sera la

séparation

L’¢échantillon a été chargé (40 ml, soit 2% du volume total de la colonne environ). Les
protéines ont été éluées a un débit de 24 ml/h et des fractions de 10 ml sont collectées en
sortie de la colonne. L’¢lution a été suivie par mesure de la densité optique & 280 nm. Par la

suite chaque fraction a été testée pour son activité inhibitrice contre la trypsine.

D.2 Fractionnement des protéines selon leur charge électrique

La chromatographie échangeuse d’ions permet de séparer les protéines en fonction de

leurs points isoélectriques. En travaillant a un pH fixe, les protéines vont devenir plus ou
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moins anioniques ou cationiques. Puis, en jouant sur la teneur en sel, les protéines vont
engendrer des interactions plus ou moins fortes qui conduisent soit a leurs rétentions, soit a

leurs élutions.

Ainsi, les fractions inhibitrices obtenues précédemment et comportant des protéines

de masse moléculaire élevée sont analysées par chromatographie d’échange d’ions.

Un échangeur d’ions est constitué d’une matrice insoluble sur laquelle sont fixés des
groupements chargés (positivement dans le cas d’un échange d’anions et négativement dans le
cas d’un échange de cations). Les protéines seront plus ou moins liées a la résine en fonction

de leur charge globale.

Le décrochage séquentiel des protéines en fonction de leur charge a été réalisé par

utilisation d’un gradient de force ionique.

Les deux types de chromatographie ont été utilisés.

Fractionnement par chromatographie échangeuse de cations S-Sepharose

La premiére fraction obtenue aprés gel filtration a été d’abord fractionnée par
chromatographie d’échange de cations a pH 5,2 sur une matrice de S-Sepharose (groupement
fixé : -CH,-SO3). La colonne (5 cm x 10 cm) a été équilibrée a un débit de 3 ml/min avec un
tampon Acétate de Na/Acide acétique 50 mM, pH 5,2. Les protéines ont été éluées avec un
gradient linéaire de NaCl (0-0,2 M) a un débit de 3 ml/min. Des fractions de 4,5 ml ont été

collectées et testées pour leur activité inhibitrice contre la trypsine.

Fractionnement par chromatographie échangeuse d’anions OQ-Sepharose

Deux types de supports ont été utilisés en raison de leurs capacités différentes a fixer
certains contaminants. Le premier est le support Q-Sepharose dont le groupement actif est un
ammonium quaternaire (-CH,-N"(CHs)3), tandis que le second le Fractogel EMD-DEAE

comprend un ammonium secondaire.

Une chromatographie d’échange d’anions a été réalisée sur deux fractions inhibitrices.

Les fractions inhibitrices obtenues en sortie de S-Sepharose ont été mises a dialyser le jour
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méme contre un tampon Tris/HCI 30 mM, pH 8,0, tampon d’équilibration de la colonne
Q-Sepharose (2,5 cm x 10 cm), pendant une nuit sous agitation et a 4°C. L’élution a été
réalisée en appliquant un gradient de NaCl entre 0 et 0,3 M, a un débit de 3 ml par min. Des

Fractions de 4,5 ml ont été collectés et leur activité inhibitrice mesurée.

Fractionnement par chromatographie échangeuse de cations S-Sepharose

Une deuxiéme étape de chromatographie d’échange de cations a été réalisée. Une
fraction inhibitrice obtenue en sortie de Q-Sepharose a été dialysée pendant une nuit contre un
tampon Acétate de Na/Acide acétique 50 mM, pH 4,48, tampon d’équilibration de la colonne
S-Sepharose (2,5 cm x 12 cm). Les protéines ont été éluées avec un gradient linéaire de NaCl
(0-0,2 M) a un débit de 1 ml/min. Des fractions de 1,5 ml ont été collectées et leur activité

inhibitrice contre la trypsine a été mesurée.

Fractionnement par chromatographie échangeuse d’anions Fractogel EMD-

DEAE 650

C’est un groupement diéthyl-aminoéthyl qui permet de fixer de protéines. Les
fractions inhibitrices obtenues (en sortie de la dernieére S-Sepharose et de Q-Sepharose) ont
été dialysées contre un tampon Bis/Tris/HCI 30 mM, pH 6, tampon d’équilibration de la
colonne EMD-DEAE-650 (1 cm x 8 cm). L’¢lution a été réalisée en appliquant un gradient de
NaCl entre 0 et 0,25 M, a un débit de 1 ml par min. Des Fractions de 2 ml ont éte collectées et

leur activité inhibitrice a été mesurée.

11.2- CARACTERISATION DES INHIBITEURS
11.2.1- Dosage des protéines

Le dosage des protéines (des inhibiteurs) a été effectué par la méthode de Bradford
(1976) qui a été déja décrite dans le premier chapitre paragraphe 1.1.3. Les protéines ont été

dosées sur deux gammes de concentration (de 0 a 25 pg/ml et de 0 a 1,3 mg/ml).
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11.2.2- Détermination du poids moléculaire par méthode électrophorétique

L’¢électrophorese sur gel de polyacrylamide (PAGE) est une méthode de routine
employée dans le domaine de 1’analyse protéomique pour la séparation des protéines car elle

demeure une technique robuste et reproductible (Garfin, 2003).

L’analyse électrophorétique des échantillons des différentes fractions contenant les
inhibiteurs, en conditions dénaturantes, est effectuée en présence de SDS (Sodium Dodécyl
Sulfate) (3%) un agent tensioactif 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) pour la SDS-PAGE.

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
protéine. Elles vont donc étre séparées suivant leurs poids moléculaires : les protéines de

fortes tailles auront des difficultés a traverser les mailles du gel d’acrylamide.

Cette méthode permet donc de déterminer la masse moléculaire de protéines inconnues
en comparant leur déplacement a celui de protéines connues (marqueurs). Les marqueurs de
poids moléculaire utilisés sont: la phosphorylase b (94 kDa), la sérum albumine bovine
(67 kDa), I’ovalbumine (43 kDa), I’anhydrase carbonique (30 kDa), 1’inhibiteur trypsique du
soja (20kDa) et l’o-lactaloumine (14 kDa). Nous avons aussi utilisé des marqueurs
prémarqueés ; il s’agit de protéines recombinantes pré-marquées au bleu provenant de chez
Bio-Rad (#161-0373), permettant d'estimer de haut en bas la distance de migration et qui ont
un poids moléculaire par ordre décroissant comme suit (kDa) : 250, 150, 100, 75, 50, 37, 25,
20, 15 et 10. Pour mettre en évidence les protéines, les deux colorations (bleu de cooomassie
et nitrate d’argent) ont été utilis€ées. La coloration au nitrate d’argent a été¢ parfois choisie
lorsque la quantité de protéines déposées dans les puits était faible ou pour Vérifier la pureté

de la préparation d’une part et pour exciser les bandes pour la spectrométrie de masse.
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11.2.3- Caractérisation par western blot

Aprés avoir confirmé la présence des spots protéiques dans le gel de 2DE, I’autre gel a
été gardé pour la caractérisation (révélation) par western blot selon le protocole décrit par

Sentandreu et al. (2003) détaillée dans la chapitre I.

La technique du western blot a eété utilisée pour détecter la présence de la SERPIN A 3
et les différents isoformes de cet inhibiteur dans les eéchantillons des fractions
chromatographiques a 1’aide d’un anticorps polyclonal ayant 75 % d’identité contre la
SERPIN A 3 bovine.

L’anticorps primaire utilisé était 1’anti-SERPINA3 dilué 1/500°™ et D’anticorps

secondaire était commercial de chévre anti-immunoglobulines de lapin et conjugué a la

phosphatase alcaline de chez Jackson ImmunoResearch dilué au 1/2000°™.

11.2.4- Mesure des activités inhibitrices

A- Matériels de spectrométrie pour la titration et la lecture des activités

Deux différents types de spectrofluorimétre ont été utilisés : un spectrofluorimetre
Perkin Elmer type LS-5, et un autre de chez Bio-Tek Instruments type FLx800 Microplate
Fluorescence Reader. On a aussi utilisé un spectrophotometre U-2001 (Hitachi) pour la

mesure des absorbances.

B- Enzymes, substrats et inhibiteurs

Les enzymes, substrats et inhibiteurs utilisées dans notre étude sont :

- Les enzymes : trypsine pancréatique bovine (EC 3.4.21.4), chymotrypsine du
plasma bovin (EC 3.4.21.1), et caspase 3 (EC 3.4.22.B9) proviennent de chez

Sigma.

- Les substrats et inhibiteurs : N-CBZ-Phe-Arg-NHMec, MeO-Ala-Ala-Pro-
Phe-NHMec, N-MethylSuc-Ala-Ala-Pro-Val-NHMec de chez Sigma pour la
trypsine, la chymotrypsine et la caspase 3 respectivement (ou CBZ,
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benzyloxycarbonyl ; NHMec, 7-amido-4-méthylcoumarin; Suc, succinyl ;
MeO, methoxy), et leur inhibiteurs synthétiques respectifs : 4-Nitrophenyl-p-
guanidinobenzoate ou p-NPGB (de chez Sigma), Z-Gly-Gly-Phe-CMK et Z-
Asp-Glu-Val-Asp-CMK (de chez Bachem) (ot CMK, chloromethylketone).

C- Préparation des enzymes

La trypsine a été préparée dans une solution d’HCI a 1mM, puis aliquotée dans des
Ependorff de 1 ml et conservés a — 80 °C. La chymotrypsine a été préparée dans un tampon
Tris/HCI 50 mM, pH 8.0, CaCl, 10 mM a une concentration de 100uM. Enfin la caspases 3
(10.10° M) a été préparée dans un tampon HEPES 50 mM, pH 7.4, NaCl 100 mM, EDTA 1
mM, CHAPS 0,1 %, saccharose 10 % auquel sont ajoutés 10 mM de DTT au moment de son

utilisation.

D- Titration des enzymes

La trypsine qui est une endoprotéase hydrolysant les liaisons peptidiques en position
C-terminale dans lesquelles un acide aminé basique, la Lys (K) ou Arg (R), engage sa
fonction acide, est titrée en utilisant du 4-Nitrophényl-p-guanidinobenzoate (p-NPGB) selon
la méthode décrite par Chase et Shaw (1970). Les serine protéinases sont particulierement
faciles a doser car elles ont 1’avantage de former, lors du processus catalytique, un
intermédiaire nommé acyle-enzyme. Cet acyle-enzyme est ensuite hydrolysé en acide et
enzyme. Si cette hydrolyse est tres lente, I’alcool libéré lors de la formation de 1’acyle-
enzyme est équivalent au nombre de moles d’enzyme active que 1’on peut déduire en

mesurant 1’absorbance de 1’alcool chromogénique formé.

Enzyme + Substrat &= ES — Acyle-enzyme + Alcool — Acide +

Enzyme
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Le substrat de la trypsine utilisé est le p-NPGB de chez Sigma. Ce substrat est choisi
préférentiellement car 1’acyle-enzyme formée lors du processus catalytique est

particulierement stable.

Dans une microcuve de 1 cm de trajet optique, 100 pl d’une solution de trypsine,
préparée a raison de Img/Iml a I’aide d’un tampon HCl 1mM, sont dilués avec 890 ul de
tampon d’incubation (Tris-HCI, 50mM), pH 8.5, aprés mélange 10ul de la solution de p-
NPGB sont ajouté dans la microcuve. Le p-NPGB réagit avec la trypsine et I’alcool formé, le
p-nitrophénol, donne a la solution une coloration jaunatre visible a 1’ceil, dont I’absorbance est
mesurée & une longueur d’onde de 410 nm a I’aide du spectrophotométre U2001 (Hitachi).
Une autre mesure témoin est réalisée en méme temps avec une autre microcuve contenant 100

ul de tampon sans trypsine, 890 ul du tampon d’incubation et 10ul du substrat (p-NPGB).
La molarité du p-nitrophénol généré peut étre calculée selon la formule :
[p-Nitrophénol] = DO x 6,025.10° x 10

Ou la 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 la trypsine active.

La caspase 3 est une protéase a cystéine, qui clive son substrat cible du coté C-
terminal d’un résidu Asp (D) présent dans un site de reconnaissance specifique. Dans le cas
de la caspase 3 humaine, ce site correspond au motif DEVDX ou DMQDX avec X
correspondant a n’importe quel acide aminé en dehors de la proline. La caspase 3 liquide
stockée a — 80 °C (EC 3.4.22.B9) provenant de chez sigma est titrée avec 1’inhibiteur
commercial irréversible Z-Asp-Glu-Val-Asp-CMK (Z-DEVD-CMK) de chez Bachem. La
titration est réalisée selon la méthode de Stennicke et Salvesen (1999), I’enzyme est reprise au
préalable dans le tampon d’incubation : HEPES 50 mM, pH 7.4, NaCl 100 mM, EDTA 1
mM, CHAPS 0,1%, saccharose 10 %, auquel sont ajoutés 10 mM de DTT au moment de son

utilisation.

La concentration de la caspase 3 est de 0,29 mg/ml, elle a été diluée 10 fois dans le
tampon d’incubation, donc sa molarité est de 8,16.107 M. Une solution de 5 nM de la
caspase3 est titrée avec une gamme de dilution de I’inhibiteur (Z-DEVD-CMK) (figure
XX=19) allant de 0 a 50 uM qui est estimée apres une pré-incubation de 5 minutes a 25°C, ou
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50 pl du substrat N-Acétyl-Asp-Glu-Val-Asp-NHmec de chez sigma a 100 uM est ajouté. La
fluorescence est lue pendant 5 a 10 minutes a 1’aide du spectrofluorimétre Bio-Tek type
FLx800 ou celui du Perkin Elmer type LS-5 a une longueur d’onde d’excitation de A = 360
nm et d’émission de A = 440 nM. Le calcul de la concentration de I’enzyme active dans la

solution est déterminé par la formule :
[Elactive = [1] (V/VE) X facteur de dilution
Ou:
[E]active - concentration réelle de I’enzyme active (en nM) ;
[1] : concentration de 1’inhibiteur (pour notre exemple nous avons 9,06 nM) ;
V| : volume de 20ul des différentes dilutions de I’inhibiteur ;
VE : volume de I’enzyme de 30 pl ([E] =5 nM) ;

La chymotrypsine (EC 3.4.21.1) est une protéase digestive, de la famille des serine
protéases, qui peut accomplir la protéolyse. Elle catalyse I’hydrolyse du lien peptidique d’une
protéine, coupant préférentiellement sur le c6té C-terminal des acides aminés a longues
chaines latérales aromatiques et hydrophobes : de la Tyr, du Trp, de la Phe. Ces acides aminés
non-polaires créent une poche hydrophobe nécessaire a I'activité enzymatique. Elle a été titrée
en utilisant ’inhibiteur irréversible Z-Gly-Gly-Phe-CMK (ou CMK = Chloromethylketone)
(Wilcox et al., 1971). Une quantité de 3,4 mg de I’enzyme lyophilisée est reconstituée dans
1360 pl du tampon de reconstitution Tris-HCI 50 mM, pH 8.0, CaCl, 10 mM, pour avoir une

concentration finale de 100 puM.

E- Mesure des activités enzymatigues

Les activités des différentes enzymes ont été mesurées en suivant I’hydrolyse d’un
substrat synthétique fluorescent a 1’aide des spectrofluorimétres Perkin Elmer LS-50B (pour
la trypsine, la chymotrypsine, 1’élastase et la caspase 3) et Bio-Tek’s FLx800 Microplate
Fluorescence Reader (pour la caspase 3 uniquement) étalonnés au préalable avec des solutions
de 0,1 et 0,5 uM du —NH2Mec (7-amido-4-méthylcoumarin). La fluorescence du —-NH2Mec

libérée aprés hydrolyse du substrat de 1’enzyme, a été mesurée a une longueur d’onde
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d’excitation de 360 nm et une longueur d’onde d’émission de 440 nm a des largeurs de fente
de 8 ou 15 nm. Le pas de longueur d’onde était de 0,5 nm et la durée d’acquisition du signal

était de 1 seconde pour chaque puits.

L’activité de la trypsine a été mesurée selon Tassy et al. (2005) en utilisant N-CBZ-
Phe-Arg-NHMec comme substrat. En ce qui concerne la chymotrypsine, le substrat utilisé est
le Meo-Ala-Ala-Pro-Phe-NHMec (Barret, 1980). Les activités de la caspase 3 ont été
mesurées selon Stennicke et Salvesen (1999) en utilisant comme substrat le N-Acetyl-Asp-
Glu-Val-Asp-NHMec.

Les substrats de la chymotrypsine, 1’¢lastase et la caspase 3 ont été reconstitués en
solutions stock dans du DMSO (diméthylsulfoxide) a une concentration finale de 10 mM, et
sont conservés a température ambiante a 1’abri de la lumiére. Quant au p-NPGB, le substrat
spécifique de la trypsine, il a été reconstitué dans du DMF (diméthylformamide) a une
concentration finale de 50 mM et la solution obtenue, pour étre plus stable, est diluée dans 4
volumes d’acétonitrile a une concentration finale de 10 mM. La solution du p-NPGB ainsi

préparée peut étre conservée plusieurs semaines a 4°C.

Les différents tampons d’incubation adéquats utilisés pour les différentes enzymes

étudiées sont comme suit :
e Pour la trypsine : Tampon Tris/HCI 50 mM, pH 8.5 stockeé a 4 °C;

e Pour la chymotrypsine : Tampon Tris/HCI 50 mM, pH 8.0, CaCl2 10 mM
stocke a4 °C ;

e Pour la caspase 3 : Tampon HEPES 50 mM, pH 7.4, NaCl 100 mM, EDTA 1
mM, CHAPS 0,1%, saccharose 10% auquel sont ajoutés 10 mM de DTT

extemporanément.

Ainsi, 40 ul de la solution d’enzyme (5nM) ont été incubés dans une microplaque de
96 puits a 37°C en présence de 50 pul du substrat spécifique (10 mM dans du DMSO) diluée
33 fois [100 uM] dans du Brij 35 a 0.1%, et complété avec le tampon d’incubation adéquat a
un volume final de 150 a 160 pl, pendant 15 min pour la trypsine, la chymotrypsine et
I’élastase avant d’effectuer la lecture. Une unité d’activité enzymatique correspond a 1 uM de

N-Mec libéré par minute a 37 °C.
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En ce qui concerne la caspase 3, 30 ul de I’enzyme (8,16.10-7 M) ont été incubés a
25°C pendant 5 min avec 50 ul du substrat (N-acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-NHMec, 100 uM.

Une unité d’activité enzymatique correspond a 1 UM de N-Mec libéré par min a 25 °C.

F- Mesure des activités inhibitrices

Les activités inhibitrices déterminées en sortie de colonne, ont été mesurées dans les
mémes conditions que celles décrites pour la mesure des activités enzymatiques, apres
préincubation pendant 20 minutes a 37°C de 30 ul de chaque fraction a tester avec 750 ul de

trypsine (utilisée comme enzyme modele) a une concentration de I’ordre du nanomolaire.

La réaction enzymatique a été ensuite initiée par addition de 250 pl de N-CBZ-Phe-
Arg-NHMec. L’activité inhibitrice a été ensuite exprimée en pourcentage de perte d’activité
de I’enzyme par rapport a un témoin incubé dans les mémes conditions, mais dans lequel les

30 pl de solution a tester ont été remplacés par 30 pl de tampon.

11.2.5- CARACTERISATION CINETIQUE DES INHIBITEURS

L’inhibition des enzymes protéolytiques par des inhibiteurs protéiques endogenes
spécifiques implique une interaction forte entre deux protéines. Dans le cas de I’inhibition des
protéases par des inhibiteurs protéiques, 1’affinité de I’inhibiteur pour I’enzyme est élevée, de
I’ordre du nanomolaire, et la concentration de I’inhibiteur est fortement diminuée apres la
formation du complexe enzyme-inhibiteur. On peut distinguer trois types d’inhibition :

inhibition réversible, irréversible et inhibition temporaire.

- Inhibition réversible
Une inhibition réversible est caractérisée par un équilibre rapidement atteint entre
I’inhibiteur et ’enzyme. La protéase E réagit avec 1’inhibiteur I pour former un complexe El

selon I’équation :

kass

E+le— El

kdiss
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OuU Kass représente la constante d’association du complexe et kgiss la constante de
dissociation du complexe. La constante d’équilibre du complexe ou d’inhibition est reliée a
ces deux constantes par la relation :

Ki = kdiss / kass (2)

Les constantes d’association, de dissociation et d’inhibition ont une signification
complexe. Néanmoins, ces constantes cinétiques sont suffisantes pour expliquer le role
physiologique de I’inhibiteur (Bieth, 1980).

kass

E+l —— El

kdiss

- Inhibition irréversible

Le terme d’irréversibilité n’est pas correct d’un point de vue thermodynamique. Dans
I’inhibition irréversible, le complexe enzyme-inhibiteur ne se dissocie pas dans des limites de
temps raisonnables. Deux cas de figures sont alors possibles : soit I’inhibiteur est réversible
mais la constante de dissociation (Kgiss) est trés faible, soit la formation du complexe enzyme-
inhibiteur s’accompagne d’une hydrolyse partielle de 1’inhibiteur. Celui-ci devient alors

inactif apreés la réaction.

Dans ce cas, la réaction suivante se produit :

E+] —— > El

- Inhibition temporaire

L’inhibition est dite temporaire lorsque I’enzyme se libére totalement du complexe
sous forme active. Cette réaction conduit a I’hydrolyse partielle de 1’inhibiteur ou relargage de
I’enzyme. La libération des produits d’hydrolyse, plus ou moins rapide, constitue un élément
clé dans la détermination de la valeur de la constante globale. C’est ce que 1’on appelle

I’inhibition temporaire qui est définie par la réaction :

E+1 < > EI » E + inhibiteur dégradé
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11.2.5.1- Détermination de la constante de vitesse d’association (Kjss)

Lors d’une réaction réversible, la vitesse d’association est définie par I’équation :

v =-d[E] / d(t) = Kass [E] [1] — Kaiss [E1]

Par contre dans le cas d’une inhibition irréversible, la constante de dissociation Kgigs,

est particulierement lente, et peut donc étre négligée. L’équation devient alors :

v = -d[E] / d(t) = kass [E] [1]

Si la valeur de kgiss est suffisamment faible, 1’équation peut étre utilisée pour décrire

une inhibition réversible, au moins pendant les premicres étapes du processus d’inhibition.

Lorsque 1’association enzyme-inhibiteur est suffisamment rapide, on peut déterminer

la constante d’association en incubant des quantités équimolaires d’enzyme et d’inhibiteur.

Pour la trypsine, Nous avons utilisé la méthode décrite par Beatty et al. (1980) basée

sur des conditions de pseudo premier ordre selon 1’équation suivante :

tO’S = 0,693/ka55 [I]

La représentation semi-logarithmique de vi/v, (Vo : vitesse de réaction en 1’absence
d’inhibiteur ou v; : vitesse de réaction en présence d’inhibiteur) en fonction du log (t) est une
droite dont 1’équation permet de déterminer tos c’est-a-dire le temps nécessaire a 1’inhibiteur
pour réduire I’activité enzymatique de 50 %. Connaissant to5, la constante d’association est

alors calculée a partir de 1’équation ci-dessus selon des conditions de pseudo-premier ordre.

En pratique, des concentrations équivalentes en trypsine et inhibiteur purifié (5 nM)
ont été préincubées dans le tampon d’incubation Tris-HCI 50 mM, CaCl, 10 mM, pH 8,0 dans
un volume réactionnel final de 100 pl pendant une durée allant de 0 a 25 minutes. Le substrat
N-CBZ-Phe-Arg-NHMec a été ensuite ajouté (50 pl a 100 puM) puis I’activité résiduelle a été

mesurée.

Dans le cas de la caspase-3, la constante d’association a été déterminée par la méthode

de courbes décrite par Zhou et al. (1997).
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Le principe est que la solution de la protéinase est ajoutée a la solution du substrat
approprié. Ce mélange permet le calcul de v, (vitesse d’hydrolyse du substrat en ’absence
d’inhibiteur). Quand une vitesse constante est obtenue, 1’inhibiteur est ajoutée au mélange et
I’incidence sur la vitesse de la réaction est mesurée (kops) jusqu’a ce que la vitesse v; (vitesse

d’hydrolyse du substrat en présence d’inhibiteur) soit établie.

En pratique, une solution & 2 ou 5 nM de caspase-3 (dans un volume de 30 pl) a été
incubée en présence de 50 pl de substrat approprié (N-acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-NHMec, a
100 uM) dans un tampon d’incubation 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. La mesure de la fluorescence a été alors faite. Quand une vitesse constante a été
obtenue, une concentration d’inhibiteur (de 1 a 50 nM dans un volume de 20ul) a été ajoutée

au mélange et la fluorescence a été mesurée pendant 20 min au minimum.

Pour chaque concentration d’inhibiteur, la constante de premier ordre Kkops €St

déterminée par I’équation :
In ([P]eeat — [P]t) = C — Konst

Ou [P]i+a¢ est la concentration de produit au temps t + At de la réaction d’association et

[P]: est la concentration de produit au temps t.

La représentation graphique de la concentration en inhibiteur en fonction des

différentes valeurs de Koys obtenues permet d’obtenir une droite dont la pente est Kk’ gps.

La constante de vitesse de deuxiéme ordre (Kass) est alors déterminée par la relation

suivante :

kass = (k’obs/l)(l + S/Km)

Y

11.2.5.2- Réalisation des courbes d’inhibition avec les peptidases a sérine et

cystéine

L’inhibition des différentes enzymes protéolytiques par les inhibiteurs protéiques
specifiques implique une interaction forte entre deux protéines. Dans le cas de I’inhibition des

protéases par des inhibiteurs protéiques, 1’affinité (spécificité¢) de I’inhibiteur pour 1I’enzyme
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est élevée, de 'ordre du nanomolaire, et la concentration de 1’inhibiteur est fortement
diminuée apres la formation du complexe enzyme-inhibiteur. On peut distinguer ainsi trois

types d’inhibition : inhibition réversible, irréversible et inhibition temporaire.

11.3- Analyse proteomique par électrophorese bidimensionnelle (2-DE)

L’électrophorése  bidimensionnelle (2-DE) est une méthode tres résolutive et
reproductible notamment pour de nombreuses études faisant appel a I’extraction et la
solubilisation des protéines (O’Farrell, 1975). La 2D-PAGE repose sur la combinaison de
deux électrophoreses sur gel successives, présentant 1’avantage d’étre des séparations selon
deux parameétres indépendants et d’avoir une haute résolution. Ainsi, selon la premiére
dimension, les protéines sont séparées selon leur point isoélectrique par focalisation
isoélectrique. Selon la seconde dimension, elles sont séparées suivant leur masse par PAGE
au SDS (FIGURE 18).

1% dimension: Isoélectrofocalisation
5 < pH —> 8
C® P ‘@S @
Protéines acides Protéines alcalines
5 pH 8
~100 kDa —
C 4 —
L 4
L 4
C 4
o
=2
o o
vl ®©
~8 kDa
2¢me dimension: SDS-PAGE

FIGURE 18 : principe de I’¢lectrophorese bidimensionnelle

Le pré-requis pour réaliser de bonnes analyses par 2-DE reste une préparation
optimisée des échantillons ainsi que de différentes solutions utiles a la realisation des
électrophoreses. Ceci permet également de séparer une quantité importante en protéines (2 a 5

mg de protéines), favorisant ainsi I’étude de protéines faiblement représentées.
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Les gels de 2-DE permettent de visualiser entre 100 et 3000 spots protéiques selon les
échantillons et les méthodes de révélation employées. La reproductibilité technique de
séparation des protéines par 2-DE est bien maitrisée, facilitant la localisation précise des spots

protéiques.

Une étape essentielle pour réaliser des études différentielles de composition en
protéines est I’analyse des images résultantes de la visualisation des protéines sur les gels de
2-DE. Son but est de quantifier, de maniére relative, le niveau d’expression des protéines.
Pour cela, ’analyse se décompose généralement en quatre étapes : la détection des spots
protéiques, le « matching », la suppression du bruit de fond et la normalisation. Par la suite, le
traitement statistigue des données permet de déterminer quelles sont les protéines
significativement différentiellement exprimées entre deux échantillons. Leur identification par
spectrométrie de masse permet d’interpréter biologiquement les variations d’expression de

protéines observees.

- Premieére dimension

La premiére dimension en 2-DE est la focalisation isoélectrique (IEF, isoelectric
focusing). Dans la premiére dimension, les protéines ont été séparees en fonction de leur point
isoélectrique (pl) dans des bandes de gels & gradient de pH immobilisé ou « IPG strips »
(immobilized pH gradient strips) établi par des ampholytes. Ainsi, sous ’effet d’un champ
électrique constant, les protéines migrent dans un gel d’acrylamide jusqu’au point ou leur
charge est nulle, c'est-a-dire ou le pH du gel correspond a leur pl. Les protéines vont ainsi
arréter leur migration et seront donc séparées selon leur point isoélectrique (FIGURE 18).

La focalisation se fait sur une bandelette en matiére plastique sur laquelle a été coulé
un gel polyacrylamide a 3% a gradient de pH immobilisé. Ce gel se présente sous forme
déshydraté. L’étape de réhydratation se fait par contact direct avec 1’échantillon. La faible
concentration du gel permet I’entrée des protéines pendant la réhydratation et évite de separer
les protéines selon leur poids moléculaire durant I’'IEF. Les IPG strips commerciaux
permettent d’obtenir une meilleure reproductibilité entre IEF. Nous avons optés aux IPG
strips de 0,5 x 7 cm possédant un gradient (gamme) de pH de 4,0 a 7,0.commercialises par
Bio-Rad.

a) Réhydratation
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Un échantillon de 6-9 pg de protéines ont été chargés par bandelette. Les volumes
correspondants sont dilués dans un tampon de réhydratation (urée 7 M, thiourée 2%, CHAPS
2%, DTT 0,2%, ampholytes pH 4-7 2%, 0,0002% bleu de bromophénol, Pefabloc 5 mM).

Les bandelettes ont été placées dans les rigoles de I’IEF-CELL (Bio-Rad) contenant
les échantillons puis ont ét€¢ recouvertes d’huile minérale. Les gels ont ét¢ réhydratés de

maniere passive (20°C, 0 V) pendant une nuit.
b) Focalisation
Le programme de focalisation était le suivant :

* 50V (— constante) pendant 2 h ;
* 100 V (—) jusqu’a atteindre 200 V.h ;
= 500V (—)pendant1h;
= 1000 V (1 rapide) pendant 2 h ;
= 10000V (1) pendant 6 h ;
= etenfin 10 000 V (—) jusqu’a atteindre 40 000 V.h.

A la fin de cette étape, les bandelettes ont été stockées a - 20°C jusqu’a leur prochaine

utilisation pour la deuxiéme dimension.

- Deuxiéme dimension

Suite a I’'IEF, il est possible de séparer les différentes protéines selon une seconde

dimension par électrophorese bidimensionnelle sur gel de polyacrylamide (2D-PAGE).

b) Equilibration
Les bandelettes ont été équilibrées dans deux tampons d’équilibration (Giometti et al.,

2003) successifs :

v' Tampon 1 : urée 6 M, SDS 2%, glycérol 30%, Tris 50 mM, pH 8.8, DTT 1%.

Incubation pendant 15 minutes sous agitation ;
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v Tampon 2 : urée 6 M, SDS 2%, glycérol 30%, Tris 50 mM, pH 8.8, iodoacétamide
2,5% et une pincée ou quelques grains de bleu de bromophénol. Incubation pendant

20 minutes sous agitation.

Cette phase permet de conférer une charge globale négative aux protéines grace au
SDS afin de les séparer uniquement selon leur poids moléculaire lors de la deuxiéme
dimension. Elle permet également de rompre les ponts disulfures grace au DTT et d’empécher
leur conformation en alkylant les résidus soufrés par I’iodoacétamide pour aider le transfert

des protéines d’un gel a I’autre.

c) SDS/PAGE
Aprés équilibration, les bandelettes ont été déposees au dessus du gel de deuxieme
dimension (gel a 12%, rapport acrylamide/bisacrylamide : 37,5 :1). Deux bandelettes ont été
déposées par gel, une a chaque extrémité. Une solution d’agarose a 0,5 % a été déposée pour
assurer le contact entre les deux gels et immobiliser la bandelette. Les gels ont été placés dans
la cuve d’électrophorése Multi Gels Electrophoresis Units (Bio-Rad). La migration a été

réalisée par la suite en deux étapes :

v" Une premiére étape de migration s’est déroulée pendant 1 heure sous 40 V a ampérage

constant de 15 mA/gel ;

v" Puis une deuxiéme étape d’environ 17 heures a 110 V et 15 mA/gel permetant la

séparation des protéines.

d) Coloration au nitrate d’argent
Pour mieux détecter ’ensemble des spots protéiques présents dans le gel de 2DE, il est
recommandé de le colorer au nitrate d’argent. Pour cela, le protocole de Yan et al. (2000) déja
cité dans le chapitre I a été utilisé. Apres trois lavages successifs de 5 min dans de I’eau milli-
Q, les gels ont été finalement scannés pour I’analyse comparative par analyse d’image

(logiciel PDQuest de Bio-Rad).
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I1.4- Identification par spectrométrie de masse

A la suite de I’analyse des gels mono ou bidimentionnels, les spots ou les bandes

d’intérét ont été identifiés.

La protéine a identifier a subit tout d’abord un traitement a la trypsine (FIGURES 19 et
20). Cette endoprotéase hydrolyse les liaisons peptidiques en C-terminal des acides aminés
basiques (Lysine, Arginine). Les différents peptides obtenus sont par la suite cristallises sur
une surface métallique sous I’action d’une matrice (le plus souvent de I’acide a-cyano-4-
hydroxycinnamique). Sous ’effet d’un laser pulsé dans 1’UV, la matrice est ionisée entrainant
avec elle les peptides. Les peptides ionisés parcourent ensuite un tube sous vide jusqu'a un
détecteur qui détermine le temps de vol entre la plaque et le détecteur. Ce temps de vol étant
proportionnel au rapport masse/charge (m/z), une empreinte massique de I’ensemble des
peptides ionisés, spécifique de la protéine inconnue, est crééé. Il faut alors comparer cette
empreinte peptidique massique aux empreintes théoriques des protéines identifiéees,

regroupeées dans différentes bases de données.

La désorption-ionisation laser assistée par matrice (en anglais : Matrix Assisted Laser
Desorption lonisation ou MALDI) est la méthode d’ionisation des peptides et des protéines en
association avec un appareil a temps de vol (en anglais: Time of Flight ou ToF).
L’¢échantillon est cristallisé dans la matrice puis ionisé sous ’effet d’un laser. Les ions libérés
par paquets sont par la suite analysés en déterminant le rapport masse/charge.
L’enchainement des acides aminés d’un peptide peut étre également obtenu par études de
spectrométrie de la masse en tandem (MS/MS). Le protocole détaillé ci-dessous est fourni et

utilisé par la Plateforme d’Exploration du Métabolisme de I’INRA de Clermont — Theix.

11.4.1- Empreinte peptidique massique (EPM) par MALDI-TOF

Les spots ou les bandes protéiques a identifier sont prélevées sur un gel
d’¢lectrophorese coloré au bleu de Coomassie ou au nitrate d’argent. Ils sont décolorés et
déshydratés. La protéine est ensuite hydrolysée en peptides par la trypsine. Le mélange
peptidique obtenu est déposé sur une cible en présence de matrice puis il est analysé par
MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization) — TOF (Time of Flight). C’est une

technique d’ionisation dite douce puisque elle génere des ions moléculaires relativement
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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 réalisé un vide poussé (10™
millibare). Cette méthode permet d’analyser une large gamme de masse (0,5 a 300 kDa),
I’acquisition des données est rapide (FIGURES 19 et 20).
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FIGURE 19 : Principe de la spectrométrie de masse
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FIGURE 20 : Spectrométrie de masse MALDI-ToF (Shishkin et al, 2014)

A- Préparation des bandes

A.1- Prélevement des bandes ou spots : les bandes ou spots d'intérét sont
soigneusement (environnement sans poussiéres ni empreintes de doigts) excises.
Avant de les exciser du gel d’acrylamide, il est nécessaire de bien rincer le gel a I’eau
distillée. Les bandes ou spots ont été excisés a 1’aide d’un scalpel stérile (faire
I’excision le plus pres du spot pour éviter le bruit de fond). Les échantillons ont été
ensuite placés dans des tubes eppendorf de 0,5 ml. A noter que les excisions ont été
réalisées a partir de gels colorés au bleu de Coomassie et au nitrate d’argent, seules les

techniques de décoloration different.

A.2- Décoloration des bandes : deux types de bandes ont été décolorées a

savoir les :

bandes colorées au bleu de Coomassie R-250 : ajouter 100 pl de tampon de
bicarbonate d’ammonium 25 mM, acétonitrile 5% dans chaque tube eppendorf et

laisser incuber pendant 30 min. Aprés cela, le tampon a été éliminé pour le remplacer
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avec le méme tampon a 50 % d’acétonitrile et incuber 30 min. Cette étape peut étre

réalisée encore une deuxiéme fois jusqu’a décoloration totale.

v bandes colorées au nitrate d’argent : le nitrate d’argent a été décoloré par une solution
de Potassium Ferricyanid 30 mM, sodium thiosulfate pentahydrate 100 mM. Ce
mélange (2 ml) a été préparé au dernier moment vu son instabilité a la lumiére. Puis
200 pl de cette solution ont été ajoutés par tube et laisser a incuber pendant 1 a 2 min,
jusqu’a disparition de la coloration a 1’argent. La solution a été éliminée, puis deux
bains successifs avec 150 ul d’eau pure ont été réalisés pendant 15 min pour stopper la
réaction. La décoloration a été continuée en utilisant le protocole de la décoloration au

bleu de coomassie tel qu’il est afin de compléter la décoloration a I’argent.

A.3- Déshydratation : les bandes ont été ensuite déshydratées dans 200 pul
d’acétonitrile 100% pendant 10 min d’incubation. Le surnageant d’acétonitrile a été
ensuite éliminé et les bandes ont été passées au Speed Vac de chez Jouan RC 10.22
pour éliminer le reste d’acétonitrile et compléter le séchage des bandes. Ces derniéres
sont généralement stoppées a ce stade en les stockant a — 20°C avant de les passer a la

spectrométrie de masse.
B- Préparation des protéines pour I’analyse

B.1- Hydrolyse trypsique de la protéine : la protéine est hydrolysée en peptides avec
150 ng d’enzyme. La rehydratation a été effectuée dans 15 pl de bicarbonate d’ammonium
50 mM contenant 10 ng/ul de trypsine Promega (Sequencing Grade Modified Trypsin) et

suivie d’une incubation de 5 heures dans une étuve Memmert U26 & 37°C.

B.2- Extraction des peptides: les peptides ont été extraits du gel par 8 pl
d’acétonitrile 100%, puis agiter au vortex, avant de les passer au bain d’ultrasons pendant

2 min et enfin une incubation de 15 min a été effectuée a 37°C.

B.3- Préparation de la matrice et du calibrant : une solution de matrice en acide
alpha cyano-4-hydroxycinnamique (CHCA) a été préparée a raison de 5 mg/ml dans un
mélange (acétonitrile : eau : acide trifluoroacétique ; 50 : 50 : 0,1). Cette préparation est agitée
a I’aide d’un vortex puis centrifugée pendant 2 min a 3000g pour éliminer les agrégats non
dissous. La matrice est alors préte a étre utilisée. Le calibrant ProtéeoMix4 (LaserBiolabs) a été
préparée a raison de 5 ul gsp 50 pl de matrice CHCA.
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B.4- Dépobts sur la cible du MALDI-TOF : Nettoyer (sans frotter) la surface de la
plaque a 1’eau puis au savon et la rincer a I’eau MilliQ. Déposer sur la cible MALDI 1 pl
d’échantillon préalablement vortexé puis 1 pl de matrice. Laisser sécher le dépot pour que le
mélange peptidique se cristallise dans la matrice. Puis déposer 0,4 ul de calibrant a proximité
de chaque échantillon, et enfin la plaque est préte a étre introduite dans le MALDI-TOF Ou
s’effectue I’irradiation a 337 nm de la matrice co-cristallisée avec le mélange peptidique, en
les envoyant au TOF. Ce dernier permet d’analyser les ions produits dans la source MALDI.
L’énergie emmagasinée désorbe ’analyte sous forme de plasma dans lequel s’effectue le
transfert de protons des molécules de la matrice vers celles de 1’analyte, engendrant leur
ionisation. Ensuite, I’analyseur temps de vol (ToF) permet d’analyser les ions produits dans la
source MALDI en se basant sur le principe que les ions de masses différentes ayant une
énergie cinétique constante (*2 mv2) auront une vitesse inversement proportionnelle a leur

rapport masse sur charge (m/Z).

En pratique, Plusieurs tirs ont été effectués sur la cible a différents endroits du dépot
analyte/matrice. Les tirs ont été visualisés grace a une caméra. Nous obtenons un spectre des
ions détectés qui évolue a chaque impulsion laser. Le spectre de masse correspond a
I’accumulation de 1’ensemble des tirs, ce qui permet d’amplifier les signaux obtenus. Une
calibration externe est faite en bordure du dépdt avec un calibrant composé d’un mélange de
peptides. Puis nous réalisons une calibration interne avec 3 pics remarquables correspondant a
des peptides d’autolyse de la trypsine présents dans le spectre de masse de 1’analyte. Il s’agit

des pics de m/Z = 842,509 ; 1045,564 et 2211,104 avec la trypsine Promega utilisée.

C.- Identification des protéines

L’identification s’est faite par interrogation des bases de données protéiques (ex :
ProFound, MS-FIT) a partir des masses des peptides obtenus et sélectionnés et des critéres a
renseigner : la banque de donnée a interroger, la famille, le genre, I’espéce a partir desquels la
protéine a été isolée, toutefois la recherche sans renseigner ce critére est plus objective,
I’enzyme de digestion, les modifications liées aux traitements de la protéine, la tolérance vis-

a-vis des masses des peptides mesurées par rapport aux masses théoriques.

Ces moteurs de recherche comparent le spectre de masse aux spectres de masse
virtuels des protéines dont le géne est caractérisé et qui sont rassemblées dans des banques de
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données spécialisées, dans notre cas la base de données utilisée était 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.

11.4.2- EPM par spectrométrie de masse MS/MS

Bien que I’empreinte peptidique massique (EPM) obtenue par spectrométriec MS
MALDI-TOF soit trés performante pour I’identification des protéines, elle a certaines limites
notamment dans la caractérisation précise des protéines. En effet, I’information donnée dans
la technique EPM est simplement une information de masse de 1’ion détecté. L’identification
est alors possible que si nous détectons suffisamment de peptides différents d’une méme
protéine. Si ce nombre de peptide est trop faible ou si la protéine n’est pas dans les banques, il

va étre difficile par cette technique d’identifier et a fortiori de caractériser la protéine.

C’est pourquoi il est nécessaire d’utiliser un autre appareil de masse que le MALDI-
TOF. Cet appareil de masse permet d’obtenir une double empreinte dite MS/MS des peptides
et ainsi obtenir 1’identification par la séquence d’une protéine qui n’est pas nécessairement
présente dans les banques (identification par homologie). Plusieurs appareils avec des
technologies différentes (sources, analyseurs) sont présents sur les plateaux d’analyse
protéomique. Sur le centre de Theix, le spectrométre de masse MS/MS est un ESI-IT. Cet
appareil possede donc une source €lectrospray qui permet I’ionisation (ESI) et le passage a
I’état gazeux des ions dans I’analyseur qui est ici un piege a ions (IT). De plus, pour
augmenter le pouvoir d’analyse de cette méthode de masse MS/MS, I’appareil a été couplé a
une chaine chromatographique liquide (LC PACKING) qui permet une séparation des
peptides dans un flux constant (200 nl/min) d’un gradient d’acétonitrile. Ainsi, en sortie de
colonne, les peptides élués vont rentrer dans 1’analyseur du spectrometre de masse (IT), via la
source ¢€lectrospray (ESI), sous forme d’ions gazeux. Un premier spectre de masse (MS) sera
alors généré sur la base de la stabilité des ions peptides dans la trappe a ions qui est remplie de
gaz hélium. Puis chaque pic de masse détecte dans cette premiere étape est isolé par des
champs ¢€lectriques variables, puis fragmenté par des collisions avec les atomes d’hélium. Les

liaisons peptidiques sont rompues dans cette étape. Les ions fils formés issus de la
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fragmentation de 1’ion parent détecté dans 1’étape MS sont trés spécifiques et ont été

caractérises de la maniéere suivante par Roepstorff et Fohlman (1984).
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Pour résumer, nous pourrons observer des fragments amino-terminaux obtenus en
cassant une liaison peptidique et en conservant la charge du cété amino-terminal. Ces ions
sont appelés a, b ou c. Les fragments carboxy-terminaux sont complémentaires de fragments
amino-terminaux mais la charge est localisée du coté carboxy-terminal. Ces ions sont appelés
X, y et z. Néanmoins, pour les recherches dans les banques de données, seule 1’information sur
les ions principaux complémentaires b et y a été utilisée. Les différents moteurs de recherche
protéomique (MASCOT, par exemple) vont utiliser des algorithmes mathématiques
permettant la comparaison des empreintes observées et théoriques (présentes dans les
banques) et ainsi donner un score reflétant le degré d’identité des spectres. Outre
I’identification, I’analyse par MS/MS permet de caractériser les protéines pour avoir acces
aux modifications post-traductionnelles, aux mutations ou aux modifications chimiques

d’acides aminés.

Les analyses MS/MS ont été réalisées avec un spectrométre de masse LCQ lon Trap
(Thermo Electron, Coutabeeuf, France) équipé d’une source nanospray. Les peptides élués de
la colonne C18 (Pep Map, LC PACKING) ont été ionisés en appliquant une tension de 2 kV
en jonction liquide sur une aiguille non métallisée (New Objective, Cambridge, MA, USA).
Les peptides ont été alors analyses par la méthode « data dépendent triple-play ». Cette
méthode consiste a faire trois analyses a la suite. La premiére est une analyse « full scan »
pour détecter 1’ion parent le plus intense, la deuxiéme est de faire un « zoom scan » sur 1’ion
parent sélectionné et ainsi connaitre son état de charge, enfin la derniére est d’isoler cet ion
pour le fragmenter avec une énergie de collision de 30 %. Le spectre MS/MS ainsi obtenu est

utilisé par MASCOT pour identifier et caractériser le peptide.
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PARTIE | : UBIQUITE DU PHENOMENE D’APOPTOSE CHEZ DIFFERENTES
ESPECES BOUCHERES

PREAMBULE

Si nous considérons que la premiére phase intervenant lors de I’attendrissage de la
viande est I’apoptose, et elle est impliquée dés les premicres heures suivant 1’abattage, nous
réalisons que les peptidases les mieux placées pour altérer la structure contractile seront bien
les caspases, puisqu’il s’agit de leur fonction primaire (Ouali et al., 2006). Différentes
constatations viennent appuyer aujourd’hui la théorie de sa mise en place dans le muscle post
mortem, en particulier celle de la dégradation caspasique de certains composants clés du

cytosquelette, notamment les filaments d’actine (Taylor et al., 2008).

Plusieurs études ont indiqué que ’actine est clivée pendant le phénomene d’apoptose
(Asumendi et al., 2000 ; Bursch et al., 2000). Par ailleurs, la dégradation de celle-ci a été mise
en évidence pour la premiére fois dans le muscle Longissimus dorsi du rat par Becila et al.,
(2010). Les fragments d’actine générés ont été proposés comme des marqueurs potentiels
d’apoptose (Yang et al., 1998).

Nous avons mis en évidence la dégradation de 1’actine dans le muscle post-mortem (au
stade de la maturation) chez différentes especes a savoir : poulet de chaire, caprine, bovine,
ovine, cameline et poisson. Nous avons focalisé notre attention sur les différents fragments
générés apres protéolyse en utilisant I’immunoblotting ou la technique du western blot apres
une électrophorése en conditions dénaturantes permettant de révéler par un anticorps spécifique

uniquement les fragments d’intérét issus du clivage.

Les résultats des deux études effectuées dans cette partie ont fait I’objet :

1- D’une communication affiché lors du 6°™ colloque « protéolyse cellulaire » de la Société
frangaise de biochimie et de biologie moléculaire (SFBBM) qui s’est déroulé 1 du 28 au 30
novembre 2012 & Clermont-ferrand-France sous le titre : « APOPTOSE : processus précoce

apres la mort » ;

2- D’une publication qui s’intitule : Highlighting the Degradation of Actin in Longissimus dorsi
Muscle of Different Species: Bovine, Ovine, Caprine, Poultry and Freshwater Fish. publiée
en 2015 dans le « British Biotechnology Journal ». Cette publie a été réalisé avec des étudiants
ingénieurs que nous avons encadré pour la réalisation de leur mémoire de fin d’étude. 1l s’agit

de M. Hasina Rasolofoharitseheno et M. Wisdom Michael Mompi.
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En'rr'oducﬁon |

Il a été récemment suggéré que la mort cellulaire serait la premiere étape de la N
conversion du muscle en viande. Or, la mort dans un tissu vivant peut se produire par
nécrose ou apoptose. Puisque la nécrose n’a jamais été rapportée dans le muscle post
mortem, le déclenchement de la mort cellulaire par apoptose est l'issue la plus
probable. L'apoptose est caractérisée par l'activation d'une famille de protéases a

L cystéine, les caspases (pour cysteine aspartyl protease). Les caspases vont alors initier
la dégradation des structures cellulaires )
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toutes les espéces animales. Qu’en est-il pour variation du rapport enzyme/inhibiteur entre especes, reflétant I'efficacité des

A L systemes protéolytiques.
les organes prélevés en vue de
transplantation chez ’homme ? )

6 ¢me colloque protéolyse cellulaire de la SFBBM Clermont-ferrand
du 28 au 30 novembre 2012 92




British Biotechnology Journal { ‘

7(4): 169-176, 2015, Article no.BBJ.2015.057 %b
ISSN: 2231-2927

\

SCIENCEDOMAIN

SCIENCEDOMAIN international

[ ERVRERE 9 ) y
www.sciencedomain.org

Highlighting the Degradation of Actin in
Longissimus dorsi Muscle of Different Species:
Bovine, Ovine, Caprine, Poultry and Freshwater Fish

Hasina Rasolofoharitseheno™?’, Wisdom Michael Mompi'?, Yasmine Boudida’
and Mohammed Gagaoua'

"National Institute of Nutrition and Food Processing Technology (INATAA), Mentouri University,
Constantine, Algeria.

2Depan‘ment of Agribusiness, Sebelas Maret University, Surakarta, Indonesia.

3Faculty of Engineering and Health Management, University of Lille 2, Lille, France.

Authors’ contributions

This work was carried out in collaboration between all authors. Author HR designed and wrote the
manuscript. Author WMM carried out the manuscript proofreading. Authors HR and WMM conducted
the laboratory experiments. Authors YB and MG supervised the research. All authors read and
approved the final manuscript.

Article Information

DOI: 10.9734/BBJ/2015/17054

Editor(s):

(1) Qiang Ge, University of Texas Southwestern Medical Center at Dallas, Dallas, Texas, USA.

Reviewers:

(1) Stefan Georgiev Dragoev, Department of Meat and Fish Technology, University of Food Technologies — Plovdiv, Bulgaria.
(2) Anonymous, Brazil.

(3) Anonymous, Poland.

(4) Anonymous, Mexico.

(5) Anonymous, Turkey.

Complete Peer review History: http://www.sciencedomain.org/review-history.php?iid=1044&id=11&aid=9021

Received 24" February 2015

Original Research Article Accepted 6':'hApriI 2015
Published 6™ May 2015

ABSTRACT

This research is aimed at highlighting the degradation of actin in the Longissimus dorsi muscle of
five species, namely, bovine, ovine, caprine, poultry, and freshwater fish. To reveal the degradation
of actin, by Western blotting, the myofibrillar proteins of the five studied species were first
separated by using sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and
colored with coomassie brilliant blue G-250. The colored polyacrylamide gel showed a similarity of
the bands’ electrophoretic profile in bovine, ovine, and caprine. However, the bands observed in
poultry and freshwater fish are specific for each species. The Western blotting revealed the
presence of actin fragment of 32 kDa in bovine, ovine, and freshwater fish. A fragment of 28 kDa

*Corresponding author: Email: solofohasina@yahoo.fr;
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was found in the five studied species. However, a fragment of 19 kDa was obtained only in caprine.
Two fragments of light molecular weights, 15 and 12 kDa, were found in four species such as
bovine, ovine, caprine, and poultry. The fragments of 12 and 28 kDa were revealed for the first time
by this research, where no previous study has announced their existence.

Keywords: Actin degradation; apoptosis; caspases; meat tenderness; longissimus dorsi muscle.

1. INTRODUCTION

Whatever food product is introduced onto the
market, its quality is considered as the most
important criterion for consumers. For meat, the
organoleptic quality most sought after by
consumers is tenderness. Meat tenderness is the
result of physicochemical changes, mainly due to
enzymatic intervention after slaughter [1].
Enzymatic modifications are caused by
endogenous proteolytic systems that degrade
particularly the myofibrillar structure [2].

The most studied proteolytic systems in the
process of meat tenderization are calpains and
cathepsins [3]. However, it has been suggested
by some researchers that this tenderization is a
multienzyme system where other proteases such
as proteasome and caspases may also
contribute [1]. The family of cysteine protease,
particularly caspases are primordially associated
with the programmed cell death known as
apoptosis [4].

If we consider that the first process that occurs
during meat tenderization is apoptosis and that it
is involved in the early hours of slaughter, we
realize that the best placed peptidases to alter
the contractile structure are caspases, because it
is their primary function. Apoptosis is therefore a
precocious process that is involved in meat
tenderness [1].

Some researchers such as [2,4,5] focused their
attention on understanding the mechanisms
involved in the morphological changes due to cell
death caused by apoptosis and numerous
findings have supported the theory of apoptosis
involvement in meat degradation caused by
caspases of some cytoskeleton key components,
particularly actin filaments. The degradation of
actin due to caspases has been proved for the
first time in the Longissimus dorsi muscle of rats

by [4].

The actin fragments generated in meat
tenderization are seen as potential markers of
apoptosis. In this context, it fits the purpose of
this study where the apoptosis process in

Longissimus dorsi muscle of five species such as
bovine (Bos taurus indicus), ovine (Ovis aries),
caprine (Capra aegagrus hircus), poultry (Gallus
gallus domesticus), and freshwater fish
(Hypophthalmichthys molitrix) through the study
of one biochemical marker, actin degradation,
during the muscles' maturation was highlighted.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Research Location

The research was carried out at the pedagogic
meat laboratory of INATAA (Institut De Nutrition,
Alimentation et Technologies Agroalimentaires),
Constantine-Algeria in collaboration with INRA
(Institut National de Recherche Agronomique),
Clermont Ferrand-France, which provided the
anti-actin antibodies.

2.2 Biological Materials

The longissimus dorsi muscles of the five studied
species used in this research were in the aging
process, 48 h postmortem for the bovine, ovine
and caprine, 24 h postmortem for the poultry and
9 h postmortem for the freshwater fish. The
muscles were taken from males and were
immediately kept cold at 4°C after slaughter. The
animals’ ages are 28 months, 24 months, 9
months, 2.5 months for the bovine, caprine,
ovine and poultry, respectively.

2.3 Extraction of Myofibrillar Proteins

The protocol used for the extraction of the
myofibrillar proteins (MFPs) was that of [6], 1997.
Although, the centrifugation speed used was 3
800 instead of 10 000 rpm, due to the centrifuge
available in the laboratory. The pellet of
myofibrilars was obtained from 1 g of muscle
grinded in the extraction solution, homogenized
for 15 seconds in polytron and filtered in order to
eliminate the insoluble fractions. The filtrate was
incubated at 4°C for 30 minutes with moderate
and constant agitations to ensure a better
solubilization of the MFPs. The MFPs separation
was carried out by centrifuging the extract at 3
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800 rpm for 15 minutes at 20°C. The pellet was
then washed two times in wash buffer to remove
the sarcoplasmic proteins and membranes.

2.4 Myofibrillar Proteins Separation in
Polyacrylamide Gel under
Denaturing Conditions

The separation of the MFPs on polyacrylamide
gel in the presence of sodium dodecyl sulfate
(SDS) is a common method used to separate
peptide chains based on their molecular weights
and is commonly known as SDS-PAGE or
Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis [7]. To separate the MFPs, they
must be first denatured in presence of SDS so
that their migration depends only upon the
molecular weights [8]. The denaturation solution
contains mainly DTT
(dichlorodiphenyltrichloroethane), which is a
reducing agent of disulphide groups such as -SH
and S-S. The SDS is used to give the same
negative charge to all proteins [9]. It also
contains glycerol that increases the solution
density and avoids the possibility of
contaminations.

During the denaturation, the pellet of MFPs with
the denaturation solution was heated for 5
minutes. Firstly, to remove the bacterial
proteolysis and the action of proteases and
secondly, to facilitate the rupture of the - SH
liaison. It also allowed the complete denaturation
caused by SDS and changed the proteins
structure into linear [10]. The denatured MFPs
were preserved at - 20°C until they were used.

The electrophoresis was conducted based on the
protocol of [11], 1970. To follow the migration
front, the reference proteins previously colored
with blue bromphemol in varying concentrations
were deposited in the first well of the gel. The
rest of the wells were filled with 5 to 20 pl of
bovine (Bv), caprine (Ca), ovine (Ov), poultry
(P1), and freshwater fish (Fwf) myofibrillar
proteins.

The migration of the MFPs was effectuated first
at 80 volts for about 20 minutes in order to
facilitate their accumulation, then at 120 volts for
2 hours in order to carry out their separation
based on the molecular weights. Therefore, the
proteins with light molecular weight migrated
further, however those with high molecular
weight traveled only a short distance [12].

The polyacrylamide gel was colored by
coomassie brilliant blue G-250, which can reveal

significant amounts of proteins [13]. It was fixed
by using fixing solution containing 30% of ethanol
and 5% of acetic acid, then colored in a solution
containing 10% of acetic acid, 40% of ethanol,
and 2.9 mmol of coomassie brilliant blue G-250.
Finally, the gel was discolored with the fixing
solution in order to highlight the colored protein
bands.

To determine the molecular weight (MW) of the
different bands, the ratio Rf, mobility of different
proteins, was calculated through the gel’s
reference proteins calibration curves by using
Microsoft Excel 2010 software. The reference
proteins with their known molecular weight and
their calculated Rf permitted to draw the gel
calibration curve that gives the following equation

type:
Log MW = f (Rf)
Where:

Rf=r/R
r : proteins mobility
R : total length of the gel

2.5 Revelation of Actin Degradation by
Western Blotting

The Western blotting or immunoblot is used to
detect the presence of the target protein by using
an antibody directed at this protein [10]. This
technique first of all utilizes electrophoresis to
separate the proteins based on their molecular
weights [10]. Next, the separated proteins are
transferred into polyvinylidene fluoride
membrane. The polyvinylidene fluoride
membrane is then subjected to a succession of
incubations: Firstly, with the primary antibody
that is specific to the target protein (actin)
secondly, with the secondary antibody marked
with alkaline phosphatase, which is directed at
the primary antibody and thirdly, with the specific
substrate of the enzyme called alkaline
phosphatase. The method utilizes chemical
substances that emit Iluminescence directly
proportional to the concentration of the present
proteins and which prints a sensitive
photographic film [14].

To follow the transfer of the MFPs on the
polyvinylidene fluoride membrane, a different
range of pre-marked proteins was utilized. The
gel was removed from the mould and placed on
the polyvinylidene fluoride membrane previously
immersed in ethanol solution for 5 minutes, then
washed with distilled water and immersed once
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again in the transfer buffer for 5 minutes and
then placed on the anode.

Two blotting papers (Amersham 80-6205-40) cut
to the size of the gel were soaked in the transfer
buffer, placed on the polyvinylidene fluoride
membrane and under the gel to make a kind of
sandwich (Fig. 1). The transfer was carried out in
transfer tank at 10 volts for 30 minutes.

Once the transfer was realized, the
polyvinylidene fluoride membrane was removed
and placed in the saturation buffer during the
whole night under constant agitations at ambient
temperature. The next day, a series of operations
such as follows were done. The membrane was
washed for 5 minutes with 20 ml of washing and
dilution buffer, incubated with 40 pl of primary
antibody (A2668-Anti-Actin antibody produced in
rabbit) and diluted in 20 ml of washing and
dilution buffer (dilution 1/500) for 1h 30 mn,
washed five times with 20 ml of washing and
dilution buffer, incubated with 10 pl of secondary
antibody conjugated with alkaline phosphatase,
diluted in 20 ml of washing and dilution buffer
(1/2 000) for 1 h 30 mn away from light, washed
four times with 20 ml of washing and dilution
buffer for 5 minutes, washed two times with 20
ml of washing buffer for two minutes, drained and
placed under 1.5 ml of lumiphos reagent for 5
minutes, and then drained once again and
placed between two transparent plastic papers.

The degradation of actin was revealed in
darkroom and by exposing the membrane that
emits light to autoradiography film for 45 minutes.
The autoradiography film was immerged in a
plastic tube containing a picture developer
solution for 10 to 15 sec and rinsed first, by water
for 15 sec, by fixer solution for 30 sec, and finally
by water once again for 10 sec. If the actin bands
appear on the autoradiography film are not clear,
the experiment is repeated and the exposure
time is increased.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Estimation of the Myofibrillar
Proteins Molecular Weight Separated
by SDS-PAGE

3.1.1 Determination of the gel’s reference
proteins calibration curve

The gel calibration curve was determined from
the decimal logarithm of the reference proteins'

molecular weights, based on their mobility on the
gel. The curve is illustrated in the Fig. 2.

Therefore, the molecular weight of each band
appearing on the gel was calculated based on
the curve equation: Log MW = -1.0436x + 1. 991
Note: x = r/R

Where:

r: Proteins mobility
R : Total length of the gel

3.1.2 Identification of the different species
proteins

After calculating the molecular weight of each
band appearing on the gel, their identification can
be done by referring to the literature. The
electrophoretic profile of the myofibrillar proteins
of each species is shown in the Fig. 3. For a
better reading of the images on the gel, its bands
were separated into three zones, namely, zone I,
Il and Illl. As the aim of the research is to
highlight the degradation of actin, the zones did
not include bands that have MW greater than 42
kDa.

The Fig. 3 shows that the band representing
actin is more intense compared to others. This
means that the concentrations of actin in the
muscles of the five studied species are
important. The differences in the bands observed
between the species are indicated in the Figure
by using circles of different colors. The zone |
corresponds to proteins that have MW between
25 and 42 kDa. Four bands are observed in
species such as bovine, caprine, and ovine and
three bands for poultry and freshwater fish. The
two bands of 37 and 40 kDa are present in
bovine, ovine, poultry, and freshwater fish
(surrounded by purple circle). According to [15],
the molecular weight of 37 kDa corresponds to
the Troponin T. A protein band of 30 kDa
(surrounded by blue circle) is observed only in
bovine. According to [16], this band comes
probably from the degradation of the Troponin T.
This fragment has been considered by many
researchers as a marker of beef aging. The two
bands of 31 and 36 kDa (surrounded by white
and red circles, respectively) are present only in
caprine. According to [4], the band of 36 kDa is
probably the troponin T. However that of 31 kDa
may come from the degradation of actin [17].
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Fig. 3. MFPs’ bands colored with coomassie brilliant blue G-250

97



Rasolofoharitseheno et al.; BBJ, 7(4): 169-176, 2015; Article no.BBJ.2015.057

The zone |l corresponds to proteins having
molecular weight between 18 and 25 kDa. Four
bands are observed in bovine, caprine and
freshwater fish and only three in ovine and
poultry. The two bands of 21 and 24 kDa
(surrounded by red circle) are present only in
bovine and ovine. The band of 24 kDa probably
corresponds to the chain of myosin [18]. Two
bands of 18 and 22 kDa (surrounded by green
circle) are present in caprine and poultry.
According to [19], the band of 22 kDa is probably
the Troponin I. A band of 19 kDa (surrounded by
white circle) is also observed in ovine and
poultry. According to the same author, this band
corresponds to the light chains of myosin.

The zone Ill corresponds to proteins having light
molecular weights, which are smaller than 18
kDa. Two bands are observed in bovine, caprine,
ovine, and poultry and only one in freshwater
fish. The two bands of 16 and 18 kDa
(surrounded by black circle) are present in
bovine and caprine, however the band of 14.5
kDa (surrounded by yellow circle) is present in
ovine, poultry and fresh water fish. For the ovine,
a band of light molecular weight, 12.6 kDa, has
also been highlighted.

3.2 Revelation of Actin Degradation in
the Different Studied Species

3.2.1 Determination of the film’s reference
proteins calibration curve

After its development, the film was first
transposed on the polyvinylidene fluoride
membrane in order to transfer the reference
proteins. Once the positions of the reference
proteins on the film are known, the calibration
curve was drawn. The molecular weights of the

Log of MW

actin fragments are therefore calculated based
on the following equation: y = -1.79x+2.020
(Fig. 4).

3.2.2 The fragments of actin revealed by
western blotting

The anti-actin antibody by Western blotting
revealed the presence of several actin fragments
ranging from 12 to 32 kDa (Fig. 5). The fragment
of 32 kDa (surrounded by yellow circle) is
observed in the bovine, ovine, and freshwater
fish. This result confirms the result announced by
[4] in 2010 and is also consistent with the study
conducted by [20], which notes the apparition of
the fragment of 32 kDa in the postmortem
muscles. The film revealed also the existence of
actin degradation fragment, which has a
molecular weight of 28 kDa (surrounded by red
rectangle) in the five studied species, namely,
bovine, ovine, caprine, poultry, and freshwater
fish. No previous study has shown the existence
of this fragment so it is considered as an original
result. A fragment of 19 kDa (surrounded by
purple rectangle) has been revealed only in
caprine. This fragment was already cited by [21]
when they studied the actin fragments of
plasmodium falciparum. Then, two fragments of
12 and 15 kDa (surrounded by blue and white
rectangles, respectively) have been revealed in
four species such as bovine, caprine, ovine, and
poultry. The fragment of 12 kDa is not available
in the literature, therefore it is also considered as
an original result. The fragment of 15 kDa was
already identified by some researchers such as
[17,22] and is considered as a fragment that
comes from the cleavage of actin caused by
caspase 3. However, as the film revealed an
intense band of actin, 42 kDa, only a part of this
protein was degraded.

W] DTN+ T OT08R
B== D565

0.6 0,8 1 kr

Fig. 4. Calibration curve of the film’s reference proteins
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Fig. 5. The fragment of actin revealed by western blotting

4. CONCLUSION

The objective of this research is to highlight the
degradation of actin in Longissimus dorsi muscle
of fives species, namely, bovine, ovine, caprine,
poultry, and freshwater fish. The research
revealed the existence of some actin fragments
such as 32, 28, 19, 15 and 12 kDa. The fragment
of 32 kDa was found in three species such as
bovine, ovine and freshwater fish. The fragment
of 28 kDa was revealed in the five studied
species. However, the fragment of 19 kDa was
obtained only in caprine. The two fragments of
light molecular weights, 15 and 12 kDa, were
found in four species, namely, bovine, ovine,
caprine, and poultry. The fragments of 12 and 28
kDa were revealed for the first time by this
research.

The techniques used for this research made it
possible to attain the objective, which is
highlighting the degradation of actin. However it
is desirable to adopt other proteomic techniques,
which are more effective and provide clearer
characterization of the different bands obtained
from the degradation of actin. It is thus
recommended to separate the myofibrillar
proteins by two-dimensional electrophoresis,
characterize the actin fragment identity by mass
spectrometry, and realize actin degradation
kinetic for each species in order to determine the

postmortem
apparition.

time of the actin degradation
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Résultats et Discussions

PREAMBULE

Nous avons par la suite étudié en cinétique la dégradation de I’actine dans le muscle
Longissimus dorsi chez Cyprinus carpio (carpe commune) qui est un poisson d’eau douce.

Chez cette méme espéce, nous avons aussi étudié deux autres marqueurs d’apoptose qui sont :

1- La mise en évidence de I’externalisation des phosphatidylserines membranaires par

immunohistochimie ;

2- La mise en évidence du relargage mitochondriale du cytochrome ¢ au cours du temps

post mortem par la technigue du western blot.

Ces deux marqueurs ont été étudié par Becila et al.,(2010) au niveau du muscle

longissimus dorsi chez le rat.

Les résultats de notre étude ont été valorisés lors des « 61 International Congress of
Meat Science and Technology, 23-28th August 2015, Clermont-Ferrand, France » en
proceeding sous le titre :

MUSCLE TO MEAT CONVERSION IN COMMON CARP (Cyprinus carpio): NEW
INSIGHTS INVOLVING APOPTOSIS.
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Abstract — Tenderization of fish muscle results in
its deterioration. Different proteolytic systems
exist within the muscular cell. In this decade we
have integrated a new process capable to better
explain the meat tenderization process namely
apoptosis. This process is orchestrated by the
family of cysteine aspartate-specific proteases
named caspases, which are probably the first
proteolytic system to be implicated in postmortem
proteolysis and meat tenderization. Our study
contribute to understanding proteolysis
integrating the apoptosis process in the
biochemistry of fish muscle. We have choosen
three hallmarks of apoptosis: phosphatidylserine
(PS) externalization observed by using a FITC-
annexin V conjugate as a specific probe,
cytochrme c liberation from mithochondria and
actin degradation by western blot using a
polyclonal anti-actin and anticytochrome ¢ (Cyt c)
antibody. Results demonstrate that proteolysis
begin just after fishing and confirmed the
degradation of actin probably by caspase 3 and
release of cytochromec by mitochondria
immediately after death. These results must be
completed in future works to elucidate the
mechanisms of action of these proteolytic systems.
Key Words — fish proteolysis, apoptosis, caspases

L INTRODUCTION

Proteolysis plays a critical role in postmortem
aging of muscle resulting in tenderization, a clear
understanding of the mechanisms responsible
remains elusive. In contrast to mammalian
muscles, for which tenderness is beneficial to meat
quality, tenderization of fish muscle results in its
deterioration and loss of quality [1-2-3-4].

The meat tenderising process is unanimously
recognized to be enzymatic in nature [6]. In fish
muscle, different proteolytic systems exist within
the muscular cell: a multicatalytic complex or
proteasome, a lysosomal system including aspartic
and cysteine acidic cathepsins, the cytosolic

calcium dependent calpains, as well as
cytoplasmic aminopeptidases, alkaline proteases,
and connective tissue hydrolytic enzymes such as
elastase and collagenase [2-5].

Ouali [6] proposed to reconsider the knowledge
accumulated on meat ageing by integrating a
new possible way to explain meat tenderisation
namely program cell death or apoptosis. This
process is orchestrated by a family of cysteine
aspartate-specific proteases called caspases [7].
In postmortem muscle, caspases are probably the
first proteolytic system to be implicated in
postmortem proteolysis and meat tenderization
[6-7]. Some recent studies have proved
apoptosis onset in post mortem skeletal muscle
cells by observing a rapid phosphatidylserine
(PS) externalization, cell shrinkage [8], and a
progressive degradation of actin by caspases [9-
10]. Evidence has shown that the first step of the
conversion of muscle to meat is the triggering of
programmed cell death or apoptosis. However,
there were quite a few studies that correlate the
apoptosis with meat quality, thus being the
actual processes of meat quality development far
to be understood [10]. This study was designed
to improve our understanding on the proteolysis
integrating the apoptosis process in fish muscle
biochemistry. Three different hallmarks of
apoptosis have been selected and monitored
during the first few days after animal bleeding.
These are phosphatidylserine (PS)
externalization, cytochrme ¢ liberation from
mithochondria and actin degradation, a protein
proposed to be a good marker of apoptosis
development.

IL MATERIALS AND METHODS

Animals and muscle sampling. Ten common
carp (Cyprinus carpio L.) ,15-20 cm body long
were captured from Beni Haroune dam and
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used in the present work. Animals were killed by
decapitation, and longissimus dorsi were excised
at 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 10 and 24 h
postmortem. Muscles were maintained on the
carcass. Carcasses were stored on ice at 0 C for
2 days.

pH measurement. Longissimus Muscle
samples (0.5 g) were homogenized in 9 volumes
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.

Postmortem proteolysis, actin degradation
and cytochrome C liberation. Proteolysis, time
course degradation of actin and cytochrome ¢
(cyt c) liberation were investigated using fish
Longissimus muscle from the same animals.
After animal bleeding, muscle was maintained
on the carcass, and samples were collected at
each sampling times (0.25, 0.5, 1, 2,3,4,5, 10
and 24 h postmortem) for pH measurement,
actin proteolysis and cytochrome C liberation.
For extraction of myofibrillar proteins we refer
o [11]. After that, Samples were subjected to
SDS-PAGE (12%) according to Laemmli [12].
Actin degradation and cytochrome c liberation
were therefore followed by western blot using a
polyclonal anti-actin and anticytochrome ¢
antibody, as previously described [13].
Phosphatidylserine (PS) externalization. We
have used a FITC-annexin V conjugate as a
specific probe to bind PS. To attest the
extracellular location of PS, we referred to
laminin, a major 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
[14] and constitute an interesting internal control
to verify that the PS labeling is extracellular and
not intracellular. Phosphatidylserine
externalization was investigated using strips
from longissimus dorsi muscles excised 0 h and
6 h postmortem. (For experimental details see

[8].
[I.  RESULTS AND DISCUSSION

PS externalization Regarding postmortem
samples, as depicted in Fig.1 A-B-AB (Oh

postmortem sample) and Fig.1 C-D-CD (6h).
Immunostaining of fish muscle fibers prepared 0
h (Fig.1 B) or 6h (Fig.1 D) postmortem with a
laminin rabbit polyclonal antibody revealed with
a cyanin 3-conjugated goat anti-rabbit IgG led to
specific fluorescent red Merging images
corresponding to 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 in 0h
(Fig.1 AB) and 6h (Fig.1 CD) 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 6h sample, suggesting an increase
in the number of externalized PS between 0 and

6 h postmortem.
B A AB

0h

6h

Fig.1- Samples from fish longissimus muscle excised 0 h
postmortem. (Oh) and 6 h postmortem (6 h). Samples were
primarily labeled with a FITC annexinV conjugate at 0 h (A) and
6h (C) postmortem. Note the greater fluorescent labeling of the 6h
sample when compared to 0 h.The same samples were then labeled
with a rabbit specific laminin antibody revealed with a cyanine 3-
goat anti-rabbit IgG conjugate at 0 h (B) and 6 h postmortem (D).
Note the lower fluorescent labeling of the 6 h sample when
compared to 0 h probably indicative of the degradation of the
laminin. Merge images from 0-h samples (AB) and 6h samples
(CD).

Proteolysis. Proteolysis of  cytoskeletal
components results in myofilament degradation
[15-16]. In fish, depending on species, this may
include degradation of titin, nebulin, dystrophin
[17-18-19], a-actinin release [20-21], myosin
proteolysis, and tropomyosin delocalization [18].
Most of the changes are common among different
fish species but they may occur at different rates.
Different proteolytic systems are involved for this
proteolysis. We have: a multicatalytic complex or
proteasome, a lysosomal system including aspartic
and cysteine acidic cathepsins, the cytosolic
calcium dependent calpains and, more recently,
caspases. In postmortem muscle, caspases are
probably the first proteolytic system to be
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implicated in postmortem proteolysis and meat
tenderization [6-7]. In our study we have detected
three areas (I, II, III) of proteins degradation
(Fig.2). In addition, by means of western blotting
using a rabbit polyclonal anti-actin antibody we
have confirmed the degradation of actin, probably
by the action of caspase 3 by (Fig.3).
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Fig2. 12% SDS-PAGE of the protein degradation profile of fish
muscle (supernant). There are three areas: I, II and 11l indicating
differents molecular mass values. I: 175- 47 KDa, 1I: 47- 30 KDa,
III: 30- 14 KDa. This profile demonstrate that proteolysis begin
early at Oh post mortem and We got the same protein fragments
with all times post mortem.
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Fig.3: Actin fragments identified in the soluble fraction of fish L.
muscle having molecular mass values around 41, 35, 32 and 30
kDa, respectively

Actin  degradation and liberation of
cytochrome c. Degradation of actin and
liberation of cytc were investigated by SDS—
PAGE at different postmortem sampling times.
In the soluble fraction (supernatant), western
blot carried out with a polyclonal anti-actin
antibody revealed a series of fragments with Mr
ranging between 41 and 30 KDa (Fig.3). The
amount of the 32-kDa actin fragment increased
sharply just after death and reached its
maximum level about 4-5 h postmortem.
Interestingly, this maximum coincides with the
pH plateau observed between 4 and 5h
postmortem. The amount of 32 KDa decreased
thereafter to reach a minimum level about 24 h
postmortem suggesting that this fragment is
further degraded to smaller ones not detectable
by western blotting in the soluble fraction
(Fig.4) As assessed by western blot and
densitometry on the release of cytc into the

cytosol starts immediately after death and reach
its maximum concentration about 10 h
postmortem at a pH value of 6.8 (Fig.4). These
results match with the study of Becila [8].
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Fig.4: Postmortem changes in muscle pH, soluble 32 kDa actin
fragment levels and in the extent of Cytochrome c release in
Longissimus fish muscle maintained on the carcass which was
stored at 0°C for 24 h.

IV. CONCLUSION

Proteolysis and improper storage of whole fish
will cause undesirable changes in the texture of
many fishes. In this report we demonstrate that
proteolysis begin early and just after fishing.
Several enzymatic mechanisms generate
proteolysis and the recent one is provided by
apoptotic caspases. The mastery of their mode of
action just after fishing will help to ensure the
freshness of the fish. Further works are needed
to elucidate the mechanisms of action of these
systems.
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Résultats et Discussions

PARTIE Il : CARACTERISATION DES SERPINES BOVINES ET LEUR ROLE
POTENTIEL DANS LA REGULATION DU PHENOMENE D’APOPTOSE DANS LE
MUSCLE POST MORTEM - Résultats concernant le rdle des serpines bovines dans la

régulation de processus apoptotique

PREAMBULE

Malgré les grands efforts déployés au cours des dernieres décennies pour mieux
comprendre les mécanismes biochimiques qui se déroulent dans le muscle post-mortem, de
nombreuses questions demeurent non résolues. Parmi eux, les processus protéolytiques
responsables de I'hydrolyse des principales protéines structurales est I'un des plus pertinents

par rapport a I’attendrissage post- mortem de la viande.

De facgon inattendue, les recherches menées au début des années 1990 démontrent que le
niveau d'inhibiteur des protéases dans le muscle est un meilleur prédicteur de la tendreté de la
viande que celui de leur enzyme cible (Ouali et Talmant, 1990; Shackelford et al., 1991).
L'activité de ces systéemes protéolytiques est régulée par des inhibiteurs spécifiques. La
calpastatine inhibe spécifiquement les Calpains et est probablement l'inhibiteur de protéase le
plus étudié dans le domaine de la science de la viande. L'activité des cathepsines est régulée par
une famille d'inhibiteurs de la cystéine peptidase connus sous le nom de cystatines, mais ils ont

été beaucoup moins étudiés dans les muscles.

L'efficacité du systeme protéolytique endogéne est principalement déterminée par le
niveau de leurs inhibiteurs spécifiques (Ouali & Talmant, 1990, Shackelford et al., 1991). Ceci
a été confirmé dans des études antérieures par Zamora et al. (1996, 2005) qui ont démontré
qu'apres la saignée des animaux, les taux d'inhibiteurs de serine-protéases est le meilleur
prédicteur de tendrete de la viande parmi une trentaine de variables quantitatives mesurees. Il
est intéressant de noter que la plupart d'entre eux appartiennent a la superfamille des serpines
(inhibiteurs de la sérine-protéase) et certains ont également été de puissants inhibiteurs des
caspases (Herrera-Mendez et al., 2009), un groupe protéolytiqgue de cysteine protéases

considéré comme le principal inducteur d'apoptose (Li et al., 2004 ; Danial et al., 2012)
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En raison de leur rdle majeur dans la régulation post-mortem de la protéolyse, les
serpines ont été étudiés et caractérisés au cours des dernieres decennies (Ouali et al., 2013). Les
inhibiteurs de protéases sont ubiquitaires dans le régne animal mais nos connaissances sont

limitées par rapport a leurs fonctions biologiques dans le muscle squelettique bovin.

Tassy (1998), Tassy et al., (2005) et Herrera-Mendez et al., (2006) ont purifiés trois
serpines a partir du muscle de bovin. Ces serpines ont été identifiées sur la base de leurs

séquences N-terminales et caractérisées. Il s’agit :
— De ’antithrombine III ou serpin C 1(Herrera-Mendez et al., 2006),

— De la serpin A 3 1 bovine ou Bovserpin A 31 et de la la serpin A 3 3 ou
Bovserpin A 3 3 (Tassy, 1998 ; Tassy et al., 2005; Herrera-Mendez et al., 2006).

Notre présent article: Serine Protease Inhibitors as Good Predictors of Meat
Tenderness: Which Are They and What Are Their Functions? Passe en revue les
principaux résultats concernant, la caractérisation des inhibiteurs de serines peptidases dans le
tissu musculaire bovin, de leurs protéases cibles et de leurs fonctions biologiques et leur

implication dans I'attendrissage post-mortem de la viande.
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Since years, serine proteases and their inhibitors were an enigma to meat scientists. They were indeed considered to be
extracellular and to play no role in postmortem muscle proteolysis. In the 1990’s, we observed that protease inhibitors
levels in muscles are a better predictor of meat tenderness than their target enzymes. From a practical point of view, we
therefore choose to look for serine protease inhibitors rather than their target enzymes, i.e. serine proteases and the
purpose of this report was to overview the findings obtained. Fractionation of a muscle crude extract by gel filtration
revealed three major trypsin inhibitory fractions designed as F1 (Mr:50-70 kDa), F2 (Mr:40-60 kDa) and F3 (Mr:
10-15kD) which were analyzed separately. Besides antithrombin 111, an heparin dependent thrombin inhibitor, F1 and F2
comprised a large set of closely related trypsin inhibitors encoded by at least 8 genes bovSERPINA3-1 to A3-8 and able to
inhibit also strongly initiator and effector caspases. They all belong to the serpin superfamily, known to form covalent
complexes with their target enzymes, were located within muscle cells and found in all tissues and fluids examined
irrespective of the animal species. Potential biological functions in living and postmortem muscle were proposed for all of
them. In contrast to F1 and F2 which have been more extensively investigated only preliminary findings were provided for
F3. Taken together, these results tend to ascertain the onset of apoptosis in postmortem muscle. However, the exact
mechanisms driving the cell towards apoptosis and how apoptosis, an energy dependent process, can be completed

postmortem remain still unclear.

Keywords

INTRODUCTION

In the 80’s, the presence of serine proteases within muscle
cells was doubtful and a large set of investigations suggested
that some of them if not all originated from mast cells (For
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review see (Ouali, 1990). The major serine proteases identified
in mast cells that are in charge of the secretion of essential
molecules including heparin, serotonin and else, are known as
chymases and tryptases (Pejler et al., 2007). Later on, several
serine proteases were shown to be synthetized by muscle cells
including plasmin, thrombin, kallikrein and others (reviewed
in (Sentandreu et al., 2002).

It is well documented in the literature that, between the
many quality attributes of meat, tenderness is considered as
the most relevant by consumers. This attribute is going to
strongly influence them in their decision to repurchase that
meat (Jeremiah and Gibson, 2003). In relation to this, we have
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to stress forward that one of the main problems that nowadays
the meat industry has to face is still the large variability of the
final meat tenderness of carcasses and the impossibility to pre-
dict such variability. This situation is directly related to the
complexity and biological diversity of skeletal muscle tissue.
In addition to this, variability comes also from the complex
biochemical reactions that take place during the conversion of
muscle into meat just immediately after animal slaughter.
Even if efforts have been made during the last decades in order
to better understand these mechanisms, still many questions
remain to be answered. What it is clear is that between these
mechanisms, hydrolysis of the main structural proteins con-
forming myofibrils is one of the most relevant. These struc-
tural proteins would include specific myofibrillar and
costamere proteins such as actin, myosin, titin, desmin and
vinculin (Kemp et al., 2010). This protein breakdown is
assumed to be caused by the proteolytic action of different
endogenous muscle enzyme groups during carcass storage, a
period known as meat ageing. However, the relevance that the
different groups of muscle peptidases can have in this process
has been a matter of controversy for a long time. Over the last
three decades, meat scientists have focused their efforts on the
study of two main enzyme systems known as cathepsins, the
first group of proteases to have been identified (De Duve et al.,
1955) and calpains, a calcium dependent cysteine protease
identified in the 1960’s (Guroff, 1964). Unexpectedly, investi-
gations carried out in the beginning of the 1990’s demonstrate
that the proteases inhibitor level in muscle is a better predictor
of meat tenderness than that of their target enzyme (Ouali and
Talmant, 1990; Shackelford et al., 1991). This explains our
major interest in protease inhibitors in the following years
(Ouali et al., 1995). Activity of these proteolytic systems is
indeed finely regulated by specific inhibitors. Calpastatin spe-
cifically inhibits calpains, and is probably the most studied
protease inhibitor in the meat science field. Activity of cathe-
psins is regulated by a family of cysteine peptidase inhibitors
known as cystatins, but they have been much less studied in
muscle.

In the scientific community of meat scientist, it is a general
belief that the calpain-calpastatin system plays a major role in
meat tenderization postmortem. However, the fact that other
proteases also play an important role is gradually gaining
attention. Several groups indeed think that postmortem prote-
olysis of meat proteins is a multienzymatic process involving
a large set of proteases. In this context, knowledge of the spe-
cific biological functions of these proteases in vivo will be a
prerequisite for the improvement of our understanding of the
tenderizing mechanisms and for the search of biological
markers of tenderness as well. To the previously mentioned
proteases, we must add some others that still have not been so
deeply studied in the meat science field. This is the case of the
proteasome and, more recently, the caspases, a particular
group of cystein peptidases responsible for programmed cell
death or apoptosis in cells, a phenomenon that has been proved
to occur in postmortem muscle (Becila et al., 2010). In
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addition to this, as already pointed out, muscle tissue contains
numerous other proteolytic enzyme groups that would have
the potential to degrade a large set of muscle proteins. This is
the case of muscle serine peptidases (Sentandreu et al., 2002).

Although the contribution of serine proteases to meat ten-
derization has never been clearly demonstrated, several studies
identified muscle serine protease inhibitors’ level as one of the
best predictor of meat tenderness as compared to the concen-
tration of calpains 1 and 2, calpastatin and cysteine protease
inhibitors (Zamora et al., 1996; Zamora et al., 2005). The fact
that proteases inhibitor level is a better predictor of meat ten-
derness than their target enzyme explained the aroused interest
to identify them and their target proteases as well (Ouali and
Talmant, 1990; Shackelford et al., 1991).

Based on these different observations and because of the
probable importance of serine proteases in meat tenderization
we decided to screen for serine proteases inhibitors in bovine
muscle, to try to identify and characterize them and to identify
their potential target intracellular proteases. For this purpose
the bovine muscle selected was M. Diaphragma pedialis, a
muscle containing, as all slow twitch muscles including heart,
high amounts of proteases and inhibitors. The present work
reviews all the work carried out by our group during more
than one decade in relation to the characterization of serine
peptidase inhibitors in muscle tissue, their potential target
enzymes, their possible biological functions, and their poten-
tial role in postmortem muscle proteolysis and the develop-
ment of meat tenderness.

MAJOR SERINE PROTEINASE FRACTIONS
IN MUSCLE CRUDE EXTRACT

As previously mentioned, muscle crude extract prepared as
described by (Bige et al., 1985) contained a large set of serine
protease inhibitors exhibiting different Mr ranging from 10 to
85 kDa. For a purpose of clarity, analysis of the fractions
obtained after gel filtration of the ammonium sulfate concen-
trated crude muscle extract on a Sephadex G100 superfine col-
umn (100 cm x 5 cm) were carried out separately. This step
allowed the separation of three fractions called F1, F2 and F3
with Mr of about 85-60, 40-60 and 10-14 kDa respectively
(Fig. 1).

Each of the three fractions, F1, F2 and F3, was analyzed
separately for identification of their composition in serine pro-
tease inhibitors and their identification at the protein and gene
level.

INHIBITORS PURIFIED FROM THE F1 FRACTION

Using different chromatography protocols, two trypsin/
elastase inhibitors and a trypsin/thrombin inhibitor were puri-
fied to homogeneity and characterized (Tassy, 1998; Tassy
et al., 2005; Herrera-Mendez et al., 2006b; Herrera-Mendez

109



SERINE PROTEASE INHIBITORS AND MEAT TENDERNESS

: — A280mm - 100
R
FII FIII
[ L 80 o
2 S
= 60 =
(=]
2 =
o - 40 2
<1 £
r 20
Ry
0 - =M
0 50 100 150 200
Fractions

Figure 1 Elution profile of a muscle crude extract from a Sephadex G100
superfine column (5x100 cm) and profile of antitrypsin-activity (Herrera-
Mendez et al., 2006b).

et al., 2010; ). From the N-terminal partial sequences
obtained by the EDMAN sequencing method, they were
identified as:

—Trypsin/elastase inhibitors
e Bov-Serpin A3.1previously designed Endopin 1A
(Tassy, 1998; Tassy et al., 2005; Herrera-Mendez
et al., 2006b; Herrera-Mendez et al., 2010)
e Bov-Serpin A3.3 previously designed Endopin 1B
(Herrera-Mendez et al., 2006b)
—Trypsin/Thrombin inhibitor
e Antithrombin III (Herrera-Mendez et al., 2010)

From the F2 fraction, we failed to purify to homogeneity
any serine proteinase inhibitor probably because all inhibitors
of this fraction shared very close physicochemical properties.

All inhibitors from the F1 fraction are members of the ser-
pin superfamily. Let’s introduce now some basic concepts
concerning this large and particular protein protease inhibi-
tors family.

GENERAL PROPERTIES OF SERPINS
The Serpin Superfamily

Serpins are a group of proteins wth similar structures that
were first identified as a set of proteins able to inhibit pro-
teases. The acronym serpin was originally coined because
many serpins inhibit serine proteases (SERine Protease
INhibitors). Over 3000 serpins have now been identified;
these include 36 human proteins, as well as molecules in
plants, fungi, bacteria, archaea and certain viruses (Law
et al., 2006; Olson and Gettins, 2011). Serpins are thus the
largest and most diverse family of protease inhibitors.

While most serpins control proteolytic cascades, certain
serpins do not inhibit enzymes, but instead perform diverse
functions such as storage (ovalbumin), hormone carriage
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proteins (thyroxine-binding globulin) and tumor suppressor
genes (maspin). The term SERPIN is used to describe these
latter members as well, despite their non-inhibitory function.
Inhibitory serpins were later shown to be cross-class inhibitors
since they were shown to be able to inhibit other groups of pro-
teinases especially cysteine peptidases (for review see (Silver-
man et al., 2001; Gettins, 2002).

Inhibitory serpins are generally highly metastable proteins
comprising several o-helices (eight or nine) and B-sheets
together with an external reactive center loop (RCL) contain-
ing the active site recognized by the target peptidase (Fig. 2a).
The sequence of the RCL defines the enzyme specificity pat-
tern of each serpin. All inhibitory serpins are irreversible cova-
lent “suicide” protease inhibitors forming a highly stable
covalent complex with their target enzyme, a complex

Figure 2 Serpin structures and conformation. (a), native o1-AT (Protein Data
Bank (PDB) entry 1QLP) (Elliott et al., 2000); (b), cleaved «,-AT (PDB entry
7API) Upon RCL cleavage, the loop inserts into the serpin core constituting an
additional strand (Engh et al., 1989); (c), Michaelis complex between Serpin
Al (Alaserpin from Manduca sexta) and trypsin (PDB entry 1199 (Ye et al.,
2001); (d), covalent complex between «-AT and trypsin (PDB entry 1EZX).
The enzyme is transported to the distal part of the serpin and undergoes an irre-
versible deformation responsible of the enzyme inactivation (Huntington et al.,
2000). In (b) and (d) the inserted RCL is in purple. AT, antitrypsin or
SERPINAL.
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detectable after gel electrophoresis in denaturing conditions
(SDS-PAGE). (For more details see also the following
reviews: (Silverman et al., 2001; Silverman et al., 2010; Whis-
stock et al., 2010; Olson and Gettins, 2011). A large set of
information together with the serpin classification are also
available at the following web site: http://en.wikipedia.org/
wiki/Serpins.

Structural Features

As shown in Fig. 2b for «-antitrypsin, upon cleavage of
the RCL, the serpin adopt quickly a more stable conformation
by insertion of the RCL into the B-strand series. This property
is essential to the irreversible suicide substrate inhibitory
mechanism of serpins. In the inhibitory pathway, the protein-
ase forms a non-covalent Michaelis-like complex (Fig. 2c)
through interactions with residues flanking the scissile bond
(P1- P1"). Attack of the active site serine on the scissile bond
leads to a covalent ester linkage between highly reactive Ser
residue of the proteinase and the backbone carbonyl of the P1
residue and cleavage of the peptide bond. It is likely that only
at this stage, with removal of the restraint, does the RCL start
to insert into B-sheets and transport the covalently bound pro-
teinase with it. Upon complete loop insertion, the proteinase is
translocated to the distal side of the serpin (Fig. 2d). This
translocation induced an important distortion of the proteinase
which became unable to complete the catalytic process. The
energy needed to effect the distortion may come from the
much greater stability of the cleaved loop-inserted conforma-
tion compared with the native-like conformation.

Kinetic Analysis of Protease-serpin Interactions

Given the general mechanisms reported so far, kinetic val-
ues are determined under the assumption that inhibition is irre-
versible. In such case, the inhibition constant (Ki) is of no
interest and will bring no information about the enzyme-serpin
interaction. The major macroscopic parameters that define the
effectiveness of serpin inhibition of a particular target protease
are the stoichiometry of interaction (SI) and the apparent sec-
ond order rate constant of inhibition (k). Another parame-
ter can be the stability of the covalent complex (vary from
few seconds to several weeks (Bieth, 1980) during the inhibi-
tion process and often revealed by SDS-PAGE analysis, the
complex being stable in the presence of SDS even after heat-
ing in boiling water.

SI was generally determined by titration of the enzyme
with increasing amounts of pre-titrated inhibitor (illustrated
in Fig. 10 for the titration of trypsin and thrombin by purified
antithombin III).

Practically, the apparent association rate constant (Kpp)
was measured according to the discontinuous method for
enzymes interacting slowly with the serpins (ks < 107
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Mflsfl) (Horvath et al., 2011) and the association rate con-
stant then determined according to Equation (1):

Kass: app*S I (1)

Otherwise, for rapid enzyme/serpin interaction, the continu-
ous method was used to determine the Apparent Association
rate constant (k,pp) and the association rate constant (k,ss) was
then obtained from Equation (2):

Kags = kapp (1+[S]/Km)*S T )

where [S] is the substrate concentration used for activity mea-
surement, Km the Michaelis constant characterizing the affin-
ity of the protease towards the substrate and SI the
stoichiometry of interaction.

CHARACTERIZATION OF BOV-SERPINA3-1 AND A3-3
Stoichiometry of Interaction with Inhibited Proteases

The stoichiometry of interaction was determined by titra-
tion of the target enzymes (HLE, trypsin, caspases 3 and 8)
with increasing amounts of either Bov-SerpinA3-1 (Swiss Prot
ID: Q9TTE1l) or A3-3 (Swiss Prot ID: Q3ZEJ6) as in
(Schechter and Plotnick, 2004). As shown in Table 1, total
inhibition of trypsin and human leukocyte elastase was
achieved using equimolar concentrations of either serpins sug-
gesting a 1:1 interaction ratio.

Regarding caspases, analysis of the findings of Table 1
needs to remind that each molecule of caspases is a tetrameric
structure comprising two associated moieties composed of a
large and a small subunit, each moiety containing an active
site, i.e. two active sites in each native caspase molecule. An
equimolar interaction (1 mole of inhibitor per active site) was
thus observed for the inhibition of caspase 3 by Bov-Ser-
pinA3-1. Hence, for total inhibition of the caspase, one mole-
cule of Bov-SerpinA3-1 must bind to each active site of
caspase 3. In all other cases, namely inhibition of caspases 3
and 8 by Bov-SerpinA3-3 or inhibition of caspase 8 by Bov-
SerpinA3-1, one mole of inhibitor inactivates simultaneously

Table 1 Stoichiometry of interaction of Bov-serpins with the target enzymes:
Bovine pancreatic trypsin, Human Leukocyte Elastase (HLE), human recombi-
nant caspases 3 and 8

Stoichiometry of interaction (SI)

SerpinA3-1 SerpinA3-3
Trypsin 1.01 £ 0.03 0.98 +0.01
HLE 1.04 £ 0.02 1.01 £0.03
Caspase 3 1.01 +0.07 0.55 4+ 0.07
Caspase 8 0.49 £ 0.09 0.51 £0.06

N = [I]/[Caspase active sites].
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the two active sites (0.5 mole of inhibitor per active site), sug-
gesting that association of the inhibitor to one of the two active
sites induces a sufficient allosteric conformational change of
the tetrameric native protease to make the second site unable
to bind substrates.

Association Rate Constant toward Different Cysteine
and Serine Proteases

Regarding this constant, we must keep in mind that k¢ val-
ues < 10> M~ 's™! are of no physiological significance. In this
study, association rate constant towards a large set of serine
and cysteine proteases was therefore determined for both ser-
pins according to (Schechter and Plotnick, 2004; Horvath
et al., 2011).

As depicted in Table 2, Bov-SerpinA3-1 and Bov-Ser-
pinA3-3 showed a similar pattern towards the set of proteases
tested. They were thus able to strongly inhibit elastase (k,ss =
1.3 x 10° M~ 's™") and trypsin (kas = 6.7 x 10° M7'S7H
whilst chymotrypsin and plasmin were only slightly inhibited
and the k¢ values obtained for these two last enzymes are not
of physiological significance (Tassy et al., 2005; Herrera-
Mendez et al., 2006b). By contrast, no inhibition was detected
against the other five serine proteases tested including cathep-
sin G, kallikrein, urokinase, plasminogen activator and
thrombin.

As serpins are able to inhibit some cysteine proteases, Bov-
SerpinA3-1 and A3-3 were tested against papain like enzymes
including cathepsins B & L and papain itself and against cal-
pains 1 and 2, two calcium dependent cysteine peptidases. Nei-
ther of these cysteine proteases was inhibited by the present
serpins (Tassy et al., 2005; Herrera-Mendez et al., 2006b).
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Bovine serpins were also tested against a group of cysteine
peptidases called caspases. The first letter of the name ((C))
stands for the cysteine of the active site; (asp)) defines the
strict specificity of cleavage after an aspartic acid residue and
ase is the suffix common to all enzymes. These are responsible
of cell dismantling during apoptosis, a finely regulated cell
death process and according to their function in the cell dying
process; they were classified as initiator (caspases 8, 9 and 10)
and effector (caspases 3, 6 and 7) caspases, initiator caspases
being in charge of the limited proteolytic activation of effector
enzymes. Caspase 8, an initiator caspase, and caspase 3, an
effector caspase, are strongly inhibited by both serpins
(Table 2) and kg values are in the range of 10°— 10 M~ 157!
indicating that this inhibition is of high physiological signifi-
cance (Herrera-Mendez et al., 2009).

Interestingly, these were the first mammalian serpins identi-
fied as strong inhibitor of human initiator and effector caspases
and able to form SDS-stable complexes with these (Herrera-
Mendez et al., 2009). The only one other serpin found to
inhibit caspases is crmA (Cytokine response modifier A) iso-
lated from cowpox virus. In infected cells, crmA is suspected
to block the apoptotic process during multiplication of the
virus (Stennicke et al., 2002; Dobo et al., 2006).

Ability of the Serpins to Form SDS-stable Complexes
with Their Target Enzymes

Serpin inhibition of cysteine proteases proceeds accord-
ing to the same trapping mechanism than for serine pro-
teases (Swanson et al., 2007). Upon SDS-PAGE, we could
therefore expect to identify the covalent complexes for all
proteases shown to be strongly inhibited by Bov-SerpinA3

Table 2 Inhibitory pattern of bovSERPINA3-1 and A3-3 and association rate constant (K, in M~ 's™") against a large set of cysteine and serine proteases
tested. (NI: no inhibition detected). In bold style are the proteases strongly inhibited by the serpins; in normal style are the proteases for which the inhibition is of

no physiological significance; in italic style are the non-inhibited proteases

PROTEASES

Association rate constant (ko) (M~ 's™")

bovSERPINA A3-1 bovSERPINA A3-3

Serine Proteases Trypsin
Chymotrypsin
Plasmin
Elastase
Cathepsin G
Kallikrein
Urokinase
Plasminogen activator
Thrombin
Papain
Cathepsin B
Cathepsin L
Calpains 1 & 2
Caspase 3
Caspase 8

Cysteine Proteases

3.9 x 10° 6.7 x 10°
1.0 x 10% 9.0 x 10%
1.8 x 10° 2.7 x 10°
2.4 x 107 1.3 x 10°
NI NI
NI NI
NI NI
NI NI
NI NI
NI NI
NI NI
NI NI
NI NI
42 x 10° 1.5 x 10°
1.4 x 10° 2.7 x 10°
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Figure 3 Covalent complexes upon SDS-PAGE between Bov-SerpinA3-1
and proteases as revealed by western blot, using the rabbit polyclonal antibody
raised against this serpin (Herrera-Mendez et al., 2009). Similar findings were
obtained with Bov-Serpin A3-3 (not shown). Note that the 140 kDa band is a
dimer of the 70 kDa serpin (Tassy et al., 2005). C, band corresponding to the
complex formed with the different target enzymes: trypsin, Human Leukocyte
Elastase (HLE) and human recombinant caspases 3 and 8. (—) inhibitor alone;
(+) inhibitor incubated with the target enzyme (Enz).

isoforms. As illustrated in Fig. 3 for Bov-SerpinA3-1,
bovine serpins (70 kDa) are thus able to form SDS-Stable
complexes (C) with bovine pancreatic trypsin, human leu-
kocyte elastase, human caspase 3 (apoptosis effector cas-
pase) and human caspase 8 (apoptosis initiator caspase)
(Tassy et al., 2005; Herrera-Mendez et al., 2006b; Herrera-
Mendez et al., 2009).

Regarding caspases 3 and 8, preincubation of these
enzymes with Bov-SerpinA3-1 leads to an SDS-stable com-
plex 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. The covalently bound caspase is very likely
an heterodimeric moiety (with or without the small subunit) of
the tetrameric molecule, the other moiety being very likely
dissociated during heat denaturation of the sample in the pres-
ence of SDS. Further investigations are needed to clarify the
exact mechanisms of the caspase/Bov-SerpinA3 complex for-
mation and the behaviour of caspase subunits during complex
formation (Herrera-Mendez et al., 2009). Note that in Fig. 3,
the 140 kDa band observed for all peptidases corresponds to a
dimer of the serpin as assessed by N-terminal sequence analy-
sis (Tassy et al., 2005).

Cellular Localization and Tissue Distribution

Immunolocalization of Bov-SerpinA3-1 was performed on
transverse sections of freshly excised adult bovine Longissi-
mus muscle using a specific polyclonal rabbit antiserum. As
depicted in Fig. 4a, the muscle serpin is highly concentrated
between the plasma membrane and the myofibrils, whereas
lower fluorescence intensity can be seen within the myofibrils,
indicating that muscle serpin is exclusively intracellular with a
preferential peripheral localization. No fluorescence was
detected in the control sample for which the primary antibody
was omitted. In primary myoblast in culture, the localization
was essentially intracellular (see Fig. 4b).

Tissue distribution and content of Bov-SerpinA3-1 and
other closely related serpins (see below) was assessed by
ELISA in different bovine tissues and fluids including bovine
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Figure 4 Cellular localization of Bov-SerpinA3-1 in transversal cuts of
bovine skeletal muscle (a) and in primary bovine myoblast culture (b) using
the rabbit polyclonal antibody raised against the purified serpin. Inserts of
Figure 4a and 4b are control samples where the primary antibody has been
omitted.

plasma, liver, kidney and bovine diaphragma muscle. Accord-
ing to the results presented in Table 3, this serpin is very abun-
dant in plasma (= 1 mg/ml) as compared to liver (14 ug/ g.
wet tissue), kidney (2 ng / g. wet tissue) and muscle (1 ng/ g.
wet tissue). These caspase inhibiting serpins showed a wide
distribution in bovine tissues and fluids and were also detected
in all tissues of other animal species analysed (rat, mouse,
lamb, pork, . ..) including human.

Complexity of the Bov-Serpin A3 Family

Polymorphism of Bov-Serpin A3

In the first step of the purification procedure developed for
Bov-SerpinA3-1, the crude muscle extract was run on a SP-
Sepharose column (5 cm x 10 cm) and proteins were eluted
using a NaCl gradient (Fig. 5a). Western blot analysis of the
fractions collected revealed a cross-immunoreactivity with the
antibody raised against the purified serpin of most if not all
fractions (Fig. 5b). According to the result of Fig. 5b, the anti-
body recognized a series of proteins with different Mr suggest-
ing that the Bov-SerpinA3 comprised different closely related
members.

To confirm this assumption, pooled active fractions FI and
FII obtained upon gel filtration of a muscle crude extract and
identified in Fig. 1 were analyzed by 2D gel electrophoresis

Table 3 ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbant Assay) quantification of
Bov-SerpinA3-1 in different bovine fluids and tissues. “Present NQ”, means
that the serpin was detected by other methods but not quantified by ELISA
(Tassy et al., 2005)

ELISA Quantification of Bov-SerpinA3-1

Fluids/Tissues [Bov-SerpinA3-1]

Plasma 1,0 mg/ml

Liver 14 j1g/g wet tissue
Kidney 2,0 nglg wet tissue
Muscle 1,0 ng/g wet tissue
Thymus Present NQ

Spleen Present NQ
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Figure 5 Polymorphism of the Bov-Serpin family as assessed by western
blot: (a) Elution profile of a muscle crude extract from a SP-Sepharose column
[18]. (b) Western blot analysis of the fractions eluted throughout the NaCl gra-
dient (fraction number under each lane).Proteins were revealed using the rabbit
polyclonal antibody raised against Bov-serpinA3-1. As a control the purified
Bov-SerpinA3-1 (70 kDa) was loaded in the first well (A3-1).

and proteins revealed with the same anti-Bov-SerpinA3-1
antibody.

As assessed by western blot, 2D gel electrophoresis of the
FI fraction revealed a complex protein pattern with pl ranging
between about pH 4 and 6.8 (Fig. 6a). It is impossible to deter-
mine the number of isoforms but the horizontal alignment of
spots towards more acidic pH supports the presence of various
degree of phosphorylation between these serpins (black line
with close arrowhead). In addition some spots are distributed
in a comma shape manner (arrows) suggesting that a large set
of isoforms are glycosylated to various extent, a feature in
good agreement with the overestimated Mr obtained by gel
electrophoresis for both Bov-SerpinA3-1 and A3-3 (70 and
75 kDa versus 43-44 kDa for the Mr deduced from the protein
sequences). This was confirmed recently by PNGase F (pro-
gressive removal of all N-glycans) treatment of recombinant

Figure 6 Polymorphism of the Bov-SERPINA3 family as assessed by 2D gel
electrophoresis of fractions F1 and F2 identified in Figure 1. (a) 2D Gel analy-
sis of the F1 fraction. (b) 2D gel analysis of fraction F2. Proteins were revealed
by western blot using the rabbit polyclonal antibody raised against Bov-Ser-
pinA3-1. In (a) and (b), the line with a down arrowhead indicates aligned spots
corresponding to various degree of phosphorylation. Black arrows indicate a
comma shape alignment of spots corresponding to different degree of glyco-
sylation. In (b), open arrows designed new spots of slightly lower Mr not
observed in the Flfraction or more abundant in F2.
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glycosylated Bov-SerpinA3-3 produced and purified from S.
cerevisiae (Blanchet et al., 2012). Such treatment revealed six
states of glycosylation corresponding to six different forms of
different Mr separated by SDS-PAGE. A similar finding was
obtained with purified Bov-SerpinA3-1 (not shown). These
results are in good agreement with the five N-glycosylation
sites identified in the sequence of this serpin (Herrera-Mendez
et al., 2006b).

As compared with fraction F1, fraction F2 shows a wholly
similar protein pattern with some additional spots of lower Mr
(open arrows in Fig. 6b). To conclude, all findings obtained so
far emphasized the large molecular diversity of the bovine ser-
pinA3 family which led us to identify the genes encoding these
proteins in bovine genome.

Genomic Organization of the Bovine SerpinA3 Genes

Clustering of serpin genes frequently occurs in the genome
of human and other animal species. In human, the chromo-
some 14q32 cluster comprised several serpins genes, encoding
structurally related proteins with very diverse functions includ-
ing SERPINA1 («;-antitrypsin), SERPINA3 («;-antichymo-
trypsin), SERPINAS (PCI, protein C inhibitor), SERPINA9
(centerin), SERPINA10 (ZPI, protein Z-dependent protease
inhibitor), SERPINA11 (not characterized yet) as well as SER-
PINA4 (kallistatin precursor) (Billingsley et al., 1993).

In mouse, 14 genes mapped on chromosome 12F1 cluster
were identified and encoded for closely related serpins of the
serpinA3 family (Forsyth et al., 2003). Similarly, 6 genes
encoding serpinA3-like were mapped in rat on chromosome
6932 cluster (Horvath et al., 2004)whereas in pork, 6 similar
genes were mapped on chromosome 7q23—q26 cluster (Musi-
lova et al., 1995; Archibald et al., 1996).

What about SERPINA3 like serpins’ genes in bovine?

Based on the first sequence available for Bov-SerpinA3-1
and A3-3 (Herrera-Mendez et al., 2006b) several probes were
designed and used to screen for similar genes in the bovine
genome. A cluster of eight genes and one pseudogene sharing
a high degree of identity and the same structural organization
(5 exons and 4 introns) was characterized (Pelissier et al.,
2008). Bovine SERPINA3 genes were localized by radiation
hybrid mapping on 21q24 and only spanned over 235 Kilo
bases. For all these genes, we proposed a new nomenclature
from SERPINA3-1 to SERPINA3-8. They share approxi-
mately 70% of identity with the human SERPINA3 («;-anti-
chymotrypsin) homologue. Preliminary expression analyses of
these bovSERPINA3s showed different tissue-specific patterns
and diverse states of glycosylation and phosphorylation a find-
ing in good agreement with the tissue distribution and the
polymorphism of the Bov-SerpinA3-like assessed at the pro-
tein level by different approaches. Hence we concluded that
the bovine SERPINA3 family comprised at least eight differ-
ent proteins members and probably more with regards to their
variable degree of post-translational modifications (various
degrees of glycosylation and of phosphorylation) (see Fig. 6).
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a 1 10 20 30 0 50
BovSERPINA3-1 . EEGTEGAAATGISMEEVWILRIIVRVNRPFLIAIVLENTQSIIFLGRVINDSEA
BovSERPINA33  EEGTEGARATGIGIERWFLRIIVRVNRPFLIAVVLENTQSIIFLGKVTNPSEA

b BovSERPINA32  EEGTEGVAATGIGIEENFLRIIVRVNRPFLIAVVLEMIQSIIFLGRKVTNESEA
BovSERPINA34 EEGTEGARATGIGIERFLRIIVRVNRPFLIAVVLENTQSIIFLGKVTNPSEA
BovSERPINA35  EEGTEGARATGIGIERTFLRIIVRVNRPFLIAVVLENTQSIIFLGKVTNPSEA
BovSERPINA36 . EEGTEGAAATGIGIERTFLRIIVRVNRPFLIAVVLEBTQSIIFLGKVTNPSEA

€ BovSERPINA3-7 . EEGTEGAAVTAVVMATSSLLETLTVSFNRPFLLS IFCRKEFQSI IFLGRVTINPREA
BovSERPINA3-8  EEGTEGAAATGVKVGITSINNHIPLSFNRPFLIAIVLEBIQSIIFLGKVTNESQA

Figure 7 Alignment of RCL sequences of bovSERPINA3-1 to bovSERPINA3-8 obtained from coding gene sequences (Pelissier et al., 2008). (a) Reactive Cen-
tre Loop (RCL) sequences of bovSERPINA3-1 and A3-3 used throughout this work. (b) RCL sequence with highest similarities with bovSERPINA3-1. (c) RCL
sequence of the most divergent bovSERPINA3-7 and A3-8. Residues in white bold type indicate P1 residues for trypsin (Arg'®) and putative P1 residue for cas-

pases 3 and 8 (Asp’” for A3-1 to A3-6; Glu™® and Asp™ for A3-7 and A3-8).

Comparative RCL Sequences and Potential Enzyme Targets

As mentioned above, the sequence of the RCL defines the
enzyme specificity pattern of each serpin. Comparison of the
RCL sequences of the eight proteins encoded by the genes
mapped on bovine chromosome 21 provides additional infor-
mation about their structural and functional relationship.
According to the RCL sequences depicted in Fig. 7, two sub-
groups can be identified on the basis of their sequence homol-
ogy. The first one would comprise Bov-SerpinA3-1 to A3-6
which contain an Arg (white on black bold letter R) residue at
position 16 of the RCL and a Thr residues at position 17 (bold
underlined T), two amino acid residues susceptible to explain
their ability to inhibit strongly trypsin and elastase. The second
group would comprise the two last serpins, namely Bov-Ser-
pinA3-7 and A3-8, which have no Arg residues in similar posi-
tion and would be unable to inhibit trypsin. By contrast, they
both exhibit a Thr residue at position 16 and 17 and a Ser resi-
due at position 17 and 18, respectively, suggesting that they
will be able to inhibit elastase. Position of the P1 residues
identified as preferential cleavage sites for trypsin and elastase
agrees well with the supposed invariable RCL length value of
about 17 amino acids.

As suggested in their name, caspases cleaved polypeptides
essentially at the carboxyl side of Asp residues. No other poten-
tial P1 residues are actually known. On the other hand we found
that purified Bov-SerpinA3-1 and A3-3 are strong inhibitors of
caspases 3 and 8 (ks > 10°M~!s71). The only one Asp residue
in Bov-SerpinA3-1 to A3-6 RCL susceptible to be targeted by
both caspases is Asp>’ is far beyond the 17th residue corre-
sponding to the maximum length requested for serpin efficiency.
Bov-SerpinA3-7 contains no Asp residue in its RCL while one
Asp residue is observed at position 39 in its homologue Bov-
SerpinA3-8. These observations strongly suggest that Bov-Ser-
pinA3-1 to A3-6 would be able to inhibit caspases and to form
SDS- stable complexes with them. Whether Bov-SerpinA3-7
will not be able to inhibit caspases since no Asp residue can be
found in the RCL sequence, the ability of Bov-SerpinA3-8 to
inhibit these cysteine tetrameric proteases would seem possible
but this assumption needs to be tested experimentally. By con-
trast, these last serpins are very likely able to inhibit elastase for
which the P1 residue would be very likely Thr at position 16 for
Bov-SerpinA3-7 and 17 for Bov-SerpinA3-8.

Regarding caspases, the present findings are therefore in
total contradiction with the RCL length invariance of serpins
established with various monomeric targeted serine proteases
(trypsin, elastase...). Caspases are tetrameric cysteine pro-
teases containing two active sites and whether the rule can be
different for serpin interaction with these much larger pro-
teases is questionable and calls for further clarification.

Possible Biological Functions of Bov-SERPINA3

Because of their ability to strongly inhibit caspases, two
functions will be considered here because of the potential
implications of cell death in these processes but this list is
obviously not exhaustive and needs refinement. The first is of
course apoptosis (see schematic diagram of the major regula-
tion point in Fig. 8) which is the primary process of concern
with regards to the presently discovered function for these
inhibitors (Gagaoua et al., 2012). The second is the differenti-
ation of muscle cells for which a resistance to cell death has
often been reported in the first differentiation stages corre-
sponding to the proliferation and confluence of myoblast. Cell
survival is a prerequisite for differentiating primary myoblast
(Lamkanfi et al., 2007), and the present caspases inhibiting
serpins could be a potential candidate for such a function
through total inhibition of caspases.

Bov-SerpinA3: A New Control Point of Apoptosis in Mammals

Since the 80’s, it is well established that for most proteo-
lytic systems, if not all, natural peptidase inhibitors constitute
the major tool for controlling their biological activity. Regard-
ing caspases, the first regulation level involves the conversion
of zymogens to their active forms in response to inflammatory
or apoptotic stimuli. This conversion is generally ensured by
association of the peptidases with specified protein activator
complexes. The second level of regulation involves the spe-
cific inhibition of active caspases by natural inhibitors. To
date, members of three protein families have been found capa-
ble of ablating caspase activity in vitro and in vivo (Stennicke
et al., 2002). One of these, the inhibitors of apoptosis protein
(IAP) family regulates cellular apoptosis by direct caspase
inhibition and is conserved from flies to humans (Deveraux
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Figure 8 Schematic diagram of apoptosis regulation and complex detection in crude muscle extracts. (A) Schematic and simplified diagram summarizing
the major regulation points of the apoptotic process (adapted from (Philchenkov, 2004). With regards to the extrinsic pathway (Path 1), stimuli will bind to the
death receptor inducing the activation of caspases 8 and 10 by association with their activator complexes (DISC or death-inducing signaling complex and CARD
or caspase-recruitment domain). Besides the activation of effector caspases, caspase 8 will cleave Bid, a pro-apoptotic member of the Bcl2 protein family, which
is at the cross between the intrinsic and extrinsic pathways. Cleaved Bid (tBid) will then initiate the contribution of mitochondria to the cell death process. Activa-
tion of caspase 8 by the activator complex can be lowered down by FLIP (FLICE inhibitory protein) a protein competing for binding to the activator complex.
Activated caspase 8 will then in turn activate executioner caspases 3 and 7. The apoptotic status of the cell will be comforted by the release from mitochondria of
diverse pro-apoptotic components including cytochrome c, a necessary member of the apoptosome complex responsible of the procaspase 9 activation. For more
detailed explanations, see the review of (Ouali et al., 2006). The only one inhibitor of caspase and hence of apoptosis so far identified in mammals are IAPs
(Inhibitor of apoptosis proteins) which targeted initiator caspase 9 and effector caspase 3 and 7 (O’Riordan et al., 2008). If these steps failed, the process will con-
tinue to its end and lead to cell death and dismantling. The new control pathway reported here, namely the pseudo-irreversible inhibition of caspase by dedicated
serpins, affect different step of the apoptotic process. The first control point (1) is the inhibition of initiator caspases, i.e. caspase 8 and probably also caspase 10.
The second (2) is the probable inhibition of caspase 9, another initiator caspase. The third and last point is the inhibition of caspase 3 and, according to recent find-
ings, caspase 7. In the present diagram, we introduce a third path to emphasize the major role of Heat Shock Proteins (HSPs). These proteins are generally
expressed as soon as a cell undergoes a stress to preserve all cell functions by protecting their targets proteins from any structural and/or activity loss. HSPs may
have therefore diverse anti-apoptotic actions by protecting the target protein substrates from hydrolysis by caspases and other any proteolytic system of concern
and by forming complexes with diverse caspases at different stage of the process thus hindering their function (Arrigo, 2005; Beere, 2005). (B), Western blot
analysis of at death muscle extracts using a rabbit anti-Bov-SerpinA3-1 (lane 1) and anti-caspase 3 polyclonal antibody (lane 2). The complex is revealed with

both antibodies emphzising the caspase activation in postmortem muscle and the caspase-serpin complex formation.

and Reed, 1999). They are potent inhibitors of caspase 3, 7 and
9 (Dean et al., 2007), and they are the only one to be expressed
in mammal cells and tissues. In addition to these endogenous
regulators there are virally encoded inhibitors — cowpox virus
crmA and baculovirus p35 — that are produced early in infec-
tion to suppress caspase-mediated host responses (Cassens
et al., 2003). Protease inhibitors generally work by preventing
hydrolysis of substrate by the enzyme, and almost all natural
protease inhibitors achieve this by steric hindering access of
substrates to the catalytic centre of the protease. Usually,
inhibitors dock onto the same sites as substrates on the enzyme
surface. By contrast, caspase inhibition by IAPs does not use
these conventional mechanisms. To achieve their goal, IAPs
block substrate access to the peptidase active site without
directly docking into substrate pockets on the enzyme surface
allowing hydrolysis of small molecules substrates after IAP
binding (Stennicke et al., 2002; Cassens et al., 2003).

It was therefore often thought that, for unknown reasons,
cystatins or serpins do not seem to have been chosen for

endogenous caspase regulation in eukaryotic cells. This gap
now seems to be filled with the results reported here and inva-
lidating this statement. Indeed, all findings obtained in the
present work clearly demonstrate that eukaryotic cells have in
fact developed very efficient pseudo-irreversible caspase
inhibitors belonging to the serpin family, a family of inhibitors
well known to form pseudo-irreversible complexes with their
target peptidases. In contrast to the cowpox virus crmA, they
form SDS-stable serpin/caspases complexes both in vitro and
in situ. Such a more radical inhibition of the caspases than
IAPs is indeed essential and constitutes probably an absolute
prerequisite for a strict and efficient regulation of apoptosis.
Supporting the in vitro findings, caspase-serpin complexes can
be detected in postmortem muscle excised just after death by
western blot using anti-caspase and anti-serpins antibodies
(Fig. 8B) stressing that caspase activation is completed in
postmortem muscle in contrast to what has been suggested by
some meat scientists. This probably explain why trypsin inhib-
itors quantified by titration in crude muscle extracts were
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found to be a better predictor of ultimate meat tenderness than
calpain 1 & 2 levels, calpastatin concentration and level of
cysteine proteases inhibitors assessed through inhibition of a
pre-titrated papain preparation (Zamora et al., 1996; Zamora
et al., 2005). These serine protease inhibitors are mainly com-
posed of cross-class inhibitory serpins able to inhibit strongly
and pseudo-irreversibly initiator and effector caspases as Bov-
SerpinA3-1 to A3-6 and would be good candidates for accu-
rate predictors of meat tenderness. Highest levels of serpins
inhibiting caspases are thus observed in toughest meat
(Zamora et al., 1996; Zamora et al., 2005).

Possible Role in Muscle Cells Differentiation

During the process of muscle development, myoblasts pro-
liferate and then undergo differentiation, fusing to form multi-
nucleated myotubes. During the proliferating phase, it was
suggested that myoblast are protected against cell death by dif-
ferent still unclear mechanisms. Some authors suggested that
this protection is mediated by thrombin (Chinni et al., 1999), a
trypsin-like serine peptidase expressed in muscle cells (Citron
et al., 1997) and decreasing significantly the number of apo-
ptotic cells in culture performed in the presence of this pepti-
dase (Chinni et al., 1999).

Because bovine SERPINA3s are strong inhibitors of initia-
tor and executioner caspases, their expression in differentiating
primary myoblasts was followed by immunohistochemistry
using the anti-Bov-SerpinA3-1 antibody. As depicted in
Fig. 9, bovine SERPINA3s are expressed in proliferating
(Fig. 9a) and in confluent (Fig. 9b) myoblasts but not in differ-
entiated myotubes (Fig. 9c). In Fig. 9c, we often observed a
reminiscent fluorescence which can be very likely ascribed to
myotubes which are still under differentiation. According to
(Chinni et al., 1999), myoblasts exposed to thrombin, for a

Figure 9 Expression of Bov-SerpinA3 during primary myoblast differentia-
tion. (a) proliferating myoblasts; (b) confluent myoblasts; (c) differentiated
myoblasts (myotube); (d) control with omitted primary antibody. Expression
of these serpins was revealed by immunohistochemistry using the polyclonal
rabbit antibody raised against Bov-SerpinA3-1 as the primary antibody and a
FITC labelled anti-rabbit IgG as the secondary antibody.
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very short period, accumulated apoptosis inhibitory activity
preventing cell death for the subsequent growth in the absence
of thrombin suggesting that the protective action of thrombin
could be effected through the synthesis of an unknown apopto-
sis inhibitory factor and more especially by serpins inhibiting
caspases.

This observation therefore supports a real contribution of
bovSERPINA3s to cell survival in differentiating primary
myoblast, a result in good agreement with the expression pat-
tern of these serpins during the different steps of the process.

CHARACTERIZATION OF ANTITHROMBIN 111

Antithrombin III was purified from bovine skeletal muscle
as previously described (Herrera-Mendez et al., 2010) and
characterized. Identity of the purified serpin was first assessed
using different technical approaches including N-terminal
sequencing, immunoblotting using a polyclonal antibody
raised against human antithrombin III and mass spectrometry
peptide map. Primary sequence analysis using the Edman pro-
cedure provided the following sequence: H'RSPVEDVC-
TAKPR'. Similarity searches in databanks with this
N-terminal sequence were carried out using BlastP2 (Bork
Group, EMBL, Heidelberg). This sequence showed 100% sim-
ilarity with the cDNA deduced sequence of the mature bovine
AT-IIT (SwisProt accession number: P41361), a serpin inhibit-
ing specifically thrombin. This identity was further confirmed
by the strong labeling of the purified muscle AT-III by a poly-
clonal antibody raised against human AT-III and by mass
spectrometry trypsin peptide map (Herrera-Mendez et al.,
2010). Muscle AT-III was then characterized for its enzyme
specificity pattern through association rate constant determina-
tion, its cellular localization and the expression of mRNA tran-
scripts in both muscle tissue and differentiating primary
myoblast in culture (paper in preparation).

Stoichiometry of Interaction and SDS-stable Complexes
with the Target Enzymes

To assess the stoichiometry of interaction (SI), trypsin
(7 nM) and thrombin (9 nM) were titrated with the purified
AT-IIT in a total volume of 200 pL. As shown in Fig. 10a,
complete trypsin and thrombin inhibition was achieved for
AT-III concentrations of 7.09 nM (mean & SD for five inde-
pendent determinations, 7.03 £ 0.04 nM), and 9.10 nM,
(mean £ SD for five independent determinations, 9.05 +
0.06 nM) respectively. These results stressed forward that AT-
[T inhibition of both trypsin and thrombin occurs through a
1:1 enzyme/inhibitor ratio (SI = 1). Hence, concentration of
AT-III was routinely determined by titration of trypsin solu-
tion of known concentration.

This finding was comforted by the formation of a 1:1 com-
plex upon SDS-PAGE (Fig. 10b). In contrast to Bov-
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Figure 10 Stoichiometry of interaction of bovine ATIII with trypsin and
thrombin (a) and thrombin/serpin complex formation upon SDS-PAGE analy-
sis of the enzyme/inhibitor mixture.

SerpinA3-1 no dimer was obtained in such conditions, a result
agreeing well with the absence of dimers for some isoform of
Bov-SerpinA3 (Tassy et al., 2005) and other serpins (Gettins,
2002) including the cowpox virus crmA (Dobo et al., 2006).

Association Rate Constant toward Different Cysteine
and Serine Proteases

Association rate constant towards a large set of cysteine and
serine proteases was determined. According to the results
depictured in Table 4, muscle AT-III inhibits strongly trypsin
and thrombin and to a lesser extent plasmin and chymotrypsin.
Note that no inhibition was observed against all cysteine pro-
teases tested including papain, cathepsins B & L, calpains 1 &
2 and caspases 3 & 8 as well as against some other serine pro-
teases (elastase, cathepsin G, Urokinase, plasminogen activa-
tor). Regarding thrombin addition of heparin caused a 100 fold
increase in the association rate from 1.8 x 10° to 2.3 x 10’
M s7

Cellular Localization and Transcripts Expression

As thrombin is expressed in muscle cells (Citron et al.,
1997), the expression of its specific inhibitor antithrombin III
(AT-III) could be expected an assumption supported by the

Table 4 Inhibitory pattern of bovine ATIII and association rate constant (kg
in M~'s™") against a large set of cysteine and serine proteases tested. In italic
style are the non-inhibited proteases (NI)

Cofactor Ko M 1s7h

Trypsin none 5.0 x 10°
Chymotrypsin none 6.8 x 10*
Plasmin none 1.7 x 10*
Thrombin none 1.8 x 10°

Heparin (54M) 2.3 x 107
Elastase none NI
Cathepsin G none NI
Kallikrein none NI
Urokinase none NI
Plasminogen activator none NI
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Figure 11 Expression of antithrombin III in muscle crude extracts and in
muscle cells as assessed by western blot and immunohistochemistry. (a) West-
ern blot analysis. of a crude muscle extract (lane 1) and of purified AT-III
(lane 2) using a rabbit polyclonal anti-AT3. (b) Immunolocalization of the
bovine muscle AT III in bovine Diaphragma pedialis muscle using the same
antibody (1/50) as the primary antibody and the FITC-labelled goat anti-rabbit
IgG as the secondary antibody (1/500). (c) Imunolocalization of ATII in differ-
entiating primary bovine myoblast in culture in similar conditions than in (a).
Cell nuclei are stained in red with the Hoechst method. Inserts in (b) and (c)
are control samples in which the primary antibody was omitted.

immunohistolocalization of this serpin in all fibers of mouse
skeletal muscle (Businaro et al., 1995). The work carried out
in our group intended to verify this hypothesis.

The presence of AT-III in bovine muscle was first assessed
by analysis of crude muscle extracts by western blot using a
polyclonal antibody raised against human AT-III and then by
immuno-histochemistry with the same antibody. As shown in
Fig. 11a, western blot analysis of crude muscle extracts sub-
jected to SDS-PAGE always revealed one band with a Mr of
about 58 kDa (Fig. 11a, lane 1) and running as the purified
AT-II (Fig. 11a, lane 2). Immunohistochemical localization
of AT-III was then carried out on transverse section of bovine
Diaphragma pedialis muscle to confirm the presence of this
protein within muscle fibers. As shown in Fig. 11b no fluores-
cence was detected in the extracellular space suggesting that
AT-III is a constitutive intracellular protein of muscle cells
and is very likely genetically expressed in these cells. Within
muscle fibers, AT-III labeling seemed to be often highly con-
centrated in the vicinity of the plasma membrane as compared
to the inside cytosolic fibers area. When the primary AT-III
antibody was omitted, no labeling was detected. These find-
ings are wholly similar to those of (Businaro et al., 1995) who
localized three different serum protease inhibitors in mouse
skeletal muscle including AT-III. To attest this statement, we
then looked for the expression of antithrombin in differentiat-
ing myoblast in culture and the expression of mRNA in muscle
tissue and in differentiating primary myoblast.

In developing muscle, thrombin increase the number of
cells during myoblast proliferation (Kelvin et al., 1989; Suidan
et al., 1996; Guttridge et al., 1997; Chinni et al., 1999) but
delayed skeletal muscle myogenesis through inhibition of
myoblast fusion (Suidan et al., 1996; Chinni et al., 1999). To
test this statement and to comfort our previous findings sup-
porting the presence of AT-III in muscle cells, the expression
of this serpin was followed by immunohistochemistry in dif-
ferentiating primary bovine myoblast cultures using a rabbit
polyclonal antibody raised against human AT-III and revealed
with a FITC conjugate goat anti-rabbit IgG as the secondary
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Figure 12 Expression of AT-III in differentiating primary bovine myoblasts
and RT-PCR analysis of bovine AT-III mRNAs. (a) absence of expression of
ATIII in proliferating primary bovine myoblast in culture (no fluorescence
was observed). (b) expression of ATIII in confluent primary bovine myoblast
in culture. (c) expression of AT-III. (c) expression of ATIII in growing myo-
tubes. Note that cell nuclei were coloured in red using the Hoechst staining
method. The antibody used was a rabbit polyclonal anti-AT3 diluted to 1/50.
(d) RT-PCR analysis of total cells mRNAs prepared from proliferating myo-
blast (lane 1), confluent and fusing myoblast (lane 2) and growing myotubes
(lane 3). Lane m showed the RT-PCR analysis of total mRNAs prepared from
bovine muscle.

antibody. In all experiments carried out, the cell nuclei were
stained in red using the Hoechst method. As depicted in
Fig. 12a, proliferating myoblast showed no labeling indicative
of the absence of this protein within muscle cells. By contrast,
an intense green staining was observed in confluent myo-
blastes (Fig. 12b), fusing myoblastes and myotubes (Fig. 12c).
Despite the common properties shared by Protease nexin-1
(PN-1 or SERPINE?2) and AT-III, PN-1 does not cross-react
immunologically with AT-IIT (Farrell et al., 1986). Hence it
can be ascertained that the labeled protein in the myoblast cul-
ture is AT-III and not PN-I.

As plasma antithrombin III is synthesized in liver and then
exported, liver PCR was used as positive control. Expression
profile suggested by analyses of EST counts indicated that
Antithrombin III is expressed in bovine liver (www.ncbi.nhm.
gov). cDNAs obtained by reverse transcription from bovine
liver and diaphragm were probed by nested PCR using specific
sets of primers designed from the bovine AT-III gene sequence
(GeneBank, AC : NC_007319). The first set of primers corre-
sponds to positions 4097 — 4116 (in exon 4) and 6553 — 6571
(in exon 5). The second set of primers were overlapping and
designed 7 bases downstream and must amplified a 2463 bp
fragment from genomic DNA and a 389 bp fragment from
cDNA.

As indicated in Fig. 12d, lane m, a nested fragment of
approximately 400 bp was generated with liver and diaphragm
cDNAs. The PCR conditions don’t allow to amplify long frag-
ments, superior to 2000 bp on genomic DNA. Upon direct
sequencing, a complete identity between sequences of the
amplified AT-III cDNA (NM_001034698) was found

Y. BOUDIDA ET AL.

certifying that the bovine gene is effectively transcribed in this
muscle.

As observed before on differentiating primary muscle cul-
tured cells, AT-III is expressed when thrombin must be inacti-
vated to allow the myoblast-myotube transition. The
chronological expression of AT-III in muscle cells was con-
firmed by total RNA analysis, with the same probes than indi-
cated above for skeletal muscle RNA, where mRNA
transcripts are only found in the late stages of myoblast differ-
entiation (confluence and fusion: Fig. 12d, lane 2) and in myo-
tubes (Fig. 12d, lane 3) but not in proliferating myoblastes
(Fig. 12d, lane 1).

Taken together, these findings stressed the expression of
AT-III in muscle cells and support that this serpin would be
the primary regulator of thrombin activity in muscle, a func-
tion often wrongly ascribed to protease nexin-1 (Rosenberg
and Damus, 1973; Baker et al., 1980).

Biological Functions in Living and Postmortem Muscle

Besides the major role of thrombin in the vascular system
reviewed by (Fenton, 1986; Mann, 1999), several extra-vascu-
lar functions have been reported since the 80’s especially in
the nervous system and in skeletal muscle. Regarding the ner-
vous system, thrombin is assumed to modulate the shape of
astrocytes (Cavanaugh et al., 1990; Nelson and Siman, 1990)
and to mediate neurite retraction in neuronal cells (Gurwitz
and Cunningham, 1988; Grand et al., 1989; Suidan et al.,
1992; Jalink and Moolenaar, 1992). In muscle, thrombin is
synthesized by muscle cells (Citron et al., 1997) and acts
locally by contributing to synapse remodeling and elimination
at the neuromuscular junction (Liu et al., 1994; Zoubine et al.,
1996). Its activation at the membrane level by the thrombin
activator complex is strictly dependent on the translocation of
phosphatidylserine phospholipids from the inner leaflet of the
plasma membrane to the outer leaflet (Majumder et al., 2005)
through the action of diverse translocases (Bevers et al.,
1996). In postmortem muscle, externalization of phosphatidyl-
serine, an early hallmark of apoptosis, will trigger the activa-
tion of thrombin which will in turn rapidly disconnect nerve
from muscle cells, a feature supported by the prompt postmor-
tem decrease in the efficiency of low-voltage electrical stimu-
lation which uses only the nervous system for the electrical
field conduction (Ouali et al., 2006; Herrera-Mendez et al.,
2010).Therefore, thrombin might contributes efficiently to iso-
late dying cell from neighboring ones and from any other
external signals, a major hallmark event of apoptotic cells.

In addition to its function in synapse plasticity, thrombin
plays a major role in muscle cells differentiation. Thrombin
thus increases the number of cells during myoblast prolifera-
tion but delayed skeletal muscle myogenesis through inhibi-
tion of myoblast fusion (Kelvin et al., 1989; Suidan et al.,
1996; Guttridge et al., 1997; Chinni et al., 1999). Thrombin
has been even considered as a survival factor for proliferating
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myoblast through inhibition of apoptosis (Chinni et al., 1999).
Our findings are in good agreement with the above two first
functions of thrombin, namely myoblast proliferation enhance-
ment and inhibition of myoblast fusion, thrombin/inhibitor
ratio being high during proliferation (thrombin must be active)
and low during the fusion phase (thrombin totally inhibited by
AT-III) (See Fig. 12). Consideration of thrombin as a survival
factor is however very doubtful since no direct evidence of
any implication of this serine protease is actually available.
Furthermore, survival of cells might be more probably ensured
by inhibition of apoptosis through SERPINA3 like serpins
which are able to inhibit pseudo-irreversibly caspases and in
turn block the cell dying process (see above).

SERINE PROTEASE INHIBITORS FROM THE F3
FRACTION

Characterization of the serine protease inhibitors from this
fraction is just starting and only preliminary results will be
presented hereafter. From this fraction we previously purified
and characterized a low Mr cysteine protease inhibitor binding
tightly to cathepsin H (k,s =~ 3.7 10* M~ 's™") and, though to
a lower extent, cathepsin B (Bige et al., 1985).

Regarding serine proteinase inhibitors, two low Mr inhibi-
tors designed spi-1 and spi-2were purified to homogeneity
(Fig. 13a). Both are thermostable (stable between 40 and
90°C) and resistant to acidic and alkaline pH from 3 to 10.
Spi-1 exhibits a Mr of 14.3 kDa and a pI value of 6.8 whereas
spi-2 shows a Mr of 11.4 kDa and a pl value of 6.2 (Fig. 13b).

Both spi-1 and spi-2 are unable to inhibit all cysteine pro-
teases tested including papain, cathepsins H, B and L as well
as caspase 3. In contrast they can inhibit trypsin and, though to
a lesser extent, chymotrypsin (Fig. 14a and b).

4 F3 spil spi2

;_J e
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Mr kDa)| 143 | 114
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Figure 13 (a) Analysis by SDS-PAGE of total fraction FIII (see Figure 1)
and of purified serine protease inhibitors 1 (spi-1) and 2 (spi-2). Proteins were
revealed by silver staining. (b) Molecular mass (Mr) and isoelectrical point
(pD) of spi-1 and spi-2.
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Figure 14 Inhibition profile of trypsin (=20 nM) and chymotrypsin
(=20 nM) by spi-1 and spi-2.

Much remains to be learned about these two low Mr spi and
investigations are under progress to characterize their interac-
tion with different serine proteases, to identify them at the pro-
tein level by mass spectrometry and to determine the
association rate with potential target proteases.

DISCUSSION-CONCLUSION

Serine proteases were for a long time an enigma in meat
science (for review, see (Ouali, 1990; Sentandreu et al., 2002).
These included proteasome, first described by (Orlowski and
Wilk, 1981) which also exhibits activities of the serine prote-
ase type. This proteolytic complex was shown to reproduce
changes occurring in postmortem muscle and could contribute
significantly to intracellular protein degradation and, hence, to
meat tenderization (Dutaud et al., 2006). Whether knowledge
about the proteasome grew very fast in the next years, for other
serine proteases, things were much less clear.

In the 1980’s, serine proteases were first considered as only
present in mast cells located in the extracellular matrix. As a
result, it was suggested that they have no function in the meat
tenderizing process. Later on, several reports suggested that
some of them are located within muscle cells (Stauber et al.,
1983a). Concomitantly these authors localized serine protease
inhibitors within muscle cells (Stauber et al., 1983b). In 1986,
we fractionated a series of inhibitors with a high affinity
towards diverse serine proteases and located them within mus-
cle cells (Ouali et al., 1986). It was then clear that muscle cells
contain serine proteases together with their inhibitors and this
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was strengthened by the subsequent identification of some of
them at the gene, transcripts or protein levels, including kalli-
krein, thrombin, plasmin, protease nexin 1, plasminogen acti-
vator inhibitor or PAI, antithrombin III, kallistatin
(reviewed in (Sentandreu et al., 2002).

The present report provides some answers to the numerous
questions about serine proteases and their inhibitors. The high
Mr fractions (F1 and F2) thus comprised predominantly cross-
class inhibitory serpins able to inhibit serine and cysteine pro-
teases and more specially caspases, a group of cysteine pro-
teases orchestrating the demolition phase of apoptosis (Taylor
et al., 2008). Taken together, these investigations suggest that
there exists very likely a degree of compensation and redun-
dancy within this serpin family wholly comparable to that
reported for the set of caspases identified so far (Fuentes-Prior
and Salvesen, 2004). The high Mr Fractions also contain anti-
thrombin III, another serpin inhibiting strongly thrombin in an
heparin dependent manner and trypsin. All these protease have
essential function in the apoptotic process, thrombin contribut-
ing to isolate the dying cells from the nervous system and cas-
pases targeting several hundred proteins and primarily
proteins from the cytoskeletal including actin of the transver-
sal filaments, integrin to which transversal filaments of the M
line bind, dystrophin, a protein of the sarcoglycan complex
designed costamere to which transversal filaments of the
Z-line are bound, laminins, a group of proteins ensuring the
connection of costameres and integrins to the extracellular
matrix, ...and others. Note that the high Mr fraction contains
also a series of cysteine proteases inhibitors unable to inhibit
serine proteases and not yet characterized (Ouali et al., 1995).
Regarding the serine protease inhibitors purified from the F3
fraction, the reported results are preliminary findings and fur-
ther investigations are needed in order to identify these protein
inhibitors and their potential target proteases (Becila et al.,
2010).

We recently hypothesized that after death, muscle will
engage in the cell death program with apoptosis rather than
necrosis being the probable candidate (Ouali et al., 2006;
(Herrera-Mendez et al., 2006a). This hypothesis was con-
firmed more recently by (Ouali et al., 2007; Becila et al.,
2010) who provide evidence of cell shrinkage starting few
minutes after death and of the concomitant rapid actin degra-
dation, a major protein of the transversal cytoskeletal filaments
binding to the costameres and to the integrins, two findings
supporting the onset of apoptosis immediately after animal
death. In a recent review, (Kemp and Parr, 2012) emphasized
this hypothesis and give a large set of evidence supporting it.
The observation of a caspase 3/serpin complex in muscle
extracts definitely ascertains that caspase 3 is totally active in
postmortem muscle excised within one hour after death and,
consequently, that muscle cells are already engaged in
apoptosis.

However, despite the prominent progress in that domain,
much remain to be done if we would expect to better under-
stand the onset and progress of apoptosis in postmortem
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muscle and how the cell provide enough energy for the com-
pletion of that process. This will be a prerequisite to the identi-
fication of reliable biological markers of meat tenderness we
are looking for since years.
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Résultats et Discussions

Résultats concernant le role des serpines bovines dans la régulation de processus

apoptotique

Les serpines purifiées a partir du muscle bovin semblent constituer un moyen de

contr6le efficace du processus apoptotique dans la mesure ou :

1- Elles inhibent fortement les caspases initiatrices (caspase 8) et effectrices
(caspase 3) du processus apoptotique avec des constantes de vitesse d’association (Kss) Se
situant dans la gamme de 10° & 10° M™s™ indiquant que cette inhibition a une signification
physiologique élevée (Herrera-Mendez et al., 2009) ;

2- Elles sont capables de former des complexes stables avec les caspases. Ces
complexes étant covalents, 1’inhibition des caspases est, par voie de conséquence, pratiquement

irréversible.

11.1- Constantes de vitesse d’association (Kgss) entre serpines et enzymes cibles

La constante de vitesse d’association (kass) pour la formation d’un complexe stable entre
I’enzyme et la serpine est une valeur importante dans le contexte d’un mécanisme de substrat
suicide ou inhibiteur suicide (Stone et al., 1997). Cette constante doit avoir une valeur
minimale de 10°M™ s (kas>10° M-!s™) pour étre considérée comme pouvant avoir une

fonction physiologique.

Dans cette étude, les constantes de vitesse d’association (Kass) entre enzymes et
inhibiteurs purifiés (Bov-SerpinA3-1 et Bov-SerpinA3-3) ont été déterminées selon Schechter
et Plotnick, (2004) et Horvath et al., (2011). Les résultats sont présentés dans le TABLEAU 2
(page 961 de I’article).

Les Bov-SerpinA3-1 et Bov-SerpinA3-3 ont été testees contre les caspases, un groupe
de cystéine peptidases responsables de la mort cellulaire pendant l'apoptose. Les resultats
montrent une trés forte capacité a inhiber deux caspases testées qui sont : la caspase 8, caspase
impliquée dans l'initiation de processus apoptotique, et la caspase 3, caspase impliquée dans
I'exécution de ce processus qui conduit a la destructuration de la fibre musculaire. Les
constantes d'association caractérisant I'interaction avec ces deux caspases ne différent guére
d'une serpine a l'autre. Concernant l'interaction Bov-SerpinA3-1 /caspases, les valeurs

obtenues sont kas=4,23 x 10° M™.s® pour la caspase 3 et kss=1,40 x 10° M™.s? pour la
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caspase 8. Pour la Bov-SerpinA3-3, elles sont de kas=1,55 x 10° M™.s™ pour la caspase 3 et
Kass=2,72 x 10° M .s™ pour la caspase 8. Dans les deux cas l'action de ces serpines semble

legerement plus efficace contre la caspase 8 que contre la caspase 3.

Il est a noter que jusqu'a ce jour, les seuls inhibiteurs vrais connus des caspases sont des
inhibiteurs d'origine virale (Cowpox virus, Baculovirus). Dans les cellules infectées, le
Cowpox virus (crmA) bloque le processus apoptotique lors de la multiplication du virus
(Stennicke et al., 2002, Dobo et al., 2006). Les autres inhibiteurs communément considérés
sont les IAP (Inhibiteurs de I'APoptose) qui ont des affinités beaucoup plus faibles que les
serpines. Leur mode d'action est différent puisqu'ils vont créer un encombrement du site actif
sans s'associer de fagon intime avec ce dernier comme c'est le cas de la majorité des inhibiteurs

de protéases. Leurs sites de fixation sont en effet a I'extérieur du site actif.

Les Bov-SerpinA3-1 et Bov-SerpinA3-3 purifiées dans le cadre de cette étude a partir
de muscle de bovin seraient les premiers inhibiteurs cellulaires de caspases décrits a ce jour. |l
est intéressant de noter que ces serpines sont actives aussi bien contre les caspases initiatrices et
les caspases exécutrices, ajoutant ainsi deux niveaux complémentaires de contréle du processus

apoptotique.

11.2- Capacité a former des complexes enzyme inhibiteur stables en SDS

Une propriété intéressante des serpines inhibitrices est leur capacité de former un
complexe stable avec 1’enzyme cible qui est résistant a la chaleur et au traitement par le SDS
(Travis et Salvensen, 1983 ; Potempa et al., 1984 ;Twining, 1994).

L'inhibition des cystéines protéases par les serpines se déroule selon le méme
mécanisme de piégeage que pour les serines protéases (Swanson et al., 2007). Sur SDS-PAGE,
nous pouvons donc nous attendre a identifier les complexes covalents pour toutes les protéases
qui sont fortement inhibées par les isoformes Bov-SerpinA3. Comme l'illustre la FIGURE 3
(page 962 de I’article) pour Bov-SerpinA3-1, les serpines bovines (70 kDa) peuvent donc
former des complexes SDS-Stable (C) avec : la trypsine pancréatique bovine, I'élastase des
leucocytes humaines, la caspase 3 humaine (caspase effectrice) et la caspase 8 humaine
(Caspase initiatrice) (Tassy et al., 2005; Herrera-Mendez et al., 2006b; Herrera-Mendez et al.,
2009).
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En ce qui concerne les caspases 3 et 8, la préincubation de ces enzymes avec Bov-
SerpinA3-1 conduit a un complexe stable a SDS d'environ 100-110 kDa. Selon la valeur des
poids moléculaires, les complexes comprennent l'inhibiteur clivé (70 kDa) et la caspase (30
kDa) transportée vers le pole distal de la serpine (Herrera-Mendez et al., 2009). La caspase liée
par une liaison covalence est trés probablement une fraction hétérodimére (avec ou sans la
petite sous-unité) de la molécule tétrameére, lI'autre fragment étant tres probablement dissocié
lors de la dénaturation thermique de I'échantillon en présence de SDS. D'autres recherches sont
nécessaires pour clarifier les mécanismes exacts de la formation du complexe caspase / Bov-
SerpinA3 et le comportement des sous-unités caspases lors de la formation complexe. Il est a
noter que dans la FIGURE 3 (page 962 de I’article), la bande de 140 kDa observée pour toutes
les peptidases correspond a un dimére de la serpin comme évalué par I'analyse de la séquence
N-terminale (Tassy et al., 2005).

11.3- Fonctions biologiques possibles de Bov-serpinA 3

En raison de leur capacité a inhiber les caspases initiatrices et effectrices, deux
fonctions principales ont été identifiées. La premiére concerne la régulation de l'apoptose par
inhibition pseudo-irréversible directe des caspases. La seconde est une conséquence de la
premiére fonction, car les serpines contribuent probablement a la survie des cellules
musculaires dans les deux premieres phases de différenciation, (phases de prolifération et de
confluence). Il a été constaté que pendant la différenciation des cellules musculaires, une
résistance a la mort cellulaire a souvent été signalée dans les premiers stades de différenciation
correspondant a la prolifération et a la confluence de myoblastes. La survie cellulaire est une
condition préalable a la différenciation du myoblaste primaire (Lamkanfi et al., 2007), et les
présentes serpines inhibant les caspases pourraient étre un candidat potentiel pour une telle
fonction gréace a une inhibition totale des caspases.

En effet, tous les resultats obtenus dans le present travail demontrent clairement que les
cellules eucaryotes ont développé des inhibiteurs de caspases tres efficaces appartenant a la
famille des serpines, une famille d'inhibiteurs bien connus pour former des complexes pseudo-
irréversibles avec leurs peptidases cibles. Une telle inhibition plus radicale des caspases
qu’avec les IAPs est en effet essentielle et constitue probablement une condition préalable
absolue a une régulation fine et efficace de I'apoptose. En soutenant les résultats in vitro, les
complexes caspase-serpin peuvent étre détectés dans le muscle post-mortem prélevé juste apres

la mort par western blot en utilisant des anticorps anti-caspase et anti-serpines (FIGURE 8B,
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page 965de I’article) soulignant que l'activation des caspases est effectuée dans le muscle post-
mortem contrairement a ce qui a été suggéré par certains scientifiques de la viande. Cela
explique probablement pourquoi les inhibiteurs de la trypsine quantifiés par titrage dans des
extraits de muscle brut ont été un meilleur prédicteur de la tendreté ultime de la viande que les
niveaux de calpaines 1 et 2, la concentration de calpastatine et le taux d'inhibiteurs des
cystéines protéases évalues par l'inhibition d'une préparation de papaine pré-titrée (Zamora et
al.,, 1996; Zamora et al., 2005). Ces inhibiteurs de serine protéase sont principalement
composes de serpines inhibitrices de classe croisée capables d'inhiber fortement et pseudo-
irréversiblement les caspases initiatrices et effectrices comme Bov-SerpinA3-1 a A3-6 et
seraient donc de bons candidats pour des prédicteurs précis de la tendreté de la viande. Les
niveaux les plus élevés de serpines inhibant les caspases sont ainsi observés dans la viande la

plus dure (Zamora et al., 1996; Zamora et al., 2005).

11.4- Implication des bovSERPINA3s dans le processus apoptotique

Selon la nature du stimulus qui déclenche la mort cellulaire par apoptose, nous
distinguons deux voies d’activation de ce processus : la voie extrinséque et la voie intrinséque

(Figure 8 A, page 365 de ’article).

A- Voie extrinséque

Dans ce cas le stimulus déclencheur de I’apoptose est d’origine extracellulaire. Il 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, a leur tour,
activer, par protéolyse ménagée, les procaspases effectrices (caspase 3, 6 et 7) en caspases
actives. Ces dernieres vont ensuite initier la dégradation des structures cellulaires et la mort de
la cellule. 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-IAP (Inhibiteur d’apoptose), ...etc].
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B- Voie intrinséque

Cette voie est déclenchée par la cellule elle-méme lorsque celle-ci se trouve dans des
conditions difficiles de survie et ou la mort cellulaire est le seul échappatoire. L’initiation du
processus est le résultat d’une altération profonde des mitochondries qui vont libérer des
activateurs d’apoptose similaires a ceux qui interviennent dans la voie extrinséque. C’est le cas
en particulier du cytochrome c qui est indispensable a la formation de 1’apoptosme (complexe
impliquant le Cyt C, I’Apaf-1 (Apoptose Activating Factor-1), de la procaspase 9 et d’autres
constituants a activité pro-apoptotoque. Une fois activée, la caspase 9 va a son tour activer les

procaspases exécutrices en caspases actives.
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FIGURE 8 A (de I’article page 895): Schéma de la régulation de I'apoptose impliquant
les bovSERPINAS3s (adapté de Philchenkov, 2004). La nouvelle voie de contréle représenté
dans le schéma est I'inhibition pseudo-irréversible des caspases par les Bov-serpinA3s. Ceci
affecte différentes étapes du processus apoptotique. Le premier point de contréle (1) est
I'inhibition des caspases initiatrices, c'est-a-dire la caspase 8 et probablement aussi la caspase
10. Le deuxiéme (2) est l'inhibition probable de la caspase 9, une autre caspase initiatrice. Le

troisiéme et dernier point est l'inhibition de la caspase 3 et, selon les résultats récents, la
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caspase 7. Dans le diagramme actuel, nous introduisons un troisieme chemin pour souligner le
réle majeur des protéines de choc thermique (HSP). Ces protéines sont généralement exprimées
des qu'une cellule subit un stress pour préserver toutes les fonctions cellulaires en protégeant
leurs protéines cibles de toute perte de structure et / ou d'activité. Les HSP peuvent donc avoir
des actions anti-apoptotiques diverses en protégeant les substrats protéiques cibles de
I'nydrolyse par les caspases et d'autres systemes protéolytiques et en formant des complexes
avec des caspases diverses a différentes étapes du processus, entravant ainsi leur fonction
(Arrigo, 2005; Beere, 2005). Abréviations : Apaf-1, APoptose Activating Factor-1 ; IAP,
Inhibitor of APoptose ; Bax et Bcl2 : deux protéines de la méme famille avec effets opposés ;

Activat. : complexe d'activation des caspases initiatrices ; Cyt ¢ : cytochrome c¢ ; HSP: heat

shock proteins ou protéines du stress thermique.
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Conclusions et Perspectives

Pour notre these, nous nous sommes fixés deux objectifs :

A- Mise en évidence de 'ubiquité du phénoméne de I’apoptose chez différentes
especes bouchéres et chez le poisson d’eau douce apres avoir choisi trois
marqueurs de 1’apoptose ;

B- Réaliser un état de 1’art sur les serpines comme marqueur de la tendreté de la

viande bovine.

Il nous semble donc tout a fait naturel de distinguer ces deux parties dans

notre conclusion générale.

A- Ubiquité du phénomene de I’apoptose

A ce propos, nous avons mis en évidence la dégradation de 1’actine (poids
moléculaire de 42 kDa) dans le muscle Longissimus dorsi chez 6 espéces : bovine, ovine,
caprine, cameline, poulet de chaire et carpe commune (poisson d'eau douce) au stade de la
maturation par Western Blot. Les résultats ont révélé I'existence de fragments d'actine de
différents poids moléculaires : 32, 28, 19, 15, 18, 12 et 10 kDa. Le fragment de 32 kDa a
été retrouvé chez le poisson d’eau douce, le bovin et I’ovin. Le fragment de 28 kDa a été
révélé chez toutes les especes alors que le fragment de 19 kDa n’a été obtenu que chez le
caprin et les fragments 18 et 10 kDa n’ont concerné que le camelin. Les autres fragments
de faible poids moléculaire : 15 et 12 kDa n’ont été rencontres que chez les bovins, ovins,
Caprins et poulet. La différence de la dégradation de I’actine peut s’expliquer par une
variation du rapport enzyme/inhibiteur entre espéces, reflétant ’efficacité des systémes

protéolytiques.

Nous avons poursuivi le travail chez une espéce de poissson d’eau douce (Cyprinus
carpio ou carpe commune) pour la mise en évidence de I’externalisation des
phosphatidylserines (PS) membranaires, la dégradation de l'actine et la libération du

cytochrome ¢ (cyt ¢) au cours du temps post- mortem.

A.1- L’externalisation des PS membranaires par marquage a I’annexine V conjuquée a la
FITC a donné une couleur verdatre. Le marquage de la laminine (protéine basale)
conjuguée a la cyanine 3 a donné une couleur rouge. La fusion des images correspondant a
la laminine et au marquage PS a donné une couleur jaune, résultat indiquant une co-
localisation de la laminine et de I'annexine V. Cette modification de couleur a été observée
a la fois a 0 h et 6 h post-mortem. Nous savons que la co-localisation est liée aux PS
extracellulaires et non aux phospholipides acides intracellulaires. Nous avons noté que la
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couleur jaune était plus intense dans I'échantillon de 6 h d’ou nous avons conclu a une

augmentation du nombre de PS externalisees entre O et 6 h post-mortem.

A-2- La dégradation de I'actine et la libération du cytochrome c (cyt c) ont été étudiées
par Western Blot a différents temps post-mortem dans la fraction soluble (surnageant) et
ont été quantifiées par la suite par densitométrie. Une série de fragments d’actine de poids
moléculaire compris entre 41 et 30 kDa a été révélée. L’évolution de la concentration du
fragment de 32 kDa a montré une augmentation de sa concentration juste apres la mort de
I’animal et avait atteint son niveau maximum a 4-5 h post-mortem. Ceci a coincide avec le
plateau de pH observé entre 4 et 5h post-mortem. La concentration de ce fragment a
diminué par la suite pour atteindre un niveau minimum a environ 24 h aprés la mort de
I’animal. Ceci nous a permis de suggérer que ce fragment a été encore dégradé pour en
donner de plus petits non détectables par Western Blot dans la fraction soluble. Concernant
le cytc, les résultats ont montré que son apparition dans le cytosol commence
immédiatement apres la mort et atteint sa concentration maximale a environ 10 h post-
mortem et a un pH de 6,9. Ceci pourrait expliquer que la mort cellulaire par apoptose dans

le muscle post-mortem emprunte probablement la voie intrinséque mitochondriale.

Ouali et al. (2006) avaient émis I'nypothése que juste aprés 1’abattage de 1’animal,
le muscle s'engage dans un programme de mort cellulaire par apoptose. Cette hypothese a
été confirmée pour le rat par Becila et al. (2010) en apportant des preuves de
rétrécissement cellulaire, d’inversion des PS et de dégradation de ’actine classée parmi les
protéines cibles de la caspase 3 et ce quelques minutes aprés la mort du rat. Nous pouvons

donc conclure que nos résultats corroborent ceux de Becila et al. (2010).

Ces résultats confirment la mise en place, des les premiers instants qui suivent la
mort, du processus apoptotique dans les cellules musculaires dont les premiéres altérations

sont probablement liées a 1’action des caspases.

B- Serpines bovines comme biomarqueurs de tendreté

Les serpines purifiées a partir du muscle de bovin par Herrera-Mendez et al. (2006)
et Tassy et al. (2005) étaient la serpine A 3-1, la serpine A 3-3 et serpineC1 (ou

I'antithrombine I11). Toutes ont une fonction essentielle dans le processus apoptotique.

La serpine C 1 inhibe fortement la thrombine de maniére dépendante de I'héparine.
Dans notre synthése (Boudida et al., 2016), il nous a été permis de préciser que la
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thrombine contribue a I’isolement des cellules mourantes du systéme nerveux et que les
serpines A 3-1 et A 3-3 inhibaient la caspase 8 (caspase initiatrice) et la caspase 3 (caspase
effectrice). Les constantes de vitesse d’association entre la serpine A 3-1 et les caspases 3
et 8 étaient respectivement Kass= 4,23 x 10° M*s™ et kas= 1,40 x 10° M*s™ alors que les
constantes de vitesse d’association entre la serpine A 3-3 et les caspases 3 et 8 étaient
respectivement Kas=1,55 X 10° M7s? et ku=2,72 x 10° Ms™. Ces résultats nous
permettent de montrer que ces serpines étaient actives aussi bien contre les caspases
initiatrices que contre les caspases executrices, ajoutant ainsi deux niveaux
complémentaires de contréle du processus apoptotique. Ces résultats confirment la forte
inhibition des caspases par les serpines bovines, ce qui en fait des acteurs de tout premier

plan pour bloquer le processus apoptotique.
Au terme de notre étude, il nous semble donc pouvoir dégager trois perspectives :

1. En rapport avec 1’ubiquité du phénomene d’apoptose, il est souhaitable de poursuivre
en utilisant d'autres techniques protéomiques plus efficaces afin de mieux
caractériser les différentes bandes obtenues a partir de la dégradation de I'actine.
Nous recommandons de séparer les protéines myofibrillaires par électrophorese
bidimensionnelle, de caractériser I'identité des fragments d'actine par spectrométrie
de masse et de réaliser une cinétique de dégradation de I'actine pour chaque espéece

afin de déterminer le temps post-mortem de la dégradation de I'actine.

2. En rapport avec notre étude chez Cyprinus carpio (ou carpe commune), la protéolyse
et le stockage inadéquat des poissons entiers semblent entrainer des changements
indésirables dans la texture de leur chair. D'autres travaux sont alors nécessaires pour
élucider les mécanismes d'action des systéemes protéolytiques notamment les
caspases apoptogenes afin de mieux maitriser la fraicheur et la fermeté du poisson. A
notre avis, de nouveaux travaux portant sur 1’expression des HSPs et la caspase 3

dans la chair post mortem devraient étre envisages.

3. En rapport avec les serpines bovines, d'autres recherches sont nécessaires pour
vérifier I’activité post mortem des caspases, clarifier les mécanismes exacts de la
formation du complexe caspase/Bov-SerpinA3 et préciser le comportement des sous-

unités caspases lors de la formation de ce complexe.
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Abstract

The tenderizing of meat is an apoptotic phenomenon with post-mortem proteolytic degradation involving
caspases. The dynamic control of caspases is modulated by changes in the physicochemical conditions of the
cell and by the inhibitors present within the cell. Inhibitors of serine proteases or serpins are then the best
biomarkers of tenderness (Zamora ef al., 1996 ; Zamora, 1997 ; Ouali, 1999 ; Zamora et al., 2005). Caspases
are strongly inhibited by these serpins (Herrera-Mendez et al., 2009). These constitute a point of control of

apoptosis.

The main objective of our thesis was to demonstrate the ubiquity of apoptosis in different beef species and in
freshwater fish by markers: 1- Degradation of actin protein target of caspases; 2-Reversal of the polarity of
the cell membrane 3- Alteration of mitochondria with release of cytochrome C. A synthesis on bovine

serpines and their role in meat-softening has become a secondary objective.

For the demonstration of the ubiquity of apoptosis, we studied: 1 - the inversion of the polarity of the cell
membrane by immunohistochemistry, 2 - the mitochondrial alteration with release of cytochrome ¢ and
followed up by western blot; 3-degradation of actin and follow-up of fragments by Western Blot.

Our synthesis on serpines led us to reproduce the different techniques described in studies on bovine muscle
(Herrera Mendez, 2006) including chromatography using the Fast Protein Liquid Chromatography System

(FPLC) supplemented by observations of tissue sections with a fluorescence microscope.

Our results make it possible to confirm that the apoptotic cell uses a preformed protein mechanism in the
cell, whose implementation is triggered as soon as the apoptosis signal is perceived. This signal would be
emitted by a reversal of the polarity of the membrane through the translocation of phospholipids located on
the inner face of the plasma membrane (phosphatidylserine) to the outer face of this membrane. The rate of
cytochrome c increases over time post mortem suggesting that mitochondria are probably altered by the
intrinsic mitochondrial pathway. The appearance of various fragments of actin degradation of 30 KDa and
less in the different species studied makes it possible to suggest a variability of the enzyme / inhibitor ratio
according to the species and the efficiency of their proteolytic systems. Through our results, we confirm the
implementation of the apoptotic process in muscle cells, from the first moments post mortem.The first

alterations are probably related to the action of caspases.

Concerning the bovine serpines and their role in the tenderizing of the meat, the results confirm their
intervention in the strong inhibition of the initiating and executing caspases. The serpins can then be
considered as complementary levels of control of the apoptotic process and therefore potential markers of the

tenderness of the meat.

Key words: Apoptosis; Serpines; Biological markers; Tenderness



Résumé

L’attendrissage de la viande est un phénomeéne apoptotique avec dégradation protéolytique post-mortem
impliquant des caspases. Le controle dynamique des caspases est modulé par les changements de conditions
physico-chimiques de la cellule et par les inhibiteurs présents au sein de la cellule. Les inhibiteurs de
protéases a sérine ou serpines constituent alors les meilleurs marqueurs biologiques de la tendreté (Zamora et
al., 1996 ; Zamora, 1997 ; Ouali, 1999 ; Zamora et al., 2005). Les caspases sont fortement inhibées par ces

serpines (Herrera-Mendez et al., 2009). Ces derniers constituent un point de contrdle de I’apoptose.

L’objectif principal de notre travail de thése était la mise en évidence de 1’ubiquité de I’apoptose chez
différentes espéces bouchéres et chez le poisson d’eau douce par des marqueurs : 1- Dégradation de 1’actine
protéine cible des caspases 3 ; 2- Inversion de la polarité de la membrane cellulaire ; 3- Altération des
mitochondries avec libération du cytochrome c. Une synthése sur les serpines bovines et leur réle dans

I’attendrissage des viandes s’est imposée comme objectif secondaire.

Pour la mise en évidence de 1’'ubiquité de I’apoptose, nous avons étudié : 1- I’inversion de la polarité de la
membrane cellulaire par immunohistochimie ; 2- D’altération des mitochondries avec libération du
cytochrome ¢ et son suivi par western blot ; 3- la dégradation de I’actine et suivi des fragments par Western

Blot.

Notre synthése sur les serpines nous a amen¢ a reproduire les différentes techniques décrites pour leur étude
a partir du muscle de bovin (Herrera Mendez, 2006) notamment la chromatographie utilisant le systeme Fast
Protein Liquid Chromatography (FPLC) complétées par des observations de coupes tissulaires au

microscope a fluorescence.

Nos résultats permettent de confirmer que la cellule en apoptose utilise un mécanisme protéique préformé
dans la cellule et dont la mise en ceuvre se déclenche des la perception du signal d’apoptose. Ce signal serait
€mis par une inversion de la polarité de la membrane au travers de la translocation des phospholipides situés
sur la face interne de la membrane plasmique (phosphatidylserine) vers la face externe de cette membrane.
Le taux de cytochrome ¢ augmente au cours du temps post mortem suggérant que les mitochondries sont
probablement altérées par la voie intrinséque mitochondriale. L’apparition de divers fragments de
dégradation de I’actine de 30 KDa et moins chez les différentes espéces étudiées permet de suggérer une
variabilité du rapport enzyme/inhibiteur selon les espéces et 1’efficacité de leurs systémes protéolytiques.
Avec nos résultats, nous confirmons la mise en place du processus apoptotique dans les cellules musculaires,
deés les premiers instants post mortem. Les premiéres altérations étant probablement liées a 1’action des

caspases.

Concernant les serpines bovines et leur roéle dans I’attendrissage de la viande, les résultats confirment leur
intervention dans la forte inhibition des caspases initiatrices et exécutrices. Les serpines peuvent alors étre
considérées comme des niveaux complémentaires de contréle du processus apoptotique et donc des

marqueurs potentiels de la tendreté de la viande.

Mots clefs : Apoptose ; Serpines ; Marqueurs biologiques ; Tendreté





