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Introduction générale

Les qualités sensorielles de la viande (couleur, tendreté, flaveur et jutosité) impactent
fortement les préférences et les attentes des consommateurs (Dransfield et al., 2003). La
qualité de la viande est une composante complexe influencée par une multitude de facteurs
qui interagissent entre eux. Il s’agit par exemple dela génétique, I’alimentation, la
manipulation pré-mortem des animaux, la manipulation des carcasses post-mortem, les
traitements technologiques et de leurs interactions (Rosenvold et Andersen, 2003; Lawrie et
Ledward, 2006 ; Hocquette et al., 2012 ; Jurie et al., 2006). De plus, ces différentes qualités
sensorielles sont dépendantes des caractéristiques musculaires de [I’animal et des
modifications biochimiques post-mortem (Ouali, 1990; Dransfield et al., 2003). Ces
caractéristiques dependent d’une part, des propriétés contractiles et metaboliques des
différents types de fibres qui composent les muscles squelettiques des bovins (Picard et
Cassar-Malek, 2009) ; d’autre part, de la jonction de ces fibres a la trame conjonctive dont le
collagéne représente la composante protéique majeure (Dubost et al., 2013). La
transformation du muscle post-mortem en viande, période pendant laquelle s’élaborent les
qualités sensorielles du produit final, prend en compte les évolutions de ces caractéristiques et

des mécanismes qui y contribuent.

Pour la viande bovine, I’étude des caractéristiques musculaires présente donc un intérét
fort, puisque leurs propriétés sont impliquées dans le déterminisme de divers criteres de la
qualité de la viande tels que la tendreté, la jutosité, la flaveur, la couleur et le pH (Klont et al.,
1998 ; Maltin et al., 2003 ; Pastsart et al., 2013). Les effets de ces caractéristiques, en
particulier sur la tendreté de la viande, sont influencés par des facteurs technologiques comme
la température de cuisson (Tornberg, 2005). Ainsi, il apparait clairement que la tendreté de la
viande est tres difficile a maitriser en raison de son origine multifactorielle non totalement

élucidée.

Par ailleurs, les études menées jusqu’a present refletent la difficulté de maitriser et de
prédire, a partir des caractéristiques musculaires, la qualité de la viande bovine. Ces études
ont rapporté que les caractéristiques biochimiques du muscle expliquent au plus 30% des
variations de la tendreté et autres qualités chez certaines races bovines (Keith et al., 1985 ;
Renand et al., 2001 ; Chriki et al., 2012 ; Bonny et al., 2015).

Cette forte variabilité de la qualité non maitrisée a conduit les chercheurs a utiliser des
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outils a haut débit. Les techniques « omiques », notamment la protéomique, ont été proposées
afin d’appréhender et comprendre le protéome du muscle post-mortem et les mécanismes
biologiques associés aux différents critéres de la qualité de la viande. Ces approches ont
permis I’identification de biomarqueurs potentiels, qui sont a la fois explicatifs et prédictifs
(Hocquette et al., 2007 ; Guillemin et al., 2011 ; Picard et al., 2011 ; 2012 ; 2015 ; Te Pas et
al., 2011 ; D'Alessandro et al., 2012 ; Quali et al., 2013). Cette alternative s’explique par le
fait que les approches classiques d’étude des caractéristiques des muscles étaient basées sur
un petit nombre de protéines et ne prenaient pas en compte la complexité et la multitude des
mécanismes biochimiques mis en jeu et leurs interactions (Bendixen et al., 2003 ; Picard et
al., 2010). Par ailleurs, les biomarqueurs de la qualité seraient le reflet des différentes voies

métaboliques qui contribuent au développement des qualités de la viande.

Par conséquent, une meilleure compréhension de ces voies et de leurs interactions est une
condition préalable pour une identification fiable de biomarqueurs. C’est dans cette optique
que ma thése de doctorat s’inscrit. Elle vise a apporter de nouvelles connaissances sur les
mécanismes sous-jacents, en s’appuyant sur des données concernant les propriétés
biologiques des muscles et les qualités sensorielles de la viande bovine. De plus, en utilisant
une liste de biomarqueurs initialement validée pour la tendreté, ma these utilise une approche
mécanistique afin d’apporter de nouvelles connaissances sur les mécanismes gouvernant
certains critéres de la qualité de la viande ceci sur plusieurs races bovines et plusieurs types de

muscles, et de proposer ainsi les premiéres équations de prédiction.

Ce manuscrit de thése comprend trois parties :

[1]

Une revue bibliographique faisant I’état de I’art i) sur les caractéristiques du muscle
squelettique, ii) la transformation post-mortem du muscle en viande et iii) ses qualités
sensorielles, et iv) les techniques en « omiques » appliquées pour rechercher et identifier

les biomarqueurs de la qualité de la viande ;

[1]

La présentation de I’ensemble de mes résultats acquis durant mes quatre années de thése ,
ceci sous forme d’articles en partant des qualités sensorielles et caractéristiques
musculaires, pour aller vers [I’utilisation des biomarqueurs pour la prédiction et
I’explication des ses différentes qualités, et en final aborder par une approche mécanistique
les phénomenes qui gouvernent la transformation du muscle post-mortem en viande et

I’élaboration des différentes qualités de la viande bovine ;

[1]

Une discussion génerale au cours de laguelle seront également présentées les perspectives

de ce travail.
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Figure 01. Composition du tissu du muscle squelettique.
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Chapitre |

« Le muscle squelettique et métabolisme énergétique »

I.1. Le muscle : composition, structure et fonctions

Le muscle est le constituant principal de la carcasse des animaux de boucherie ; il
représente 35 a 65% du poids vif de lI'animal (Brandebourg, 2013 ; Listrat et al., 2015). Sa
composition chimique est relativement constante. Chez I’animal adulte (Figure 01), le muscle
squelettique est essentiellement composé d’eau (environ 74 %) et de protéines (environ 19%)
et en plus faible quantité de lipides (1 — 6%) et de glucides (1%) (Smulders et al., 2014).

L’eau sert dans la thermorégulation, dans de nombreux processus cellulaires et pour le
transport des nutriments (Lonergan et al., 2010 ; Smulders et al., 2014). Les protéines
remplissent un grand nombre de fonctionnalités : maintien de la structure et de I’organisation
du muscle, contraction musculaire, signalisation, dégradation/remodelage cellulaire. Les
lipides jouent un role dans le stockage énergétique, les réponses immunitaires et les voies de
reconnaissance cellulaire (Lonergan et al., 2010). Enfin, le muscle est composé de
constituants faiblement représentés (environ 1% du poids du muscle), parmi lesquels on
trouve les glucides (le glycogene, majoritairement) et les cendres constitués de sels minéraux
(notamment le fer, le zinc et le sélénium) (Lawrie et Ledward, 2006). Outre les oligo-
éléments, la viande apporte des vitamines liposolubles A et E et des vitamines hydrosolubles
du groupe B (Lebret et Picard, 2015).

Le muscle strie squelettique présente une structure biologique tres hétérogene
(Brandebourg, 2013) et hiérarchisée (Figure 02). Il est principalement composé de faisceaux
de cellules plurinucléées. Les fibres musculaires occupent 75 a 90 % du volume musculaire.
Chaque fibre musculaire est entourée par une enveloppe de tissu conjonctif : I’endomysium.
Les faisceaux de fibres sont délimités par le périmysium. Enfin, le muscle est gainé par
I’épimysium, enveloppe qui attache le muscle a I’os par le tendon. Ces différentes enveloppes
ont un réle moteur important. Chaque fibre est innervée par un nerf moteur et les nutriments
nécessaires a la contraction sont apportés par des vaisseaux sanguins (Brandebourg, 2013 ;
Smulders et al., 2014 ; Listrat et al., 2015). Les muscles squelettiques exercent un réle
fondamental dans I'organisme, ils produisent le mouvement par un mécanisme moléculaire

utilisant de I’énergie : la contraction musculaire.
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L'activité contractile est assurée par les fibres musculaires grace a plusieurs protéines
contractiles dont les plus importantes sont I’actine et la myosine (Figure 03). Le muscle a
également un réle métabolique puisqu’il constitue une véritable réserve de protéines et
participe a I'équilibre de la balance énergetique au niveau du corps entier (Cortright et al.,
1997 ; Wolfe, 2006). Les muscles striés squelettiques, rattachés au squelette, sont impliqués
dans les mouvements volontaires et permettent la locomotion et le maintien de la posture des
animaux. Enfin, chez les animaux d'intérét agronomique (espéces boucheres), le muscle est le
tissu précurseur de la viande. Celui-ci subira en post-mortem différentes transformations
biochimiques post-mortem conduisant au développement des qualités sensorielles de la viande

(cet aspect est développé dans le chapitre I1).
1.2. Les fibres musculaires

La fibre musculaire est une cellule plurinucléée, d’un diamétre compris entre 10 et 100 pum,
et d’une longueur qui peut atteindre 60 cm. Elle est entourée par une membrane appelée
sarcolemme et présente la particularité d’avoir un appareil contractile tres spécialisé. Une
grande majorité de I’espace intracellulaire, appelé encore sarcoplasme, est occupé par des
myofibrilles pour environ 80% du volume de la cellule. La myofibrille est I’unité contractile
du muscle. Elle est constituée de myofilaments (Figure 03). L’unité fonctionnelle des
myofibrilles est appelée sarcomere; ce dernier se situe entre deux stries Z successives. Au sein
de la myofibrille, les myofilaments forment une alternance de zones claires (bandes I) et
foncees (bandes A) traduisant I’existence de deux sortes de filaments : les filaments fins
constitueés d'actine, de tropomyosine et de troponine et les filaments épais constitues de
myosine (Figure 03). Les filaments d’actine sont présents de part et d’autre de la strie Z. La
bande | correspond a la partie du sarcomére qui ne renferme que les filaments d'actine. La
bande A correspond a la région ou se chevauchent les filaments d'actine et de myosine. La
région ou I'on ne trouve que des filaments de myosine s'appelle la zone H. La partie centrale
de la bande A constitue la ligne M, cette derniére se présente sous I’aspect d’un

épaississement des filaments de myosine (Astruc, 2014a ; Listrat et al., 2015).
1.2.1. Propriétés contractiles

Les principales protéines musculaires sont des protéines myofibrillaires impliquées dans
I’appareil contractile, des enzymes participant au métabolisme cellulaire ainsi que la
myoglobine, impliquee dans le stockage de I’oxygene et joue un réle important dans la

couleur de la viande. Parmi les protéines abondantes, ont trouve I’actine (20 — 25%).



Tableau 01. Caractéristiques biologiques des principaux types de fibres musculaires
(d’aprés Lefaucheur 2010 ; Listrat et al., 2015).

| 1A X 11B
Vitesse de contraction + +++ b+ P
ATPase myofibrillaire + +++ ++++ +++++
Seuil d’excitation + +++ ++++ FH+++
Durée de travail par jour +++++ +++ +++ +
Résistance a la fatigue +++++ ++++ ++ +
Métabolisme oxydatif +++++ ++++, +H+++ +, ++ +
Métabolisme glycolytique + ++++ ++++ +++++
Phosphocréatine + +++++ +++++ +++++
Glycogene + +++++ ++++ +++++
Triglycérides +++++ ++ + +
Phospholipides +++++ ++++ +++ +
Vascularisation +++++ ++++ ++ +
Myoglobine +++++ +++ +, ++ +
Pouvoir tampon + ++++ +++++ +++++
Epaisseur strie Z +H+++ +++ +++ +
Diametre ++ +, ++ ++++ F+++

Le signe (+) indique respectivement :

+ : Tres faible;
++ : Faible ;

+++ : Moyen ;
++++ : Elevé ;

+++++ : Tres élevé.
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C’est une protéine globulaire dont le poids moléculaire est d’environ 43 kDa (une chaine
polypeptidique de 376 acides aminés). La myosine, une autre protéine majoritaire du muscle
constituant les myofilaments épais, représente 48% des protéines myofibrillaires totales. C’est
une protéine dimérique de poids moléculaire d’environ 470 kDa et comprend deux longues
chaines de structure fibreuses qui se terminent par des tétes globuleuses (chaines lourdes,
MyHC, de PM 200 kDa) auxquelles sont associées des chaines légéeres (MyLC) beaucoup

plus courtes au nombre de deux par MyHC (leur PM étant compris entre 16 et 18 kDa).

Il existe plusieurs isoformes de chaines lourdes de myosine (MyHC): myosine E
(embryonnaire), F (néonatale ou feetale), | (lente) et Ila, Ilb ou lIx (rapide) (Lefaucheur,
2010). La myosine a deux propriétés importantes pour la contraction : d’une part, elle possede
une propriété ATPasique qui est activée par les ions calcium et d’autre part, elle se lie a
I’actine pour former un complexe: I’actomyosine. La myosine prédominante au sein d’une
fibre détermine le type de fibre parmi les types lents (1), rapides oxydo-glycolytiques (l1a) ou
rapides (I1b ou 11x) (Tableau 01).

La mesure (Figure 04) de I’activité ATPasique de la myosine (Brooke et Kaiser, 1970) ou
la séparation des isoformes des chaines lourdes de myosines par la technique d’électrophorese
permettent de distinguer les propriétés contractiles des fibres musculaires et de les classer
(Talmadge et al., 1993 ; Schiaffino et Reggiani, 2011 ; Picard et al., 1999 ; 2011). Les fibres
de type I (lentes) et celles de type 1A, 11X et 1IB (rapides) expriment respectivement les
isoformes MyHC 1, et lla, lIx et 1lb (Figure 04). L’ immunohistochimie permet également de
distinguer des fibres hybrides en particulier les fibres 11C qui contiennent a la fois les
isoformes MyHC | et Ila (Meunier et al., 2010 ; Astruc, 2014b).

Les isoformes de MyHC sont mises en place au cours de développement musculaire selon
une cinétique particuliére. Chez le bovin, les isoformes embryonnaires et feetales de MyHC
disparaissent progressivement au cours du 3°™ trimestre de vie feetale. A partir du deuxiéme
trimestre de la vie feetale, les isoformes rapides adultes (lla et 11x) remplacent
progressivement les isoformes développementales durant le dernier tiers de gestation (Robelin
et al., 1993 ; Picard et al., 1994). Trois semaines apres la naissance, toutes les fibres ne
contiennent plus que les isoformes de MyHC adultes (Duris et al, 1999). Enfin, les fibres
musculaires sont des structures dynamiques qui peuvent passer d’un type a I’autre selon le
schéma de plasticité I < IIA < IIX < IIB (Figure 4A). Un résumé des propriétés des

différents types de fibres dans le muscle de mammifére est présenté dans le Tableau 01.



@ Plasticité du muscle squelettique

SO «— FOG «— FG
I A 1X-B

ATPase myofibrillaire (pH 9,4)

Succinate déshydrogénase

I vyHc-

= myHC hybride IHIA
[ myHc-IA
MyHC-IIX
I vyHc-IB
5 MyHC-lIB —
@ Electrophorése et y TN p— . g ——r MyHC-IIX
quantification par MyHC-IIX — - R —— SRS ~ MyHC-IIA
densitométrie (en %) MyHC-IA | =——— MyHC-I
mHci 7 (D @

Figure 04. Fibres des isoformes de chaines lourdes de Myosines (MyHC : Myosin Heavy Chains).

A) Plasticité du muscle squelettique en illustrant la transition dans les différents types de
fibres musculaires (MyHC-1 (SO, lentes oxydatives); MyHC-lla (FOG, rapides oxydo-
glycolytiques) et MyHC-1Ix/b (FG, rapides glycolytiques)).

B) Coloration histologique des fibres SO, SOG et FG en utilisant I’activité ATPase
myofibrillaire @ pH 9.4 ou la coloration mitochondriale par I’activité de la succinate
déshydrogénase.

C) Identification immunohistologique des fibres (Astruc, 2014b): (1) Activité ATPase
apres incubation a pH 4.45 ; (2, 3, 4) Immuno-histofluorescence par la double coloration de la
laminine (orange) et myosines (vert). (2) Anticorps BADS5 reconnaissant et colorant
I’isoforme MyHC-1. (3) Anticorps BF35 reconnaissant et colorant les isoformes de myosines
MyHC-I + MyHC-lla. (4) Anticorps SC71 reconnaissant et colorant les fibres MyHC-lla
(intense) et MyHC-IIx. (5) Image synthétique obtenue en combinant les coupes de chaque
anticorps des images 2, 3 et 4. La technique d’immuno-histofluorescence est lourde a mettre
en place, mais a I’inverse de I'immunohistologie, elle permet de discriminer les fibres I1x des
fibres 11b et des hybrides contenant les deux isoformes.

D) Séparation des isoformes de fibres de myosines par SDS-PAGE et coloration au Bleu
de Coomassie. La quantification des différents types de fibres s’effectuent par densitométrie
et exprimée en pourcentage (%). (1) muscle contenant les quatre types d’isoformes et (2)
muscle contenant trois isoformes de myosines.
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Malgré la présence des transcrits, les trois isoformes de MyHC rapides adultes (les seules
ayant fait I’objet de caractérisation dans cette these) ne sont pas présentes dans les muscles
matures de toutes les especes de mammiféres. En effet, la MyHC Ilb n’est pas exprimee chez
le mouton et le cheval et a été mise en évidence chez certains bovins (Blonde d’Aquitaine)

(Picard et Cassar-Malek, 2009) avec de fortes différences entre races.
1.2.2. Propriétés métaboliques

Les fibres musculaires sont aussi distinguées selon leur type métabolique (métabolisme
oxydatif, oxydo-glycolytique, glycolytique). Il a été présenté ci-dessus qu’il existe deux types
majeurs de fibres : les fibres oxydatives (fibres type I) et les fibres glycolytiques (fibres type
I1). La mesure des activités enzymatiques est souvent utilisée afin de déterminer le type
métabolique des fibres musculaires. Les enzymes glycolytiques les plus couramment
analysées sont la lactate déshydrogénase (LDH) et la phosphofructokinase (PFK). Les
enzymes du métabolisme oxydatif sont plus nombreuses car représentatives de différentes
voies métaboliques : i) I'nydrolyse des triglycérides circulants par la lipoprotéine-lipase
(LPL) ; i) le catabolisme des acides gras a chaine longue jusqu'a I'acétyl-CoA (enzymes de la
[-oxydation), iii) le cycle de Krebs (impliqué dans le catabolisme de I'acétyl-CoA produit a
partir des acides gras ou du glucose) représenté pat l'isocitrate déshydrogénase (ICDH) et la
citrate synthase (CS) ou iv) de la chaine respiratoire intervenant dans la synthese d'énergie
(représentée par la cytochrome-c oxydase : COX) (Jurie et al., 2006).

La capacité oxydative des fibres musculaires a une relation inverse avec le diamétre de la
fibre. En général, le diametre des fibres de type | est le plus petit alors que les fibres de type
1B ont un diameétre le plus grand et les fibres de type 1A ont un diamétre intermédiaire
(Cassens et al., 1971).

Ainsi, la musculature d’un bovin est constituée de nombreux muscles différents dans leur
forme, leur taille, leur fonction et leur métabolisme et représentant des piéces bouchéres
d’intérét économique variable. La composition chimique et le métabolisme de chaque muscle
sont importants car ils déterminent le métabolisme post-mortem du muscle et la qualité de la
viande. Les études, portant sur le métabolisme musculaire et la qualité de la viande chez le
bovin, utilisent généralement des muscles modeéles caractérisant I’adaptation d’un type
métabolique précis : souvent le muscle oxydo-glycolytique Longissimus thoracis et lumborum
(entrecdte) ou le muscle glycolytique Semitendinosus (rond de gite).
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Figure 05. Principe de formation de la molécule de tropocollagéne (tiré de Dubost, 2012).

Les trois chaines polypeptidiques s’enroulent les unes autour des autres dans le sens inverse
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Figure 06. Principe de la fibrillogenése (tiré de Dubost, 2012).

Les molécules de tropocollagéne vont s'assembler pour former les fibrilles, qui vont elles-
mémes s'agréger pour former la molécule de collagéne.
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1.3. Protéines du tissu conjonctif

Le tissu conjonctif, distribué en trois enveloppes (épimysium, périmysium et endomysium)
(Figure 02), est composé d’une matrice extra cellulaire (MEC) et de cellules (fibroblastes,
adipocytes...etc.). La MEC est constituée majoritairement de molécules des familles des
collagénes et des protéoglycanes, I’ensemble de ces molécules interagissant entre elles pour
réaliser un réseau complexe qui va lui-méme interagir avec les fibres musculaires (revue de
(Astruc, 2014a ; Listrat et al., 2015 ; Nishimura, 2015). Le tissu conjonctif assure au muscle
une grande résistance mécanique. Il est le tissu de soutien du systéme musculaire et intervient
au niveau de la transmission des forces de la contraction myofibrillaire vers le squelette par
I’intermédiaire des tendons. Il est impliqué directement dans le phénomene de tendrete de la
viande. Il représente 3% de la masse musculaire et environ 10% des protéines musculaires
totales. Les protéines de ce tissu sont essentiellement le collagéne et I’élastine et sont

insolubles quelle que soit la force ionique du milieu dans lequel elles se trouvent.

Le collagene représente 80% des protéines du tissu conjonctif. C’est I’'une des rares
protéines a contenir une proportion d’hydroxyproline. L”hydroxyproline représente 12 a 14%
des acides aminés totaux du collagéne. Son dosage permet d’évaluer la teneur en collagéne
des muscles (Etherington et Sims, 1981). Les collagenes sont une famille de glycoprotéines
fibreuses. Quel que soit le type de collagene, la structure générale des molécules de collagéne
est une triple hélice polypeptidique, appelée tropocollagene. Les molécules de tropocollagéne
s'assemblent entre elles (3 hélices a et de 1050 acides aminés) par des liaisons covalentes pour

former des fibrilles de 50 nm de diametre (Figure 05).

Il possede un certain nombre d’acides amineés modifiés qui participent au pontage (liaisons
de réticulation ou « Cross-Links ») entre les triples hélices de tropocollagéne (Figure 06). Ces
pontages assurent la force et la flexibilité des fibres. Cette structure lui donne une certaine
rigidité mecanique qui, avec sa richesse en acides aminés hydrophobes, le rend insoluble dans
I’eau. On distingue plusieurs types de collagene selon leur origine et leur composition. Les
collagenes de types I, 11 et 11 se présentent sous forme de fibres. Le collagéne de type | (80 a
160 nm de diametre) est contenu dans toutes les structures conjonctives dans la peau, les 0s et
les tendons. Le collagéne de type Il (< 80 nm de diametre) est principalement retrouvé dans
les tissus cartilagineux. Le collagéne de type 11l est souvent majoritairement présent dans le
périmysium, et souvent associé aux fibres de collagene de type I. Chez les mammiféres, les

collagénes fibrillaires de type | et 111 sont majoritaires (Bailey et Light, 1989).
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Les autres composants principaux du tissu conjonctif sont les ProtéoGlycanes (PGs). Ce
sont des molécules complexes et multifonctionnelles, constituées d’une protéine de poids
moléculaire compris entre 40 et 350 kDa, liée par liaisons covalentes a plusieurs dizaines de
chaines de GlycosAminoGlycanes (GAGs) (Listrat et al., 2015 ; Dubost et al., 2013). Les
PGs forment de grands complexes, en se liant a d’autres PGs ainsi qu’aux protéines fibreuses
de la matrice (telles que le collagéne). lls lient les cations (sodium, potassium, calcium...) et

I’eau, et régulent le mouvement des molécules a I’intérieur de la matrice (Praillet et al., 1998).

L’élastine est le deuxieme constituant du tissu conjonctif (Listrat et al., 2015 ; Dubost et
al., 2013). Elle représente environ 10% de la masse du tissu conjonctif. C’est une protéine
fibreuse, élastique constituée de deux types de fibres : les fibres épaisses (5 a 10 um de
diametre), orientées parallelement aux cellules musculaires, et les fibres fines (1 a 2 um de
diameétre) qui suivent I’alignement des fibres de collagene du périmysium et de
I’endomysium. L’élastine résiste a la cuisson dans I’eau ; elle gonfle mais ne se dissout pas.

Elle résiste aussi a la plupart des protéases : pepsine, trypsine et chymotrypsine.
1.4. Lipides intramusculaires

Les lipides du muscle sont majoritairement des lipides de structure (les phospholipides) et
des lipides de réserve (les triglycérides et le cholestérol) (Lonergan et al., 2010). Les
triglycérides sont stockés pour une part mineure (5-20%) dans le cytoplasme des fibres
musculaires sous forme de gouttelettes lipidiques (lipides intramyocellulaires), I’essentiel

(80% environ) étant stocké dans les adipocytes (Essen-Gustavsson et al., 1994).

La teneur en lipides intramusculaires (LIM) dépend fortement de la taille et du nombre des
adipocytes intramusculaires. Chez le bovin, la teneur en LIM du muscle Longissimus thoracis
varie de 0,6 a 23,3% respectivement chez des Blanc Bleu Belge et des Noir Japonais a I’age
d’abattage de 24 mois (Gotoh et al., 2009). Par ailleurs, la comparaison de la teneur en LIM
entre les races Aberdeen Angus, Limousine et Blanc Bleu Belge a montré des teneurs plus
faibles chez les animaux Blanc Bleu Belge comparativement aux Angus, les Limousins étant
intermédiaires (Cuvelier et al., 2006). En outre, I'amélioration génétique a eu aussi une
influence sur la teneur en lipides et aujourd'hui, les carcasses des races améliorées, possédent

moins de lipides que celles des races rustiques (Alfonso et al., 2004).
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1.5. Le métabolisme énergétique

Les différentes voies métaboliques existantes dans le muscle produisent de I’ATP avec des
efficacités différentes en fonction des substrats dégradés. Les principales voies du
métabolisme énergétique musculaire peuvent étre définies par leur besoin en oxygene, par les
sources d’énergie qu’elles utilisent (substrats énergétiques), par la quantité d’énergie qu’elles
fournissent (ATP) et par les moyens utilisés pour la produire (activités enzymatiques). Les

trois principales voies de production de I’ATP sont détaillées Figure 07 :

= La voie anaérobie alactique est la premiére source de regénération rapide de I’ATP, a
partir des activités de la créatine kinase et de la myokinase (ou adénylate kinase)
(Schiaffino et Reggiani, 2011).

[1]

La voie anaérobie lactique (voie glycolytique) transforme le glucose ou le glycogéne
en lactate via la glycolyse dans le cytoplasme. Cette voie fournit 3 molécules d’ATP par
unité de glucose dégradé (Salway, 2013). Ne nécessitant pas d’O,, cette voie fonctionne
encore aprés |’abattage de I’animal et participe a la transformation biochimique du

muscle en viande.

[1]

L’oxydation mitochondriale (voie oxydative) nécessite de I’O, et produit de I’énergie a
partir de la dégradation du pyruvate (issu de la glycolyse ou de la glycogénolyse) ou des
acides gras (issus de la B-oxydation). Cette voie produit 34 molécules d’ATP par unité de
glucose dégradé et 129 molécules d’ATP par molécule de palmitate oxydée (Salway,
2013).

Il est & signaler que la principale source d’énergie du muscle est le glucose qui provient
soit du stock naturel de glucose du muscle, le glycogéne, un gros polyholoside de poids
moléculaire variable, soit de la circulation sanguine, issu de I’alimentation ou du stock de
glycogene du foie. Dans le premier cas, avant d’entrer dans les voies de régénération de
I’ATP, le glycogéne est d’abord hydrolysé en glucose-1-phosphate par la voie de la
glycogeénolyse. Le glucose provenant du sang ou de la dégradation du glycogene, entre dans la
voie de la glycolyse commune a I’ensemble des cellules de I’organisme. Puis, en fonction de
I’équipement enzymatique et de I’oxygénation de la cellule, le produit de dégradation du
glucose, le pyruvate, emprunte soit la voie de la phosphorylation oxydative, nécessitant un
apport d’oxygene, soit la voie de la fermentation lactique, réalisée en absence d’oxygéne.

Par ailleurs, aprés I’abattage, la mort physiologique de I’animal peut alors étre caracterisée

par I’absence de I’homéostasie. Comme il n’y a plus d’apport d’O, au muscle, seules les voies

9
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anaérobies vont en principe continuer a fonctionner pendant les heures qui suivent I’abattage.
Il a été montré qu’une dégradation post-mortem rapide de I’ATP et une forte activité
d’enzymes glycolytiques (notamment la glycogéne phosphorylase GP) accélérent la vitesse de
chute du pH, ce qui confére au tissu musculaire une moindre qualité intrinseque de la viande
(Krischek et al., 2011). Ces résultats soulignent I’importance du métabolisme musculaire,
élaboré tout au long de la croissance de I’animal, pour contréler les qualités technologiques et

sensorielles des viandes.

En outre, bien que la voie calcique ne soit pas reliée directement au métabolisme
énergétique de la cellule musculaire, les ions Ca®* du cytosol sont impliqués dans de
nombreux processus a I’intérieur de la fibre musculaire : ils déclenchent la contraction
musculaire (second messager entre I’influx nerveux et les protéines contractiles), régulent
I’activité de nombreuses protéines calcium-dépendantes et peuvent aussi étre captés par la
mitochondrie. Le fonctionnement et le métabolisme de la fibre musculaire sont ainsi
fortement influencés par les flux de calcium entre les différents compartiments cellulaires
(Raffaello et al., 2012 ; Cali et al., 2012 ; Glancy et Balaban, 2012 ; Rizzuto et Brini, 2013 ;
Orrenius et al., 2015). Quelques récents travaux proposent que I’homéostasie du calcium
mitochondriale joue un réle prépondérant dans les phénomenes de production d’énergie apres
la mort de I’animal (Ouali et al., 2013 ; England et al., 2013). Cet aspect sera développe dans

le chapitre 11 en relation a I’apoptose et les mitochondries.
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A) Les différentes phases de transformation du muscle en viande revues par Ouali et al.
(2006) en proposant une étape précoce correspondant a I’initiation du phénomeéne d’apoptose.

B) Le réle central du phénomene d’apoptose dans la mise en place des qualités des viandes et

ses conséquences biochimiques et structurelles sur la cellule et le réle clé du calcium (Ca

24,
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caspasique ;

(2) Inversion de I’asymetrie des phospholipides de la membrane plasmique : phénomeéne
d’externalisation des phosphatidylsérines et de I’internalisation des phosphatidylcholines

et éthanolamines.
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Chapitre 11

« Transformation post-mortem du muscle en viande et réle de I’apoptose »

11.1. Transformation du muscle en viande

Aprés la saignée, I’arrét de la circulation sanguine stoppe I’apport en oxygéne et en
nutriments et face a ceci les cellules n’ont qu’une seule issue : la voie de la mort cellulaire.
L’évolution physico-chimique et biochimique des muscles squelettiques initiée par cette mort

conduit a la transformation post-mortem du muscle en viande.

Celle-ci se produit des la saignée et se déroule en plusieurs phases (Figure 08a) : la phase
de mort cellulaire programmée (MCP), ou apoptose, qui ne dure que quelques minutes a
quelques heures ; la phase d’installation de la rigidité cadavérique ou rigor mortis, pendant
laquelle le muscle conserve encore une activité métabolique ; et la phase de maturation,
période la plus longue et pendant laquelle le muscle subit un ensemble de modifications
physiques et biochimiques conduisant a la viande. Les modifications que subit le muscle
pendant la période de maturation conditionnent au final les qualités organoleptiques de la
viande et en particulier la tendreté.

L hypothése de I’implication de I’apoptose dans les modifications post-mortem du muscle
en viande a été proposée pour la premiere fois par Ouali et al. (2006). Elle a été émise a partir
d’un constat simple : le stress engendré par I’arrét de la circulation sanguine déclenche la mort
cellulaire, les cellules s’engagent alors dans une voie de mort programmée. L’apoptose serait
donc un processus précoce intervenant dans la mise en place des qualités des viandes et en
particulier la tendreté (Ouali et al., 2006). Selon cette théorie il existerait une étape
supplémentaire dans I’évolution de la tendreté, avant la phase de rigor mortis, durant laquelle

I’apoptose a un role prépondérant (Figure 08a).

Selon ces auteurs, les premiéres protéases actives lors de I’abattage seraient les caspases
dont la fonction premiere est de cliver les protéines cellulaires in vivo. Leurs substrats dans la
cellule seraient nombreux, ce qui est comparable a ce qui a été rapporté pour les calpaines.
Les caspases pourraient donc dégrader des protéines clés dans I’organisation structurale des

myofibrilles (Nakanishi et al., 2001 ; Chen et al., 2003), conjointement avec d’autres
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protéases, et donc ainsi jouer un role de premier plan dans la mise en place précoce de la

tendreté, avant les calpaines.

La seconde phase de « rigor mortis » ou rigidité cadavérique, s'installe progressivement et
conjointement avec la premiére phase. Elle se caractérise par des tissus musculaires plus durs,
inextensibles. La rigor mortis est la résultante de I'acidification du tissu musculaire a I'origine
d'une baisse de pH, et de la contraction des fibres musculaires (Harper, 1999; Maltin et al.,
2003). En effet, en raison de l'arrét de l'apport d'oxygene aprés l'abattage des animaux, le
muscle s'oriente d’un métabolisme aérobie vers un métabolisme anaérobie conduisant a la
production d'acide lactique jusqu'a I'épuisement des réserves énergétiques (glycogeéne) et
I'inhibition des enzymes de la glycolyse, responsables de la dégradation du glycogene
(Pearson, 2012 ; Shen, 2015). L'accumulation d'acide lactique qui en résulte, entraine une
acidification du milieu, contribuant a l'abaissement du pH dont la vitesse et I'amplitude
auront, une tres forte incidence sur la qualité finale de la viande. Cette baisse de pH est
également a l'origine de l'inhibition des enzymes responsables de la lyse de I’ATP (ATPases
sarcoplasmiques) provoquant une fuite de Ca®* dans le réticulum qui, & forte concentration,
induit la formation de complexes actine-myosine avec pour conséquence une contraction
musculaire. Les réserves énergétiques du muscle étant épuisées, la dissociation de ces

complexes, qui requiert de I’énergie, ne peut plus avoir lieu.

Le muscle se durcit, la rigidité cadavérique s'installe. Au bout de 24h, le pH ultime est
stable, avec une valeur avoisinant 5,6, les complexes actine-myosine sont majoritaires et tout

I'ATP a été consommeé : le muscle atteint alors son maximum de dureté.

C'est au cours de la derniére phase de transformation du muscle, la maturation, que la
viande commence a s'attendrir. 1l s'agit de I'étape la plus importante car elle conduit a une
augmentation de la tendreté de la viande. La maturation met en jeu différents systémes
protéolytiques endogenes conduisant a des altérations de la structure et de la composition
biochimique des muscles (protéolyse post-mortem ; Harper, 1999). Plusieurs systemes
protéolytiques semblent étre impliqués : le systeme lysosomal (cathepsines D, B, H et L), le
systeme ubiquitine-protéasome ATP dépendant, le systéme calpaine/calpastatine, les
métalloprotéinases de la matrice extracellulaire et les caspases/serpines (Sentandreu et al.,
2002 ; Maltin et al., 2003; Quali et al., 2006 ; Kemp et al., 2010 ; Pearson, 2012 ; Shen,
2015). L'ensemble de ces systémes assure conjointement I'hydrolyse des protéines

myofibrillaires favorisant I'attendrissage de la viande.
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Toutefois, leurs activités et la sensibilité de leurs substrats dépendent de nombreux facteurs
tels que la température et la durée de la maturation de la viande, la chute du pH ou encore
I'augmentation de la pression osmotique consécutive a I’accumulation d’acide lactique dans le
milieu (Geay et al., 2001 ; Pearson, 2012 ; Lonergan et al., 2010 ; Smulders et al., 2014).

11.2. Evolution du pH post-mortem

L’acidification du muscle lors de sa transformation en viande résultant de la glycolyse
post-mortem induit une modification du pH. La vitesse et I'ampleur de la chute de pH dans le
muscle post-mortem sont des facteurs importants de qualité de la viande. L'acidification du
muscle post-mortem va en effet avoir une influence sur de nombreux processus cellulaires
comme la migration des ions, I’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 déterminée principalement par I’activité
ATPasique. 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 aprés 2 heures chez la
volaille, 6 a 8 heures chez le porc et 24 h chez le bovin. L’accélération de la diminution du pH
est due a I’activation du métabolisme de dégradation du glycogéne avant la mort et a son
maintien post-mortem. L’amplitude de la diminution du pH post-mortem détermine la valeur
du pH ultime (pHu). Le pHu est I’un des prédicteurs de la qualité technologique de la viande
utilisé dans les abattoirs. 1l explique une part non négligeable de la variabilité de la tendrete,
la jutosité et la flaveur (Bendall, 1973 ; Boudjellal et al., 2008). De nombreuses études ont

montré que plus les réserves en glycogene sont importantes plus la valeur du pHu est faible.

En outre une relation existe entre le type de fibre et I'évolution du pH post-mortem.
Lefaucheur, (2001) rapporte une corrélation positive entre la valeur du pHu et la proportion
des fibres de type I. Selon Larzul et al. (1997), la taille de ces fibres est corrélée négativement

avec la vitesse de chute du pH dans le muscle Longissimus du porc.

Les fibres de type 11B sont souvent citées comme étant reliées négativement a la qualité de
la viande (Essen-Gustavsson et al., 1992 ; Karlsson et al., 1999 ; Chang et al., 2003). Larzul
et al. (1997) ont montré qu'une augmentation de la proportion de ce type de fibres ainsi que de

leur taille entrainait une augmentation de la vitesse de chute du pH et une diminution du pHu.

13



Chapitre 11 Revue de littérature

De nombreux résultats 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 I’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 5,7 a 6,0.

Plusieurs travaux suggerent que la relation négative entre la tendreté et le pHu, lorsque ce
dernier varie de 5,7 & 6,0, pourrait étre due a une augmentation corrélative du degré de
contraction des myofibrilles. Cette hypotheése est appuyée par la corrélation négative entre le
pHu et la longueur des sarcomeéres (Bouton et al., 1973 ; Purchas, 1990). 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 I’intensité de la protéolyse au cours de la maturation.
11.3. Apoptose ou Mort Cellulaire Programmee (MCP)
11.3.1. Définition

Le terme « apoptose » ou mort cellulaire programmée a été introduit en 1972 pour définir
une forme de mort cellulaire morphologiquement, biochimiquement et moléculairement
différente de la nécrose, seule forme de mort cellulaire connue jusqu’alors (Kerr et al., 1972).
Le mot « apoptose » fait référence a la chute programmée des feuilles caduques en automne :
« apo » pour éloignement et « ptose » pour chute en grec ancien. L’apoptose est un processus
actif et physiologique de mort cellulaire, utilisé pour éliminer les cellules en exces,

endommagées ou infectées, potentiellement dangereuses pour I’organisme.
11.3.2. Role physiologique de I’apoptose

Au cours de 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 Miller
qui est détruit chez les hommes, du canal de Wolff qui est détruit chez la femme. L’apoptose
participe egalement a la morphogenese des doigts ou les cellules de I’espace interdigital des
doigts d’un embryon disparaissent par apoptose (Wood et al., 2000). La mise en place des

systémes nerveux et immunitaire fait également appel a I’apoptose qui assure qu’un nombre
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Selon les types cellulaires et les stimuli, une des trois voies de mort cellulaire-apoptose,
autophagie et nécrose- peut étre préeférentiellement impliquées. Les caractéristiques

morphologiques des trois types de mort cellulaire sont illustrées.
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correct de cellules souches se différencient. Pendant le développement embryonnaire, les
neurones sont géenérés en exces et les cellules surnuméraires vont ensuite mourir par apoptose

afin de créer un équilibre entre les neurones et les cibles qu’ils innervent (Clarke et al., 1998).
11.3.3. Autophagie et apoptose

Le terme autophagie désigne un processus d'autodigestion de matériel cellulaire par la voie
de dégradation lysosomale. C’est un mécanisme déclenché par la cellule pour permettre la
survie cellulaire en condition de carence nutritionnelle. 1l existe plusieurs types d'autophagie.
La micro-autophagie permet la séquestration de petites portions de cytoplasme dans les
lysosomes par invagination de la membrane lysosomale. L'autophagie dépendante des
chaperonnes permet I'adressage de protéines solubles mal repliées aux lysosomes. La macro-
autophagie communément appelée autophagie permet la dégradation des protéines a durée de
vie longue et des organites endommagés (Mizushima et al., 2008). En effet, I'autophagie est
un processus de dégradation qui fournit a la cellule un apport d'acides aminés ou d'acides gras
essentiels a la synthése protéique ou lipidique. Cependant, une autophagie dérégulée peut
également conduire a la mort cellulaire probablement par autoconsommation excessive des
constituants vitaux de la cellule. On parle de mort cellulaire associée a I’autophagie plutét 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 I’autophagie dans la mort cellulaire n’est
pas clairement établie. En fait, I’autophagie servirait de mécanisme de secours pour induire la

mort si I’apoptose est déficiente (Levine et Yuan, 2005).
11.3.4. Nécrose et apoptose

La nécrose est considerée comme une mort cellulaire « désordonnée » (Figure 09). En effet
au cours de la nécrose, les cellules se gorgent d’eau au point que cela entraine la lyse de leur
membrane plasmique. C’est une Véritable explosion cellulaire qui conduit a la libération, dans
le milieu environnant, du contenu cytoplasmique. Les organites cellulaires eux aussi gonflent
et se vident de leur contenu. L’ADN nucléaire est dégradé de maniere aléatoire par des
endonucléases activées notamment par des serine peptidases. La taille des fragments d’ADN
ainsi générés est trés hétérogene. La nécrose d’une cellule affecte les autres cellules par
I’action des enzymes intracellulaires libérées et des macrophages qui viennent en renfort pour
nettoyer le site. Le résultat est que toute une région de I’organe devra étre régénérée apres
destruction totale des cellules endommageées (Fidzianska et al., 1991 ; Buja et al., 1993 ;
Majino et Jons, 1995 ; Ouali et al., 2006).
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Par opposition a la nécrose, I’apoptose est considérée comme une mort cellulaire
« ordonnée », procédant en différentes étapes (Figure 08a,b) (Wyllie et al., 1980 ; Buja et al.,
1993 ; Majino et Jons, 1995 ; Martin et al., 1995 ; Bratton et al., 1997 ; Matsura et al., 2005 ;
Youle et Karbowski, 2005) et ce, quelle que soit la voie d’induction (radiation, présence de

molécules chimigues ou hormonales, mitose incomplete, ...etc.) :

E Tout d’abord, les cellules en apoptose s’isolent des autres par perte de contact entre les

cellules ;

[x]

On assiste ensuite & une importante condensation a la fois du noyau et du cytoplasme ce

qui induit une diminution significative du volume cellulaire ;

[x]

Les mitochondries de la cellule apoptotique subissent plusieurs modifications majeures :
libération du cytochrome c¢ dans le cytoplasme, diminution du potentiel membranaire

(Pm) et altération de la perméabilité membranaire avec ouverture de pores spécialisés ;

[x]

Aprés condensation du noyau, la chromatine est cliveée en fragments réguliers d’environ

180 paires de bases ;

[x]

Parfois, la membrane plasmique bourgeonne et forme des corps apoptotiques renfermant
une partie du cytoplasme de la cellule ;

Afin de faciliter la reconnaissance des corps apoptotiques par les phagocytes, la cellule
signale son état apoptotique & son environnement grace au changement de localisation des
molécules de phosphatidylsérines qui passent d’une orientation cytoplasmique a une

orientation extracellulaire.
11.3.5. Les peptidases apoptogenes (les Caspases)

L’évidence scientifique actuelle suggere que I’apoptose est une caractéristique de la cellule
musculaire (Sandri et Carraro, 1999 ; Primeau et al., 2002 ; Sandri, 2002 ; Leeuwenburgh,
2003 ; Tews, 2002, 2005). En accord avec ce rapport, I’expression de différentes caspases
(caspases-1, -3, -6, -8 et -9...) et de divers régulateurs de I’apoptose (activateurs ou
inhibiteurs) a été vérifiée dans les cellules du muscle squelettique (Biral et al., 2000 ;
Belizario et al., 2001 ; Sandri et al., 2001).

Les peptidases apoptogenes sont des peptidases a cystéine qui possédent une spécificité
stricte de clivage de leurs substrats aprés un résidu d’acide aspartique (Asp ou D). Une
nouvelle nomenclature proposée par Alnemri et al. en 1996, regroupe désormais les
peptidases apoptogenes sous le nom de CASPASE (Cysteinyl ASPartate-specific peptidASE).
Le C du mot caspase représente la cystéine du centre actif ; « ASP » définit la spécificité
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stricte de clivage des substrats de cette famille de peptidases apres un acide aspartique,
I’ensemble étant suivi du suffixe « ASE » qui est le suffixe commun a toutes les enzymes
(Alnemri et al, 1996). L’ICE, (Interleukin-/f Converting Enzyme) qui fut,
chronologiquement la premiere caspase caractérisée, a donc été tout naturellement rebaptisée
caspase 1. A ce jour 14 caspases ont été identifiées mais il ne fait aucun doute que cette liste

n’est pas exhaustive (Figure 10).

Dans le monde vivant, toutes les caspases ont une structure tres conservée (Figure 10)
comprenant : i) un prodomaine N-terminal de taille variable, ayant un rdle primordial dans les
interactions protéine-protéine, en particulier avec les protéines régulatrices de I’apoptose ; ii)
un second domaine qui deviendra, aprés clivage, la grande sous-unité (L pour Large) et qui
porte le site actif de I’enzyme avec un résidu cystéine (C) et un résidu histidine (H) ; et iii) un
troisieme domaine qui deviendra, aprés clivage, la petite sous-unité (S pour Small) et qui a un

role conformationnel (Fuentes-Prior et Salvesen, 2004).

Sous cette forme, I’enzyme est inactive. Pour qu’elle soit activée, I’enzyme doit subir une
maturation au cours de laquelle le prodomaine N-terminal est éliminé. Puis, deux molécules
d’enzyme s’associent pour former un dimere, possédant deux sites actifs en position téte-
béche (Figure 11). L’activation des sites actifs ne peut se faire qu’au niveau du dimere apres
association a des complexes activateurs par I’intermédiaire d’interaction DED-DED (Death
Effector Domains) ou CARD-CARD (Caspase Recruitment Domain) (Herrera-Mendez et al.,
2006a ; Ouali et al., 2006 ; Fuentes-Prior et Salvesen, 2004).

11.3.6. Schéma général de I’apoptose

Plusieurs voies conduisant a I’apoptose ont été mises en évidence. Les principales sont les
voies intrinseque et extrinseque (Figure 08b). Il existe également deux voies mineures qui
font intervenir le réticulum endoplasmique et le granzyme B. Des revues récentes décrivent en
détail ces différentes voies (Dlamini et al., 2004 ; Ouali et al., 2006 ; Rupinder et al., 2007 ;
Bao et Shi, 2007 ; O’Brien et Kirby, 2008 ; Sakamaki et Satou, 2009).

Le processus apoptotique se déroule, en général, selon un programme relativement précis,
caractérisé successivement par une phase d’initiation, dépendante de la nature du stimulus et
du type de cellule, suivie d’une phase d’exécution via les caspases effectrices (Figure 08b). Le
stimulus déclenchant le processus d’apoptose peut provenir de I’extérieur de la cellule (voie

extrinséque) par I’intermédiaire de I’activation des récepteurs de mort ou de I’intérieur (voie
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intrinséque) en réponse a des conditions trés défavorables a la survie de la cellule. Des lors,
les caspases initiatrices vont étre activées au niveau de complexes oligomériques et vont a
leur tour activer les caspases exécutrices qui vont prendre en charge la déstructuration des
cellules (Fuentes-Prior et Salvesen, 2004 ; Ouali et al., 2006).

11.3.6.1. La voie extrinseque

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 (Figure 08b). 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
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 domaines. Un exces 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, &tre 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 executrices (caspases 3 et 7) responsables de la déstructuration de la cellule.
11.3.6.2. La voie intrinseque

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 role
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 maniére genérale, 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 I’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).
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Ce processus implique une détérioration des mitochondries par des protéines
proapoptotiques de type Bax. Les mitochondries subissent une perte du potentiel membranaire
(Ym) et une perméabilisation de la membrane externe conduisant a la libération du
cytochrome c (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 cytochrome c 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 I’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).
11.4. Mise en place de I’apoptose post-mortem et conséquences

Comme on I’a vu, 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 (Becila et al., 2010 ;
Kemp et Parr, 2012 ; Cao 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), le déclenchement de

la mort cellulaire par le processus apoptotique est I’issue la plus probable.

En ce qui concerne la science de la viande, trés peu de choses sont connues au sujet des
mécanismes moléculaires de [I’apoptose, mais cette étape préliminaire pourrait étre
d’importance cruciale dans le muscle post-mortem puisque tous les changements suivants qui
contribuent a la conversion post-mortem du muscle en viande dépendront fortement de cet

événement.

L’apoptose peut étre mise en évidence par différentes caractéristiques morphologiques ou
biochimiques, telles que le rétrécissement des cellules, les modifications mitochondriales par
libération du cytochrome c et le changement du potentiel membranaire (¥m), la dégradation
de I'ADN nucléaire en fragments réguliers, changement de localisation des molécules de
phosphatidylsérines (d’une orientation cytoplasmique a une orientation extracellulaire),
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et enfin, la dégradation étendue des protéines cytosquelettiques spécifiques, telle que I’actine,
présumé étre un marqueur potentiel du processus d’apoptose. L’apoptose peut étre aussi
distinguée des autres types de morts cellulaires par les caractéristiques biochimiques, y

compris l'activation de la cascade des caspases.
11.4.1. Signalisation de I’apoptose au niveau du muscle

De nombreuses questions et investigations ont été émises pour connaitre la voie de mort
que les cellules musculaires décident de prendre aprés la saigne de I’animal. Les suggestions
plausibles ont été rapportées par Ouali et al. (2006 ; 2007). Une possibilité serait un
changement irréversible dans les myofibrilles a la jonction neuromusculaire ou des activateurs
de la cascade apoptotique pourraient étre produits. Une telle hypothése est soutenue par la
diminution rapide de I’efficacité de la stimulation électrique de basse tension (Valin, 1982)
qui résulte d’un changement post-mortem rapide du systeme nerveux. De méme, la
dénervation a été montrée capable d’induire I’apoptose dans le muscle squelettique, un
processus souvent lié a une fragmentation des myofibrilles (Adams et al., 2001 ; Liu et
Ahearn, 2001).

Une autre hypothése de I’induction de I’apoptose dans le muscle post-mortem pourrait étre
le dysfonctionnement des mitochondries (déterioration de la chaine oxydante, augmentation
intracellulaire de la concentration de radicaux libres (ROS), se produisant peu apres la mort
(Renerre, 1999). En effet, le changement des mitochondries pourrait étre un autre initiateur de
I’apoptose par la libération des facteurs proapoptotiques comme le cytochrome ¢ (Adrian et
Martin, 2001). Ce sont deux voies possibles menant a I’apoptose dans le muscle post-mortem

mais d’autres voies peuvent exister.
11.4.2. Caspases et attendrissage des viandes

Il est bien connu que I’attendrissage des viandes résulte de I’altération de la structure
contractile par les enzymes protéolytiques endogenes. Les mécanismes sont donc en majorité
de nature enzymatique et impliquent des peptidases endogénes (Sentandreu et al., 2002). Si
on considere que la premiere phase intervenant lors de I’attendrissage des viandes est
I’apoptose, on réalise que les peptidases les mieux placees pour altérer la structure contractile,

seraient les caspases puisqu’il s’agit de leur fonction primaire (Ouali et al., 2006).
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En outre, in vitro les caspases conservent 20 a 50% de leur activité a un pH compris entre 5
et 6 (Stennicke et Salvensen, 2000). Ainsi, les caspases peuvent encore agir dans le muscle
post-mortem durant les phases de rigor mortis et de maturation. L’étude de Pulford et al.
(2009) a confirmé le déclenchement de I’apoptose a la mort de I’animal. Ces auteurs ont
montré, chez des animaux présentant un faible pHu, que I’activité des caspases 3 et 7 était
plus élevée suggérant un taux d’apoptose plus important. Par ailleurs, I’activité de la caspase
9 est deux fois plus élevée que celle de la caspase 8, indiquant que la voie intrinséque est
privilégiée quel que soit le pHu. D’autres études ont montré que I’activité des caspases n’est
pas entierement perdue pendant le stockage post-mortem. Elles sont capables de cliver
plusieurs protéines du muscle post-mortem, et elles ont aussi le pouvoir de dégrader et
d’inactiver les calpastatines (inhibiteurs des calpaines) (Wang et al., 1998 ; Kemp et al.,
2006 ; 2009 ; 2010 ; Kemp et Parr, 2012 ; Kemp et Wheeler, 2011).

11.4.3. Calpaines et apoptose

Les calpaines sont un groupe de peptidases a cystéine cytoplasmiques activées par le
calcium (Ca?*-dépendantes). Elles sont reliées en partie & la nécrose (Takano et al., 2005). Les
calpaines sont aussi activees dans les systemes apoptotiques, ou elles peuvent controler
I’activité des protéines de régulation apoptotiques (Takano et al., 2005) qui peuvent a leur
tour étre reliées & la mort cellulaire (Nath et al., 1996 ; Takano et al., 2005). Les premieres
observations ont été faites par Squier et al. (1994) qui ont détecté une activité protéolytique
dans les thymocytes. En outre, plusieurs inhibiteurs de calpaines, en particulier la calpastatine
permettent de prévenir I'apoptose (Squier et al., 1994 ; Sarin et al., 1994).

Il semble méme qu'il y ait une collaboration entre caspases et calpaines depuis qu'il a été
montré que la calpastatine pouvait étre clivée par les caspases au cours de I'apoptose (Porn-
Ares et al., 1998 ; Wang et al., 1998 ; Wang, 2000). Les calpaines sont connues pour avoir
aussi le pouvoir d’identifier et de cliver des proteines du cytosquelette impliquées dans
I’apoptose et I’attendrissage des viandes (Vanags et al., 1996). Il a été montré que les
caspases et les calpaines partagent des substrats communs suggérant qu'un mécanisme de
communication de type cross-talk pourrait exister (Bizat et al., 2003). Autre illustration de
cette coopération, les calpaines contrdlent les caspases 9 et 3 en activant les proenzymes. Le
role de la calpaine au cours de I’apoptose est par ailleurs confortée par le fait qu’elle clive des
molécules faisant partie du programme apoptotique comme Bax, promoteur apoptotique
(Wood et al., 1998 ; Choi et al., 2001).
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11.4.4. Calcium (Ca*") musculaire et apoptose

Le Ca** connu pour accélérer le processus d’attendrissage, a été montré comme un
effecteur indispensable au déclenchement et au déroulement de I’apoptose (Szabadkai et
Rizzuto, 2004 ; Orrenius et al., 2003 :2015). Le taux de Ca®* s’éléve durant I’installation de la
rigor mortis, de maniére consécutive a son relargage par le réticulum sarcoplasmique des
cellules musculaires (Vignon et al., 1989). L’augmentation du taux de Ca®" intracellulaire
permet de déclencher I’apoptose via la voie mitochondriale (libération du Cyt c) par
I’activation de la caspase 9 qui, a son tour, activera les caspases effectrices, ce qui
déclenchera la voie intrinseque. Ceci est d’autant plus possible par la modification de la
perméabilite de la membrane externe des mitochondries, libérant ainsi des signaux
proapoptotiques a l'intérieur de la mitochondrie (Figure 12). Une augmentation de la
perméabilité consiste en I’ouverture des pores de transition de Ca®* de type PTP (Permeability
Transition Pore), un complexe protéique localisé au niveau des points de contact entre les
membranes mitochondriales interne et externe (Rizzuto et Brini, 2013). Ce complexe
fonctionnant comme un canal de transfert, il est dépendant de la tension qui s’active par les
fortes concentrations de Ca**, entrainant par conséquent I’ouverture des pores. Il permet ainsi
aux molécules de faible poids moléculaire (telles que le Cyt c et les inhibiteurs AIF et autres
cofacteurs) de quitter la mitochondrie (Glancy et Balaban, 2012 ; Orrenius et al., 2015).

De plus, I’élévation du taux du Ca®" pourrait étre responsable de I’exposition de la
phosphatidylsérine sur la face externe de la membrane (Zwaal et al., 2005 ; Bevers et

Williamson, 2010) ou aussi de la production d’énergie (Glancy et Balaban, 2012).
11.4.5. Oxydation cellulaire et apoptose

Le declenchement de I’apoptose via la voie mitochondriale provogue un arrét de la chaine
respiratoire et donc une perturbation du potentiel redox. Les molécules d’oxygene présentes
se transforment en radicaux d’especes oxygénés (ROS). Cette production augmentée de ROS
et la perturbation de I’homéostasie du potentiel redox peuvent provoquer la réduction du
groupement thiol des protéines constitutives du pore mitochondrial et leur activation
conduisant a la perméabilisation du pore mitochondrial (Crompton, 1999). De plus, dans des
carcinomes du colon, les ROS peuvent provoquer des changements de conformation de
protéines proapoptotiques de la famille Bcl-2, comme Bax, facilitant la formation de pores
dans la mitochondrie (Kim et al., 2004). Stennicke et Salvesen (1999) ont montré que les

ROS pouvaient inhiber les caspases par I’oxydation des résidus cystéine. La production de
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ROS va également augmenter celle d’une famille de lipides, les céramides (Quillet-Mary et
al.,, 1997), qui activeront les scramblases, facilitant ainsi I’externalisation des
phosphatidylsérines (Lang et al., 2005). Ces aspects sont développés dans la partie

« marqueurs d’apoptose » de ce présent chapitre.
11.4.6. Enzymes lysosomales et apoptose

Les enzymes lysosomales interviennent également dans I’apoptose. En effet, dans le
muscle post-mortem, les membranes des lysosomes sont fragilisées et les enzymes libérées,
notamment les cathepsines B, L et D (Turk et al., 2001). Ainsi, dans les cellules HeLa (lignée
cellulaire cancéreuse utilisée en recherche médicale), la cathepsine D est capable d’activer
différentes protéines des voies apoptotiques. Elle peut cliver les procaspases 9 et 3 et ainsi les
activer. De méme, elle facilite la libération du cytochrome ¢ dans le milieu cytosolique
activant ainsi les protéines Bid (qui devient t-Bid) et Bax. La procathepsine D, contenue dans
les endosomes, est clivée par les céramides qui assurent également sa libération dans le
cytosol (Heinrich et al., 2004).

11.4.7. Stress/protéines de stress et apoptose

Il a été montré que les animaux stressés, présentent une viande plus dure que des animaux
au comportement calme (Voisinet et al., 1997 ; King et al., 2006). La voie du stress cellulaire
correspond a un cas particulier du stress quelle que soit sa nature, et qui conduit la cellule a
synthétiser des protéines protectrices, les HSPs, ou protéines de stress ou protéines de choc
thermique) capables de préserver I’ensemble des protéines cellulaires contre tous risques de
dénaturation et de perte éventuelle de leur fonction (Kultz, 2003). Leur action freinerait la
mise en place de I’apoptose, ce qui, pour certains auteurs, expliquerait pourquoi les animaux

stressés présentent une viande plus dure.

Les protéines de stress ou Heat Shock Proteins (HSP) sont tres nombreuses et classées en
sous-familles sur la base de leur poids moléculaire : Hsp90, Hsp70, Hsp40, Hsp27, Hsp20,
...etc. Dans la cellule, ces protéines apparaissent des que celle-ci se trouve en danger. Les
HSPs ont un réle essentiel puisqu’elles vont contribuer a la bonne conformation spatiale des
protéines, conformation indispensable pour que ces derniéres puissent assurer
convenablement leur réle. 1l faut donc s’attendre a ce que ces protéines aient, lors d’une mort
cellulaire programmeée, une fonction antiapoptotique (Arrigo et al., 2002 ; Beere, 2004 ;2005
Arrigo, 2005 ; Flower et al., 2005).
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Les travaux de Bernard et al. (2007) ont montré une corrélation positive entre une
meilleure tendreté et les niveaux transcriptionnels bas des génes DNAJAL et HSPB1 codant
respectivement, les protéines Hsp40 et Hsp27. Il a été montré que le complexe
DNAJA1/HSP70 inhibe directement I’apoptose en empéchant la protéine proapoptotique Bax,
qui lorsque transférée a la membrane mitochondriale, elle subit des changements
conformationnels déclenchant la libération du cytochrome c, composant essentiel a
I’activation de la voie intrinséque de la caspase 9 (Gotoh et al., 2004). Le fort niveau
d’activité de la caspase 9 retrouvé dans les premieres heures suivant I’abattage indique que, la
voie intrinséque de I’apoptose est privilégiée. Enfin, les changements dans I’activité des
caspases 3 et 7 se sont révélés étre positivement associés avec le développement d’une viande
plus tendre (Kemp et al., 2006 ; Kemp et al., 2010).

Dans le phénoméne d’apoptose, ces HSPs sont capables d’intervenir a différents niveaux :
i) formation d’un complexe avec les caspases actives (initiatrices ou effectrices) les
empéchant ainsi d’assurer leur fonction ; ii) Protection des protéines cibles (substrats) des
caspases effectrices empéchant ou retardant ainsi leur dégradation par ces enzymes ; et iii)
Réparation ou tentative de réparation des protéines ayant subi des dommages structurels suite
au stress lui-méme ou a I’initiation du processus apoptotique ou encore, a cause de I’action du

stimulus qui est a I’origine de I’entrée en apoptose.

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

par la voie impliquant les mitochondries décrite précédemment (Ouali et al., 2006).
11.4.8. Variation des espaces intra- et extracellulaires et apoptose

D’autres travaux ont été consacrés a I’évolution post-mortem des espaces intra- et
extracellulaires en relation avec les mouvements de I’eau dans le muscle et la rétention d’eau.
L acidification du muscle fait que la charge des protéines diminue et que celles-ci devenant
progressivement plus hydrophobes vont fixer de moins en moins I’eau. Ceci est conforté par
la corrélation trés élevée observée entre I’augmentation de I’espace extracellulaire et le pH du
muscle (Guignot et al., 1993). Le seul point qui demeurait jusqu’alors inexpliqué était le fait
que I’augmentation de I’espace extracellulaire débutait dés la mort de I’animal alors que le pH
était encore trés proche de la neutralité.
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Figure 13. Organisation de I’actine dans le muscle strié (adapté de Svitkina, 2013).

A) Coupe fine sous microscopie électronique a transmission (TEM) du muscle Sartorius
montrant I’organisation des sarcomeres des fibres musculaires. Un sarcomére complet est
représenté dans I’image.

B) Organisation moléculaire du sarcomére. Les lignes noires associent les zones

correspondantes du micrographe et le diagramme schématique.
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Les événements associés a la mort cellulaire fournissent aujourd’hui une explication
puisqu’une cellule entrant en apoptose se dissocie des autres et se rétracte. La conséquence va
étre une diminution de I’espace intracellulaire et une augmentation parallele de I’espace
extracellulaire. Becila et al. (2010) ont confirmé que les cellules musculaires meurent par
apoptose, et subissent une rétraction cellulaire intense d’environ 33 % évalué a 24h post-
mortem. Le rétrécissement des cellules est discernable a 1 h post-mortem et méme plus tét

selon des observations précédentes (Ouali et al., 2007 ; Ouali et al., 2013).
11.5. Preuves de la mise en place de I’apoptose

Plusieurs chercheurs ont focalisé leur attention sur la compréhension des mécanismes
impliqués dans les changements morphologiques dus a la mort cellulaire par apoptose.
Différentes constatations viennent appuyer aujourd’hui 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 ; Zhang et al., 2013 ; Ouali et al., 2013 ; Zhang et al., 2013 ; Sierra et
Olivan, 2013 ; Longo et al., 2015 ; Huang et al., 2016).

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 I’externalisation des phosphatidylserines.

En second lieu, on assiste a une dégradation caspasique de certains composants clés du
cytosquelette, particulierement les filaments d’actine. Ces deux aspects seront développés et

détaillés dans ce qui suit.
11.5.1. Dégradation de I’actine
11.5.1.1. Actine et ses fonctions

Les myofilaments fins sont constitués de 3 protéines : I’actine (20 — 25 % des protéines
myofibrillaires totales), la tropomyosine et les troponines (Figure 13). L’actine est la seconde
protéine la plus abondante des myofibrilles et elle est trés abondante dans beaucoup de
cellules eucaryotiques et son ubiquité est largement documentée. Le squelette d'actine
constitue par les filaments d'actine et une myriade de protéines liées a I’actine est impliqué
dans plusieurs fonctions cellulaires (Svitkina, 2013). Elle est impliquée dans les activités
cellulaires qui exigent un mouvement ou un changement de conformation cellulaire, méme

partiellement (Atencia et al., 2000 ; Disanza et al., 2005).
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L’actine est une protéine globulaire possédant un acide aminé rare, la 3-méthyl histidine.
L’actine a un poids moléculaire de ~ 43 kDa. Elle est constituée d’une chaine polypeptidique
hautement conservée (376 résidus) dont la séquence est connue. Elle existe sous deux formes,
I’actine globulaire (actine G) sous forme de monomeres dispersés qui peuvent s’assembler
pour donner une forme filamenteuse (actine F) sous forme de polymeres (Dingova et al.,
2009 ; Chhabra et al., 2009). Les molécules au nombre de 350 environ sont placées bout a
bout et forment deux brins torsadés en hélice (Figure 13). Les myofilaments fins sont formés
par I’association de cette double hélice et de deux protéines régulatrices (Poirier et al., 1999).
Les filaments dactine sont des structures polaires et ont donc deux extrémités

structurellement et biochimiquement distinctes.

L’actine monomérique (actine G) majoritaire a une concentration ionique trés basse, et des
assemblages spontanés ont lieu juste apres I’augmentation de la concentration ionique pour
former I’actine filamenteuse (actine F). L'actine F, est une protéine cytosquelettique
importante impliquée dans beaucoup de fonctions physiologiques, y compris la motilité,
I'adhérence, la division cellulaire, I’endocytose, la phagocytose, I’établissement et le maintien
de la polarité, le trafic intracellulaire et la morphogénése des cellules et leur entretien
(Chhabra et al., 2009 ; Carlier et Pantaloni, 2010).

L'actine, qui est connue pour toutes ces fonctions et en particulier pour étre un composant
cytosquelettique, possede également d’autres fonctions au sein du noyau des cellules. L actine
nucleaire est impliquée dans divers processus tels que le remodelage de la chromatine, la
régulation transcriptionnelle, les transports nucléaires (Vartiainen et al., 2007), et la
transcription des trois classes d’ARN polymérases eucaryotiques (Ye et al., 2008). La variété
de fonctions cytoplasmiques du cytosquelette d'actine est basée sur sa capacité d’adaptation
aux diverses structures selon les conditions ioniques et I'interaction avec certaines protéines
spécifiques (Pak et al., 2008).

11.5.1.2. Dégradation de I’actine et apoptose

Le processus apoptotique se compose d'un ordre d’événements cellulaires finement
régulés. Sans compter la dégradation de I'ADN nucléaire et l'activation des caspases,
caractéristiques apoptotiques déja citées, d'autres événements cellulaires sont impliqués.
Parmi ces événements, consistant a dégrader des protéines cytosquelettiques au cours de
I'apoptose et qui a suscité beaucoup d'attention est celui de I’actine (Atencia et al., 2000).

L'actine cytosquelettique, un élément essentiel de la cellule, semble étre impliquée dans le
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phénomeéne de la mort apoptotique des cellules (Atencia et al., 2000). Plusieurs études ont
indiqué qu’elle est clivée pendant le phénomene d’apoptose (Asumendi et al., 2000 ; Bursch
et al., 2000). Le clivage de l'actine se produit en méme temps que la dégradation d'’ADN

nucleaire (Suarez-Huerta et al., 2000).

Il est bien connu aujourd’hui que la dégradation de I'actine est le résultat d’un clivage
protéolytique. Le role des caspases, a suscité une attention particuliere en raison de leur
implication dans I’initiation et l'exécution du phénomene d’apoptose. Plusieurs lignes

d'évidence soutiennent ce rapport causal entre la rupture des filaments d'actine et I'apoptose :

2 Premierement, dans certaines cellules, chaque cellule ayant un noyau réduit en fragments,
indicateur du changement d'ADN lors d’apoptose, montrent également, une

désorganisation compléte de I’actine F (Van De Water et al., 1996) ;

[x]

Deuxiémement, la rupture cytosquelettique dans les cellules apoptotiques favorise les
dommages de la membrane mitochondriale, et augmente la libération du Cyt c, activant la

caspase 9, qui a son tour lance la cascade caspasique (Yamazaki et al., 2000) ;

[1]

Troisiemement, il y a une association physique entre I'actine et la DNase | (Kabsch et al.,
1980). L'actine intacte peut lier et séquestrer la DNase I, une endonucléase qui induit la
fragmentation de I’ADN, de sorte que la rupture de I'actine active les DNases et provoque

la dégradation nucléaire, une forte caractéristique de I’apoptose (Kayalar et al., 1996) ;

[x]

Quatriemement, le clivage cytosquelettique accélére ainsi l'activation de la caspase 3
(‘Yamazaki et al., 2000).

Le clivage de I’actine F par la caspase activée est étudié in vitro et in vivo, et les effets
peuvent étre empéchés par certains inhibiteurs de caspases (Mashima et al., 1995, 1997,
1999). Il a été constaté que la caspase activée, n’assure pas seulement la catalyse directe de la
dégradation d'actine, mais active également d'autres enzymes intracellulaires qui, a leur tour
attaquent I'actine intracellulaire (Sabourin et al., 2000). Le déclenchement des changements
de I’actine F ayant lieu lors de I’apoptose varient avec le type de cellules et, selon les
inducteurs apoptotiques considérés (Suarez-Huerta et al., 2000). Cependant, on admet que le
clivage de I’actine F est un événement qui s’installe & un stade trés précoce de I’apoptose
(Maruyama et al., 2000).

Une autre étude a démontreé la formation de filaments enrobés dans des corps apoptotiques
(van Engeland et al., 1997). Dans les études montrant lI'ordre de la cascade apoptotique,
Maruyama et al. (2000) ont signalé que les changements cytosquelettiques sont parmi les
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événements les plus précoces, précédant d'autres changements apoptotiques. Par ailleurs, il a
été constaté que le processus de bourgeonnement ayant lieu dans les cellules apoptotiques,
menant par la suite a la fragmentation des cellules, exige la neopolymérisation de I'actine
(Suarez-Huerta et al., 2000) et semble étre dynamiquement régulé (Rao et al., 1999). En
outre, a la suite de son clivage, le fragment d'actine lui-méme peut induire des changements
morphologiques (Mashima et al., 1999). Plusieurs études ont montré qu’il s’agit d’un

changement biphasé.
11.5.1.3. Les peptidases apoptogenes (caspases) et clivage de I’actine

L'actine est bien connue comme un substrat des caspases (Kayalar et al., 1996 ; Song et al.,
1997) et des calpaines (Brown et al., 1997 ; Wang et al., 1998). Dans certaines cellules
modeéles, un lien direct entre la dépolymérisation d'actine et la dégradation de I’ADN a été
ainsi suggéré (Kayalar et al., 1996). Bien qu’elle présente une résistante au clivage in vivo
dans certains modeéles (Song et al., 1997), le ciblage de l'actine et d'autres filaments
intermédiaires est responsable en partie de la dégradation de la morphologie cellulaire

pendant la phase exéecutrice de I’apoptose.

Le lien qui existe entre la caspase 3 et I’actine a été largement étudié et il semble que la
caspase 3 clive la gélsoline. Les fragments produits perturbent les filaments d'actine
(Kothakota et al., 1997).

Le Gas2 (growth arrest-specific gene), un composant de la structure des microfilaments
auquel I’actine se lie, est considéré comme substrat, et est clivé par la caspase 3 (Sgorbissa et
al., 1999). De plus, I’actine est clivée par la caspase (Figure 08c) principalement au niveau de

244

deux emplacements, entre Asp™ et Asn'? et entre Asp** et Gly**. Un site du clivage mineur

entre Glu'™ et Ala’® a également été identifié (Kayalar et al., 1996).
11.5.1.4. Dégradation de I’actine post-mortem

Il a été suggeré qu’une degradation 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-Frometa et al., 2013 ; Rasolofoharitseheno et al., 2015). La dégradation
peut étre mise en évidence par électrophorese en conditions dénaturantes (SDS-PAGE) a
différents temps post-mortem, et les différents fragments peuvent étre revélés par western blot
par I’utilisation d’anticorps mono ou polyclonaux dirigés contre I’actine et ses fragments ou

aussi par analyse protéomique couplée a la spectrométrie de masse.
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Les caspases vont alors dégrader différents constituants de la cellule, notamment le
cytosquelette. Ainsi, des protéines comme I’actine, la myosine, la spectrine, et la tubiline sont
protéolysées. Cela méne a un affaissement de la cytostructure de la cellule, ce qui lui confere
un aspect caractéristique au microscope photonique. Les fragments d’actine genérés ont été
proposés comme biomarqueurs potentiels de I’apoptose (Yang et al., 1998) et aussi de la

tendreté de la viande (voir Tableau 05 du chapitre 1V).

La dégradation d'actine est associée a I'apoptose en considérant que sa dégradation précoce
est assurée par les caspases. Un fragment de 32 kDa a été identifié par Becila et al. (2010), un
résultat qui corrobore ceux obtenus par des études antérieures montrant un fragment de 32
kDa dans des cellules apoptotiques en culture (Yang et al., 1998), dans le muscle post-mortem
(Lametsch et al., 2002 ; 2003 ; Morzel et al., 2004) et sur l'actine pure hydrolysée par les
caspases (Mashima et al., 1995 ; Kayalar et al., 1996). Récemment, des fragments de la
dégradation d’actine ont été révelés par notre groupe en travaillant sur le muscle d’un poisson

d’eau douce, Cyprinus carpio (Boudida et al., 2015).
11.5.2. Externalisation des phosphatidylsérines

Lors du phénomeéne d’apoptose, la membrane plasmique forme des bourgeonnements a la
surface des cellules. Celles-ci vont se disloquer en fragments cellulaires entourés d’une
membrane phospholipidique, les corps apoptotiques, contenant des parties du cytoplasme et
du noyau. Ces corps apoptotiques vont ensuite étre rapidement éliminés par les cellules du
systeme immunitaire, ce qui évite la libération du contenu cellulaire et le déclanchement
d’une réponse inflammatoire locale. La reconnaissance de ces corps est facilitée par la
translocation des phosphatidylsérines du feuillet interne de la membrane plasmique vers le
feuillet externe (Bevers et al., 1996; Krieser et White, 2002).

La membrane plasmatique des cellules saines est caractérisée par une distribution
asymeétrique de diverses especes de phospholipides au-dessus des deux feuillets de membrane
(Figure 08d). Le feuillet intérieur, faisant face au cytosol, contient

[x]

la phosphatidylsérine (PS) (qui est un composé acide) ;

[x]

le phosphatidyléthanolamine (PE) et la phosphatidylcholine (PC) (deux composés

basiques, se retrouvent du c6té cytosolique).

Le feuillet externe, faisant face a I'environnement extérieur, héberge le

phosphatidyléthanolamine (mais a un moindre degré que le feuillet intérieur), la phosphatidyl
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Figure 14. Schéma de I’asymétrie des phospholipides de la membrane plasmique (van
Genderen et al., 2003).

La phosphatidylsérine est principalement située dans le feuillet intérieur d0 a l'action de I’APT
(AminoPhospholipid Translocase). L'activation de la cascade des caspases, par exemple a partir du
ligand Fas, a comme conséquence l'inhibition de I’APT et l'activation des phospholipides de la
scramblase (PLSCR). En conséquence, la phosphatidylsérine se présente au niveau du feuillet externe

de la membrane plasmique.
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-choline et les sphingomyélines (SM). Cette asymétrie est produite et maintenue par des
processus énergie-dépendants, qui se fondent sur l'activité d'une dite aminophospholipide
translocase (APT) (van Genderen et al., 2003 ; 2008).

Parmi les criteres moléculaires permettant de distinguer une cellule apoptotique d’une
cellule nécrotique ou normale, se trouve la membrane cellulaire, ou une inversion de polarité
est observée provenant du changement d’orientation de certains constituants. En effet, au
cours de I’apoptose s’opere une altération de la perméabilité membranaire : on observe une
asymétrie de la bicouche phospholipidique provoquée par la translocation de la
phosphatidylsérine, de la membrane interne vers [I’extérieur de la cellule. La
phosphatidylsérine ainsi exposée pourra étre detectée a I’aide d’un marqueur spécifique,
I’annexine V (Becila et al., 2010). L’annexine V couplée a la fluorescéine, en présence de
calcium se lie avec une grande affinité a la phosphatidylsérine, I’un des phospholipides
majeurs de la membrane cellulaire. Ce marquage FITC-annexine V, en plus d’une coloration
d’exclusion au iodure de propidium (colorant vital) permet de distinguer par cytométrie de
flux, les cellules apoptotiques, des cellules nécrotiques ou des cellules viables (van Genderen
et al., 2008).

Des translocases « scramblases », « flippases » et « floppases » sont responsables de
I’ensemble de ces permutations. La présence de la phosphatidylcholine et de la
phosphatidyléthanolamine permet de tamponner le milieu intracellulaire bloquant ainsi
temporairement la chute du pH (Vance, 2008 ; Gagaoua et al., 2015d). Ceci expliquerait les
différents paliers de diminution du pH observés dans le muscle Longissimus d’animaux
Charolais et des muscles d’agneaux ou du dromadaire, durant les dix premiéres heures suivant
la mort de I’animal (Ouali et al., 2006 ; Boudjellal et al., 2008 ; Smili et al., 2014).

L’externalisation des PS sur la surface des cellules est considérée comme un événement
précoce du phénomeéne d’apoptose. Un tel phénomene a été mis en evidence dans le muscle
du rat entre 1 et 24h post-mortem confirmant qu’apres la saignée, les cellules musculaires
meurent bien par le phénomeéne d’apoptose (Becila et al., 2010). L’exposition des PS résulte
de I’inhibition de I'activité des aminophospholipides translocase (APT) et de I'activation de
I'activité des scramblases, ce qui explique I'exposition des PS dans les plaquettes activees
(Verhoven et al., 1995 ; Bratton et al., 1997). Les PS extériorisées proviennent d’un pool de
PS nouvellement synthétisés (Yu et al., 2000). 1l a été rapporté que le taux de la synthése des

PS est augmenté d’un facteur 2 durant I’apoptose (Aussel et al. 1998), bien qu'il n'y ait
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aucune évidence directe que l'externalisation des PS soit exigée pour le déclenchement de

I'apoptose.

Par ailleurs, I’apoptose produit des signaux qui agissent sur la membrane plasmique en
inhibant I’APT et en activant la scramblase phospholipidique (PLSCR) (Figure 14). La
combinaison de ces actions a pour conséquence I’apparition de la PS dans le feuillet externe
de membrane tandis que l'intégrité de la membrane plasmatique demeure intacte et n’est pas
compromise. Il n’est pas encore bien connu comment la machine apoptotique inhibe I’APT et
active la PLSCR. Il semble que la caspase 3 active n'agit pas directement sur ces complexes
moléculaires mais probablement par des intermédiaires qui peuvent inclure un flux ionique
calcique a travers la membrane plasmatique (décrit ci-dessus), ou la protéine kinase C, ou le
transporteur ABC-1 (van Genderen et al.,, 2003). Enfin, La PLSCR transporte bi-
directionnellement toutes les espéces de phospholipides de l'intérieur a I’extérieur du feuillet
et vice-versa par un mécanisme d’ATP-dépendant. Ceci permet aux cellules apoptotiques
d’étre reconnues comme cibles par les macrophages afin de les phagocyter (Martin et al.,
1995 ; Bratton et al., 1997 ; Matsura et al., 2005).

11.6. Inhibiteurs endogénes des protéases et la science de la viande

Les évolutions post-mortem des variables biologiques et de la durete myofibrillaire de la
viande varient énormément en fonction des animaux. Une cause possible de cette variabilité
peut étre la différence dans le contenu d’enzymes et plus probablement dans le rapport
enzyme/inhibiteur, un parameétre reflétant I’efficacité des systemes protéolytiques (Ouali,
1991 ; Valin, 1995).

En 1990, Ouali et Talmant mettaient en évidence que le taux d’inhibiteurs des protéases
endogenes était un meilleur prédicteur de la tendreté de la viande que le taux des enzymes
cibles elles-mémes. Cette observation a conduit a une étude plus systématique des inhibiteurs
dans le tissu musculaire pour essayer d’identifier ces derniers et de préciser la nature de leurs
protéases cibles in vivo, susceptibles de jouer un réle primordial dans le processus
d’attendrissage des viandes (Ouali et Talmant, 1990). C’est le cas de la calpastatine (Ouali et
Talmant, 1990), inhibiteur spécifique des calpaines ubiquitaires (pu- et m-calpaines) et, plus
récemment, des inhibiteurs de sérine protéases (Zamora et al., 1996 ; Zamora et al., 2005).
L’intérét porté aux inhibiteurs est lié au fait que, s’il n’y a pas de relation directe entre le taux
d’enzymes musculaires et la vitesse d’attendrissage, il existe en revanche une bonne

corrélation entre cette méme caractéristique et le rapport enzyme/inhibiteur.
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Figure 15. Structure d’une serpine (Adapté de Silverman et al., 2001).

Structure typique des serpines, exemple de I’a-AT native (SERPINAL ; PDB code 1QLP), avec
présence de trois feuillets B (feuillet A/rouge, feuillet B/vert et feuillet C/jaune), de neuf hélices
a (hA - hl/gris) et d'une boucle d'inhibition ou RCL (Reactive Center Loop) (bleu). Le résidu
qui confeére la spécificité, nommé résidu P1, est aussi représenté au niveau de la boucle RCL.
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Cette hypothése a été soutenue par des résultats montrant que parmi 29 variables
biologiques et physico-chimiques susceptibles d’expliquer la variabilité de I’attendrissage de
la viande (la teneur en inhibiteurs des sérine protéinases, la vitesse de chute de 1’activité p-
calpaine, I’amplitude et la vitesse de chute du pH, P’amplitude d’augmentation de
I’osmolarité, le métabolisme glycolytique des muscles,...), la teneur en inhibiteurs de sérine
protéinases occupait la premiéere place et leur taux dans le tissu musculaire était le meilleur

indice de prédiction de la tendreté de la viande (Zamora et al., 1996; 2005).

Au plan quantitatif, la grande majorité de ces inhibiteurs étaient des serpines. Les serpines
(acronyme pour serine protéinases inhibitors), représentent une classe de protéines
inhibitrices capables d’inactiver a la fois les serines et les cystéines protéinases. Elles sont
largement répandues dans les tissus et cellules de mammiferes étudiés a ce jour (Silverman et
al., 2001). Cependant, peu de données sont actuellement disponibles concernant le muscle

squelettique.
11.6.1. Bref apercu sur les serpines

Dans ce qui suit je donnerai un bref apercu de la superfamille des serpines largement repris

d’une large revue bibliographique réalisée dans le cadre de mon magistére (Gagaoua, 2011).

L’identification et la découverte de la superfamille des serpines remontent aux années 80,
lorsque Hunt et Dayhoff ont noté des homologies de séquences de 30 — 50% entre deux
protéines sériques : I’antithrombine et 1’a; -antitrypsine (a;-AT ou a;-Pl), et I’ovalbumine une
protéine du blanc d'ceuf (Hunt et Dayhoff, 1980). Carrell et Travis ont introduit pour la
premiére fois le terme SERPIN pour désigner au départ la famille des inhibiteurs de

protéinases a serine du plasma (Carrell et Travis, 1985).

Depuis, la caractérisation génétique a révélé un large groupe de génes appartenant a cette
superfamille qui derivent probablement d’une duplication génétique d’un gene ancestral

commun il y’a environ 500 millions d’années (Carrell et al., 1987).

La superfamille des serpines constitue la plus grande classe des inhibiteurs de protéases a
sérine/cystéine connue (Silverman et al., 2010). Actuellement, elle englobe plus de 3000
membres distribués dans les trois regnes du monde du vivant, les archaebactéries (Archées),

les eubactéries et les eucaryotes, ainsi que dans quelques virus (Olson et Gettins, 2011).
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Figure 16. Mécanisme d’inhibition des serpines (Huntington, 2011 ; Olson et Gettins, 2011).

La protéase (E) (Trypsine, cyan) reconnait des résidus situé dans la boucle du RCL (rouge) de la
serpine (l) et s’associe, avec une constante d’association de second ordre ki, pour initier la
formation du complexe Michaelis non-covalent (EI) en interagissant avec les résidus P1 et P1’ de
la boucle, sans avoir recours au changement conformationnel major. Ce complexe peut se
dissocier avec une constante d’association notée k_;, mais le complexe posséde plus de chance
d’aller plus loin (vu que k; >> k_;). La sérine du site actif de la protéase attaque la liaison
peptidique entre P1 et P1’ comme s’il s’agissait d’un substrat (pseudosubstrat), ce qui aboutit a la
formation d’une liaison covalente entre cette sérine et le résidu P1, puis la coupure de la liaison
peptidique entre P1 et P1’ et aboutit & la formation d’un intermédiaire acyl-enzyme (EI°). Le
clivage du RCL déclenche une modification dramatique de la conformation de la serpine. Deux
résultats sont possibles et sont en concurrence I’'un avec I’autre. Le premier est I’insertion
compléte et immédiate, du RCL clivé dans le feuillet B A pour former un brin  additionnel. Ce
mouvement permet d’entrainer avec lui la protéinase (E) du pble de la serpine a I’autre, ce qui
correspond & un déplacement relatif d’environ 70 A, donnant le complexe covalent
enzyme/inhibiteur (E-1*). Ce piégeage se produit avec une constante d’association, Kj.
Cependant, si la protéase peut accomplir la réaction d'hydrolyse avant que son activité soit
entierement compromise, des produits de la serpine clivée (1*) et de la protéase libre sont formés,
avec une constante d’association de ks. Le rapport (ks/ks), aboutit a la « steechiométrie
d'inhibition » (SI), représentant le nombre de moles de serpine exigés pour former 1 mole du
complexe covalent. Enfin, puisque le complexe covalent est seulement un intermédiaire
cinétiqguement emprisonnée, il peut encore former les mémes produits d'lI* et d'E par une
hydrolyse non catalytique, avec une constante d’association de Ks.
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Les serpines sont des glycoprotéines globulaires, composées de chaines de polypeptides et
d’un nombre variable d'oligosaccharides (Potempa et al., 1994), d’un poids moléculaire
compris entre 40 et 60 kDa et ayant des séquences variant de 350 — 400 acides aminés (Irving
et al., 2000 ; Gettins, 2002).

Ainsi, une serpine est constituée de 3 feuillets B (A (cing), B (six) et C (cing)), constituant
le corps de la molécule, alors que les hélices et les boucles entourant ces structures,
consolident la structure tertiaire (Pearce et al., 2007). On distingue 8 a 9 hélices a (hA a hl) et
une boucle d’inhibition mobile d’environ 20 résidus exposée a la surface, située a I’extrémité
C-terminale, (Figure 15) reconnue par la protéase cible et appelée RCL (Reactive Center
Loop). La longueur du RCL varie entre les différentes serpines et dicte principalement la
spécificité inhibitrice (Huntington, 2011 ; Olson et Gettins, 2011 ; Gettins, 2002).

Les serpines présentent une conformation changeante, ou flexible, qui assure un
mécanisme d'inhibition des protéases unique mais qui leur confére aussi une instabilité
structurale forcant leur transition vers des formes latentes ou polymériques non actives
(Huntington, 2011; Whisstock et al., 2010).

Contrairement au dogme du repliement des protéines qui veut que la chaine peptidique se
replie en divers intermédiaires jusqu'a I'obtention de la structure thermodynamique la plus
stable, les serpines, dans leur repliement natif, restent piégées par une barriere cinétique dans
un état de plus haute énergie, nommé « métastable » (Whisstock et al., 2010). Cette barriere
cinétique est franchie lors de l'interaction de la serpine avec une protéase, conduisant a
I'inhibition de cette derniere. Cette conformation native, ou « stressée, S », est trés instable sur
le plan thermodynamique. Lorsque la protéase se fixe sur le RCL, celui-ci s’insert dans le
feuillet B A, formant ainsi le quatriéme brin (s4A) et la serpine adopte une conformation «

relaxée, R » beaucoup plus stable (Boudier et Bieth, 2001).

Les serpines inhibent leurs protéases cibles par un mécanisme spécifique suicide — substrat
conduisant a la formation d’un complexe irréversible (E + S =» ES) illustré dans la Figure 16.
Leur interaction avec les protéases cibles est nettement plus complexe, puisque elle implique

certaines modifications structurales trés importantes (Gettins, 2002 ; Olson et Gettins, 2011).
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Des résidus situés dans la boucle d'inhibition (RCL) de la serpine (I) sont reconnus comme
substrat par la protéase (E), qui clive le RCL et s’associe a la serpine via un intermédiaire
acyl-covalent (Silverman et al., 2001), avec une constante d’association de second ordre ki,
pour initier la formation du complexe Michaelis non-covalent (EI) en interagissant avec les

résidus P1 et P1’ de la boucle, sans avoir recours a un changement conformationnel majeur.

La serine 195 de la triade catalytique de la protéase attaque ensuite la liaison peptidique
entre P1 et P1’ comme s’il s’agissait d’un substrat (pseudosubstrat), formant ainsi une liaison
acyle-ester covalente entre la serine et la fonction carbonyle du résidu P1 ; puis la coupure de
la liaison peptidique entre P1 et P1’. Ceci aboutit a la formation d’un intermédiaire acyle-
enzyme (EI°) stable thermodynamiquement. 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). La transition S=»R est dépendante de la région charniére du RCL.

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 protéase peut accomplir la réaction d'’hydrolyse avant que son activité soit entierement
compromise, ou il y’a formation de la serpine clivée (1*) (inactive) et de la protéase libre
(active) (Lawrence et al., 2000), avec une constante d’association ks. Le rapport (ks/ky),
aboutit & la « steechiométrie d'inhibition » (SI), représentant le nombre de moles de serpine
exigés pour former 1 mole du complexe covalent. Enfin, puisque le complexe covalent est
seulement un intermédiaire cinétiguement emprisonnée, il peut encore former les mémes

produits d'lI* (inactif et stable) et d'E, avec une constante d’association de ks (Gettins, 2007).
11.6.2. Les serpines dans le muscle

Bien que I’existence des inhibiteurs dans le muscle ait été révélée dans les années 1970
(Nogushi et Kandatsu, 1969), peu de travaux ont été réalisés sur le tissu musculaire. Des
1981, Dalhmann et ses collaborateurs ont isolé a partir de muscle squelettique de rat, des
inhibiteurs de sérine protéinase qui pourraient avoir un réle dans le contréle de I’activité
protéolytique intracellulaire (Dalhmann et al., 1981). Juste apres, quatre activités inhibitrices
dans la fraction cytosolique du muscle squelettique de rat ont été mises en évidence (Kuehn et
al., 1984). Trois de ces activités correspondent a des protéines de 50, 65 et 65 kDa et sont des
homologues de la famille des serpines purifiées a partir du sérum de rat. L’autre fraction, qui

n’a été caractérisée que trés partiellement, présente un poids moléculaire voisin de 15 kDa.
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D’autres ont été aussi isolées dans le muscle de plusieurs especes, chez les poissons
(Toyohara et al., 1983 ; Yanagihara et al., 1991) et le poulet (Kim et al., 1992).

Dans le tissu musculaire, différentes serpines ont été identifiées, dont certaines localisées
au niveau de la jonction neuromusculaire. C’est le cas de la Protéase Nexin-1, un inhibiteur de
la thrombine synthétisé uniquement aprés la fusion des myoblastes en myotubes (Festoff et
al., 1991 ; Akaaboune et al., 1998) ; I’inhibiteur de I’activateur du plasminogene (PAI) (Fibbi
et al., 2001) ; la kallistatine qui se lie a la kallikréine (Richards et al., 1997) ; I’a,-ACT
(SERPINA3) ; la kunine et la Protease Nexin Il, connue sous le nom de précurseur de la

protéine B-amyloide (Akaaboune et al., 1998).

Parmi les séries des inhibiteurs a sérine fractionnés du muscle squelettique bovin (Ouali et
al., 1995 ; Rouchon, 1995 ; Tassy, 1998), deux serpines ont été purifiées et identifiées par
leurs séquences N-terminal comme I’antithrombine 11l et I’Endopine (Tassy, 1998). Deux
autres serpines de la famille des SERPINA3 ont été extraites et caractérisées
biochimiquement (Tassy et al., 2005 ; Herrera-Mendez et al., 2006b). Ces deux serpines
initialement nommées mEndopine 1A et 1B sont aujourd’hui répertoriées dans les banques de
données sous le nom de bovSERPINA3-1 et bovSERPINAS3-3, respectivement (Pélissier et
al., 2008). Le gene codant cet inhibiteur, a été identifié et séquencé, il est constitué de 4 exons
et 3 introns (Péré-Brissaud et al., 2015). Il s’agit en fait de deux membres d’une famille
complexe de serpines (bovSERPINAS3-1, ..., bovSERPINA3-8), qui partagent une identité
proche de 93%. Ces deux anti-protéases, 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., 2006b). 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 possede une poids moléculaire d’environ 75 kDa supérieure a sa masse

théorique d’environ 47 kDa.

En 2008, il a été montré que les serpines A3 bovines sont composées d’au moins 9
membres qui possédent la capacité d’inhiber la chymotrypsine, la trypsine, I’élastase et la
plasmine, ainsi que les caspases 3 et 8 considérées comme protéases de type cystéine
intervenant dans I’apoptose (Pélissier et al., 2008 ; Herrera-Mendez et al., 2009 ; Gagaoua et
al., 2012 ; 2013a). L’ensemble de ces génes est localisé sur un fragment d’ADN d’environ

200 kpb situé dans le locus g24 du chromosome 21 (Pélissier et al., 2008).
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Chapitre 111

« Qualités sensorielles de la viande bovine et conséquences de sa variabilité »

I11.1. Qualités de la viande

La qualité est I’ensemble des propriétés et caractéristiques d’un service ou d’un produit qui
lui conférent I’aptitude a satisfaire les besoins exprimés ou implicites des consommateurs de
ce service ou de ce produit (Luning et Marcelis, 2006). La qualité de la viande est définie par
différents criteres que sont la valeur nutritionnelle, I’hygiéne ou encore la palatabilité
(Hocquette et al., 2012).

La composante nutritionnelle de la qualité est déterminée essentiellement par la
composition chimique du tissu musculaire au stade d’abattage, alors que les composantes
technologique et sensorielle résultent d’interactions entre la composition chimique et les
propriétés métaboliques du muscle a I’abattage, et son évolution post-mortem, conduisant a sa
conversion en viande (Listrat et al., 2015). La palatabilité de la viande bovine, c’est-a-dire la
caractéristique de sa texture et les préférences des consommateurs, est une perception assez
subjective. Elle est liée aux ressentis de chacun et dépend fortement des habitudes de
consommation du pays ou de la région du globe (Grunert et al., 2004 ; Font-i-Furnols et
Guerrero, 2014) dont la viande est originaire (Figure 17). Les qualités sensorielles des viandes
bovines dépendent de facteurs liés a I'animal (age, race, sexe, génotype), au mode d'élevage
(vitesse de croissance, alimentation) ou aux facteurs technologiques post-mortem, qui
induisent des modifications des caractéristiques biologiques du muscle (fibres musculaires,
trame conjonctive et lipides intramusculaires) et par conséquent des variations des qualités

recherchées de la viande.

Les caractéristiques sensorielles des viandes sont déterminées par des jurys entrainés qui
évaluent dans des conditions définies et normalisées (ISO 8589, 2010): I’intensité de
differents caracteres descriptifs d’aspect, de texture et de flaveur (odeur, golt) ou par des

mesures objectives en utilisant des instruments dédiés.

Dans ce qui suit, seront presentées les principales qualités sensorielles de la viande : la

couleur, la tendreté, la flaveur et la jutosité (Touraille, 1994).
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Figure 18. La myoglobine et la couleur de la viande.

A) Structure tridimensionnelle de la myoglobine (Mb) montrant son groupe héminique
central.

B) Interconversion de la myoglobine dans une viande fraiche en réponse a un stimulus comme
I’oxydation ou la réduction de son groupe héminique.

C) Représentation du systeme CIE-L*a*b* pour la mesure de la couleur de la viande.

D) Exemple de spectre de masse des adduits de peptides-HNE, un résultat de la digestion
trypsique de I’OxyMb.
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I11.2. La couleur

La couleur de la viande est la premiére caractéristique percue par le consommateur et
souvent la seule dont il dispose pour choisir la viande au moment de I’achat. La couleur qui
s'altere rapidement au cours de la conservation, est généralement associée au degré de
fraicheur de la viande. Elle est due en partie a la teneur et a I’état chimique du pigment
essentiel, la myoglobine (Mb) (Figure 18a), dont le role est de capter I’oxygene véhiculé par
I’hémoglobine sanguine et de le transporter dans le muscle (Renerre, 1990 ; Mancini et Hunt,
2005). La Mb contient un noyau héminique composé d’un noyau de fer central permettant le
dosage quantitatif du pigment (Figure 18a). Au sein du muscle, la Mb est sous forme réduite,
de couleur pourpre, en raison de I’absence d’oxygene (Figure 18b). En surface, au contact de
I’air, elle se trouve sous forme oxygénée, oxymyoglobine (OxyMb), de couleur rouge vif,
couleur appréciée lors de I’achat (Figure 18b). Aprés une exposition prolongée a I’air, cette
couleur est instable car le pigment s’oxyde en metmyoglobine (MetMb), de couleur brunétre,
désagreable a I’ceil de I’acheteur, qui peut induire une réaction de rejet lors de I’achat
(Mancini, 2009 ; Suman et Joseph, 2013).

Par ailleurs, les différentes fibres musculaires possédent des teneurs variables en Mb
suivant qu’il s’agisse d’un muscle a caractére oxydatif (riche en Mb) ou glycolytique (pauvre
en Mb). La proportion de ces différents types de fibres au sein d’un muscle influence donc
directement sa couleur. L’oxydation de la Mb dans des viandes a proportion élevée de fibres
de type | détériore la stabilité de la couleur rouge en induisant la formation de MetMb
(Renerre 1990). La couleur est aussi liée a la structure du muscle réfléchissant la lumiere, elle-
méme influencée par I’évolution du pH. L'abaissement du pH augmente la quantité d'eau
extracellulaire et, en conséquence, la réflexion de la lumiére incidente (Offer et al., 1989), ce
qui confere un aspect clair aux viandes a bas pH. Le degré d'acidité de la viande joue un role

important dans I’absorption de la lumiére et influence donc la luminosité de la viande.

Outre I’évaluation sensorielle par un jury, la couleur peut étre estimée objectivement par
mesure avec un chromamétre de type Minolta (Mancini, 2009). L’appareil décompose la
couleur dans un espace tridimensionnel (CIE-L*a*b) caractérisé par la luminance (L*) et deux
axes de nuances (bleu-rouge, (a*) pour I’indice de rouge et vert-jaune, (b*) pour I’indice de
jaune permettant de calculer la saturation (C*) et la teinte (h°), cette derniére étant le

parameétre colorimétrique le mieux corrélé a I’intensité de couleur rouge estimée par un jury.
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111.3. La tendreté

La tendreté est considerée comme une propriété sensorielle qui traduit la facilité avec
laguelle la structure de la viande peut étre désorganisée au cours de la mastication (Ouali et
al., 2006). A I’opposé, la dureté de la viande exprime la résistance qu’elle offre au tranchage
ou a la mastication. La tendreté de la viande, principalement pour la viande bovine, est sans
aucun doute le critére le plus important lorsqu’il est question de qualité sensorielle pour le
consommateur (Grunert et al., 2004). Deux facteurs structuraux principaux de la viande
contrélent la tendreté : i) chez le bovin en particulier, le tissu conjonctif, par son abondance et
sa nature et ii) dans toutes les especes, la structure myofibrillaire, par son état de contraction
et son amplitude d’attendrissage apres abattage (Lebret et Picard, 2015). Or, cette qualite,
d’origine multifactorielle, présente une forte variabilitt non maitrisée qui induit une

insatisfaction des consommateurs la jugeant décevante et irréguliére.

L’attendrissage de la viande au cours de sa conservation a I’état réfrigéré est le résultat
d’une altération des structures musculaires et de la structure myofibrillaire plus
particuliérement, par les protéases endogénes. Le tissu conjonctif évolue tres peu durant cette
phase, mais confere au muscle sa durete de base (Figure 08a). Différents systemes
protéolytiques semblent étre impliqués dans ce processus de dégradation de la structure
contractile dont les plus connus sont les calpaines, les cathepsines, le protéasome, les serine
protéases et, plus récemment les caspases, famille de cystéine protéases responsables de la
dégradation des structures cellulaires dans le cadre de la mort des cellules par apoptose abordé
dans le chapitre précédant (Sentandreu et al., 2002 ; Koohmaraie et al., 2002 ; Ouali et al.,
2006).

La mesure de la tendreté est possible grace a deux grands types d’analyses (Figure 35,
partie méthodologie) : I’évaluation sensorielle, ou I’analyse s’effectue par un jury entrainé ; et
des méthodes instrumentales (méthode objective), dont le principe est soit une déformation du
produit avec mesure des forces mises en jeu (mesure directe), soit un dosage des composés

responsables des variations de texture (mesure indirecte).

Les méthodes de mesures physiques de la tendreté font appel a des instruments qui tentent
de simuler certaines sensations du consommateur pendant la mastication, puis de les mesurer.
Il s’agit pour la plupart, de tests mecaniques qui mesurent la résistance ou I’amplitude de la
déformation du produit a differents types de forces qui lui sont appliquées. Selon le cas, ces

mesures sont réalisées sur des échantillons de viande crue ou cuite.
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De nombreux tests mécaniques sont disponibles pour mesurer la dureté de la viande, par
exemple : le test de cisaillement, de compression, de tension, de morsure, la pénétrométrie et

le découpage par lames multiples (Lepetit et Culioli, 1994 ; Evrat-Georgel, 2008).

La mesure des forces de cisaillement est la plus répandue. Elle consiste a mesurer la
contrainte nécessaire pour faire passer une aréte tranchante a travers un morceau de viande
perpendiculairement aux fibres musculaires (Evrat-Georgel, 2008). En pratique, les appareils
de mesure développés prennent en compte deux facteurs : d’une part, les myofibrilles qui sont
compressées et se déplacent latéralement sous I’effet de cette pression, et d’autre part, le tissu
conjonctif qui est cisaillé. Le test de Warner-Bratzler (WB) est le test le plus utilisé a travers
le monde pour mesurer la tendreté de la viande. C’est un test direct de mesure de la résistance
de la viande. Son application sur la viande cuite permet de se rapprocher des attentes des

consommateurs.

La tendreté de la viande est la résultante de nombreux facteurs, et donc son évaluation ne
peut étre réduite a ce seul paramétre mécanique. C’est pourquoi dans de nombreuses études,
I’analyse sensorielle, faisant intervenir un jury de dégustateurs entrainés a juger la qualité des
viandes dont la tendreté, est préférentiellement employé. C’est la méthode la plus directe qui
consiste a examiner les propriétés sensorielles et la qualité hédonique de la viande par les
organes des sens (Evrat-Georgel, 2008). Malgré les contraintes qu’elle implique (nombre de
juges, quantité de viande a tester, codt élevé, répétabilité moyenne) elle est considérée comme

la méthode de référence, a laquelle les méthodes instrumentales sont comparées.
I11.4. La flaveur

La flaveur de la viande est le résultat complexe des sensations olfactives, gustatives et
trigéminales percues. Elle fait appel a deux sens, le golt et I'odorat. La « flaveur typique » est
déterminée par la composition chimique de la viande et notamment par la teneur en lipides
intramusculaires. Le type de fibres a également un réle déterminant pour I’intensité de la
flaveur. Les fibres rouges lentes, présentant un metabolisme oxydatif, induisent en effet une
meilleure flaveur car elles métabolisent et stockent une quantité plus élevée d’acides gras que
les fibres blanches (Touraille, 1994). La flaveur de la viande dépend aussi des changements
biochimiques au cours de la cuisson. De nombreux composés aromatiques volatils sont en
effet produits a partir de différents précurseurs, composés hydrosolubles et lipidiques, durant

le traitement thermique de la viande.
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Deux types de réactions se produisent au cours de la cuisson : les réactions de Maillard
entre les acides aminés et les sucres réducteurs, et la dégradation des lipides, triglycérides et
phospholipides. Les principaux composés hydrosolubles précurseurs d'ardmes sont les sucres
(le ribose), les acides aminés libres (la cystéine), les peptides, les nucléotides ainsi que les
composés azotés telle que la thiamine. La composition en acides gras des lipides joue

également un rdéle important dans la détermination de la flaveur de la viande.

En effet, la teneur en lipides intramusculaires est un facteur primordial dans la
détermination de la flaveur de la viande. Si ce taux est inférieur & la valeur seuil déterminée
pour I’espéce concernée, la viande n’est plus caractérisée par une flaveur spécifique
(Hocquette et al., 1998). La teneur optimale en lipides intramusculaires pour l'obtention de
caractéristiques sensorielles favorables est de 2,5 a 3,0% dans le muscle Longissimus de porc
(Fernandez et al., 1995, 1999a,b), elle est estimée a 4% de gras intramusculaire pour le bovin

et serait méme préjudiciable a la flaveur des viandes au-dela de 10% (Hocquette et al., 2010).

Les composes aromatiques résultent de I'oxydation des lipides, mécanisme favorisé par la
présence d'acides gras insaturés. Ainsi, les phospholipides, qui contiennent une proportion
plus importante d'acides gras insaturés que les triglycérides, sont une source importante de
composés volatils (Mottram, 1998). Toutefois, I'oxydation des lipides peut conduire a des
odeurs de rancie, notamment dans le cas d'une cuisson lente a basse température ou lors d'une
conservation prolongée de la viande (Campo et al., 2006). Par ailleurs, des produits formés
durant la dégradation des lipides participent également aux réactions de Maillard et sont a
I'origine d'autres composés volatils caractéristiques des viandes grillées. La flaveur tres
différente d’un muscle a un autre (Monin, 1991) dépend en particulier du type métabolique.
Enfin, il est important de préciser que le déterminisme exact de la flaveur est complexe et non

totalement élucidé, notamment en raison des nombreux composés impliqués.
I11.5. La jutosité

La jutosité est un parameétre de qualité sensorielle qui se percoit lors de la mastication. Elle
représente le caractére plus ou moins sec de la viande consommée. On distingue la jutosité
initiale, qui est pergue au premier coup de dent, et la jutosité soutenue. La premiére est surtout
liée a la quantité d’eau libérée lors de la mastication, la seconde est plut6t en relation avec la
stimulation de la salivation engendrée par la présence de lipides dans la viande (Campo et al.,

2006). La jutosité est exclusivement mesurée par un jury de dégustation.
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Le facteur essentiel influencant la jutosité est le pouvoir de rétention en eau du muscle. Le pH
de la viande est également déterminant pour la jutosité. Une viande a pH bas aura tendance a
perdre son eau et donc a étre seche, alors qu'une viande de pH élevé aura une trés bonne
rétention d’eau et présentera une jutosité supérieure, ceci tant pour les viandes blanches
(Monin, 1988) que les viandes rouges (Touraille, 1994). Le pouvoir de rétention d'eau peut
donc étre une alternative a la mesure de la jutosité car c’est une caractéristique de la viande
importante a plusieurs titres : aspect du produit cru, perte a la cuisson, jutosité du produit cuit.

La jutosité reste le critére le moins étudié parmi les qualités sensorielles des viandes.
I11.6. Facteurs de variation des qualités sensorielles de la viande

Les différentes composantes des qualités sensorielles présentées ci-dessus doivent étre
maitrisées tout au long de la filiere la viande. Les leviers d’action, liés a I’animal et a sa
conduite, sont déterminants durant sa phase de production. Les qualités sensorielles sont sous
le contrdle d’un grand nombre de facteurs, allant du déterminisme génétique a I’alimentation
de I’'animal, en passant par I’age, le stress, les conditions d’abattage, les conditions de
stockage et de maturation...etc.

111.6.1. Facteurs de production liés a I’animal
111.6.1.1. Age

Il est admis que la tendreté de la viande bovine évolue peu dans le jeune age et a tendance
a diminuer lorsque les animaux atteignent I’age adulte (Oury et al., 2007 ; Micol et al., 2010).
En effet, au cours de la croissance et du vieillissement, la structure et la composition des
muscles évoluent, entrainant ainsi des modifications de la tendreté, de la flaveur et de la
couleur des viandes. Il a notamment éte observé une augmentation de la dureté des viandes
principalement en raison d'une diminution de la solubilité du collagene chez des animaux agés
(Gerrard et al., 1987 ; McCormick, 2009). En plus du collagéne, d’autres paramétres
biologiques joueraient un réle dans la variabilité de la tendreté liée a I’age. En effet, avec
I’&ge, la structure contractile devient moins sensible a I’action des protéases endogenes et des
sels (Ouali ,1990). De méme, l'augmentation au cours du vieillissement du taux de l'activité
oxydative des fibres musculaires et de la teneur en lipides intramusculaires (Jurie et al., 1995)
contribuent au développement de la flaveur de la viande. Par exemple, de la naissance jusqu'a
I'age de 12 mois, le jeune bovin male présente une diminution de la proportion de fibres de
type oxydo-glycolytique 1A, au benéfice des fibres de type glycolytique 11X favorisant ainsi

I’élévation de l'activité glycolytique du muscle (Jurie et al., 1995).
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Dés lors, cette évolution se ralentit puis s'inverse progressivement. L'activité oxydative qui se
développe entraine une augmentation de l'adiposité liée au stockage de lipides et d'acides gras
au niveau des fibres (Geay et Renand, 1994). Ceci favorise une meilleure flaveur mais
également une plus forte jutosite. L'intensité de la couleur varie également en fonction de
I'dge. En effet, la teneur en myoglobine des muscles s'accroit tres rapidement pendant les deux
premiéres années de vie de I'animal a un rythme propre a chaque muscle. Ainsi, la couleur de

la viande est d'autant plus claire que les animaux sont abattus jeunes (Renerre, 1982).
111.6.1.2. Sexe

Les caractéristiques musculaires évoluent différemment entre male et femelle (Micol et al.,
2010). L'effet du sexe a été mis en évidence principalement sur la couleur et la tendreté de la
viande. A age égal, les génisses donnent géneralement des viandes plus rouges que les
taurillons en raison d'une augmentation des teneurs en myoglobine plus rapide au cours de
leur croissance (Monin, 1991). De plus, leurs viandes sont également plus tendres, la teneur
en collagene et son insolubilité étant plus élevées chez le taurillon. La taille des fibres
musculaires semble aussi jouer un r6le important puisque les taurillons présentent des fibres

plus grosses que celles des génisses.

La flaveur de la viande est également affectée par le sexe des animaux. L'engraissement
des génisses étant plus rapide que celui des jeunes bovins, leurs viandes présentent donc un
degré de persillé plus important et sont plus godteuses. Chez les beeufs, animaux castrés, la
proportion de masse grasse étant intermédiaire entre celle des génisses et des taurillons, la
flaveur de leur viande apparait supérieure a celle de jeunes bovins mais inférieure a celle des

génisses (Geay et Renand, 1994).
111.6.1.3. Race

Les comparaisons entre races sur la tendreté de la viande sont délicates a interpréter (Micol
et al., 2010). En effet, chaque génotype a son potentiel de développement musculaire et sa
maturité physiologique qui lui sont propres, ce qui améne a comparer des animaux a des
stades physiologiques différents. Les animaux issus des races laitiéres, mixtes ou a viande
présentent des caractéristiques musculaires variées en raison principale de différences
marquées dans leur physiologie. Ainsi les qualités sensorielles des viandes sont dépendantes
de la race de lI'animal dont elles sont issues malgré une variabilité individuelle importante au

sein de chaque race (Dransfield et al., 2003).

42



Chapitre 111 Revue de littérature

Par exemple, Monson et al. (2005) ont montré des différences significatives de la tendreté
de la viande maturée entre 1 et 7 jours provenant de 4 races : une race laitiére (Holstein), une
race mixte (Brown Swiss) et deux races a viande (Limousine et Blonde d'Aquitaine). Au
début de la maturation, les viandes issues des races allaitantes sont en effet plus tendres que
les autres viandes. Toutefois, ces différences s'estompent au cours de la maturation. De méme,
Sinclair et al. (2001) ont montré que les viandes de beeufs Holstein étaient moins tendres que
les viandes de bceufs Charolais ou Angus. Les caractéristiqgues musculaires propres a chaque
race et en particulier la quantité, la solubilité et I'organisation spatiale du collagéne, la quantité
de gras intramusculaire mais également les activités des enzymes proteolytiques et
notamment du systéme calpaine/calpastatine, peuvent expliquer les différences de tendreté
observées entre les races. L'étude réalisée par Dransfield et al. (2003) visant a comparer deux
races rustiques (Aubrac et Salers) et deux races a viandes spécialisées (Charolaise et
Limousine) ne montre aucune différence significative entre les qualités sensorielles de leur
viande. En revanche, ces animaux différent par leurs caractéristiques musculaires (Jurie et al.,
2005). Des études récentes sur des effectifs plus importants de races ont également mis en
évidence des différences dans les qualités sensorielles (Olleta et al., 2006 ; Christensen et al.,
2011).

Par ailleurs, entre types raciaux, la couleur est essentiellement dépendante de la précocité
de I’animal, ces différences s’expriment tout particulierement durant la phase de croissance de
I’animal avant I’acquisition de sa maturité d’adulte (Micol et al., 2010). Les types génétiques
anglo-saxons et laitiers, en moyenne plus précoces, se colorent plus intensément et plus vite
que les types a viande continentaux. Ainsi, ces différences entre races sont estompées quand
elles sont comparées a un méme stade physio logique de développement ou de maturité
(Renerre, 1982).

111.6.2. Facteurs liés a I’alimentation

L'alimentation des bovins, par le niveau et la nature des apports énergétiques et azotés,
induit une variabilité plus ou moins importante des qualités sensorielles des viandes en
modifiant les caractéristiques musculaires des animaux a l'abattage (Geay et al., 2002).
L alimentation permet, en effet, de moduler la vitesse de croissance et le developpement des
animaux. Ainsi, chez le bovin, par exemple une restriction alimentaire s'accompagne d'un
ralentissement de la vitesse de croissance mais également d'une réduction de la proportion de

fibres rapides glycolytiques au profit des fibres oxydatives (Picard et al., 1995).
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Cette restriction entraine une réduction du taux de synthese et de dégradation des protéines
myofibrillaires (Jones et al., 1990), une augmentation de la teneur en collagene et une
diminution de sa solubilité (Miller et al., 1987), caractéristiques défavorables a la tendreté de
la viande. La flaveur est également détériorée en raison d'une diminution des depots adipeux
et des lipides intramusculaires. Inversement, lorsque le niveau alimentaire s'accroit,
notamment durant les phases de finition, les qualités sensorielles des viandes sont améliorées.

La couleur de la viande semble étre moins affectée par le niveau de I'alimentation.

En outre, l'alternance, volontaire ou non, de périodes d'apports alimentaires réduits ou
élevés, engendre chez les animaux un phénomeéne de croissance compensatrice, permettant
une reprise de la croissance (Hoch et al., 2003). Les consequences de cette croissance sont
variables selon les expérimentations. Allingham et al. (1998) ont mis en évidence une
amélioration de la tendreté du muscle Semitendinosus grace a une réduction de la dureté
pouvant étre liée a une néosynthese de collagéne tres soluble (Listrat et al., 1998).
L'accroissement de la tendreté peut également étre expliqué par une augmentation de la
proportion de fibres musculaires glycolytiques (Picard et al., 1995). Cassar-Malek et al.
(2004) montrent des effets modérés de la croissance compensatrice sur les caractéristiques
musculaires en faveur d'une amélioration de la tendreté de la viande du fait d'une

augmentation de la solubilité du collagene.

La nature de l'alimentation a également une influence sur les caractéristiques musculaires
et les propriétés sensorielles des viandes. Cependant, ces effets sont genéralement confondus
avec des modifications quantitatives du niveau alimentaire ou du systéme de production
associé (activité physique, age). Une étude réalisée chez des bceufs Charolais de 20 mois a
ainsi permis de montrer qu'une alimentation & base d'herbe conférait aux animaux un
métabolisme plus oxydatif en comparaison des animaux alimentés a l'auge avec un régime a
base d'ensilage de mais (Jurie et al., 1999). De plus, chez ces animaux, la solubilité du
collagene était plus élevée. Il est difficile toutefois d'associer ces effets, pourtant favorables a
une meilleure tendreté, a la nature de l'alimentation plutdt qu'a son niveau, et a l'exercice
physique difficilement quantifiable induit par les déplacements des animaux a la pature. Une
étude complémentaire réalisée chez des beeufs Charolais de 31 mois a permis de mettre en
évidence la complémentarité d'une alimentation a base d'herbe (vs ensilage de mais) et de
I'exercice physique au paturage sur l'orientation des muscles vers un métabolisme plus
oxydatif (Jurie et al., 2006).
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viandes (Terlouw, 2005).
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Les qualites sensorielles des viandes bovines peuvent aussi étre améliorées sous I'effet de
supplémentations apportées a l'alimentation de I'animal. Certains auteurs ont ainsi montré que
I'administration de vitamine D3 induisait une augmentation des concentrations plasmatiques
de calcium ayant pour effet d'activer les systemes proteolytiques post-mortem et par
conséquent d'améliorer la tendreté de la viande (Swanek et al., 1999; Montgomery et al.,
2000). La vitamine E, par ses propriétés antioxydantes, a également des effets bénéfiques sur
la couleur et la flaveur des viandes. Une supplémentation en vitamine E permet en effet
d'augmenter la concentration en a-tocopherol dans le muscle squelettique et ainsi de réduire
I'oxydation des lipides membranaires a l'origine du rancissement de la viande, ainsi que
I'oxydation de la myoglobine, responsable du brunissement de la viande (Liu et al., 1995 ;
Gobert et al., 2009 ; 2010).

111.6.3. Facteurs technologiques
111.6.3.1. Transport et abattage

Durant tout les processus de pré-abattage et d'abattage, les animaux sont confrontés a de
nombreux facteurs d'agression, dont les plus évidents sont le changement de milieu physique
et social, la mise a jeun et l'activité physique inhabituelle. Les animaux soumis a des
situations aversives, manifestent de multiples réactions physiologiques et métaboliques
engendrant un stress (Terlouw et Rybarczyk, 2008 ; Terlouw, 2005 ; 2015). Ces réactions de
stress entrainent des modifications du métabolisme musculaire avant et aprés la mort de
I'animal (Figure 19), et par ce biais, ont une influence sur les qualités sensorielles des viandes.
Des résultats récents indiquent que le stress avant I’abattage pourrait également influencer la
tendreté de la viande (Terlouw et al., 2015). Les différents facteurs de stress peuvent
contribuer a I'épuisement précoce des réserves énergétiques musculaires que constitue le
glycogéne. Ainsi, aprés abattage, la production d'acide lactique est diminuée. De plus, le pH
de la viande reste élevé et les viandes résultantes sont de couleur sombre et présentent une trés
mauvaise aptitude a la conservation, car elles sont sujettes au développement des flores
microbiennes d'altération et des pathogéenes. A I’heure actuelle, les liens entre I’évolution du
pH et la tendreté pourtant largement étudiés ne sont pas complétement compris,
potentiellement parce que les mécanismes sous-jacents varient en fonction de [I’état
physiologique de I’animal. Une meilleure compréhension des effets du stress a I’abattage sur
ces mécanismes permettra une meilleure maitrise de la tendreté de la viande bovine (Terlouw
etal., 2015 ; Terlouw, 2015).

45



Maturation

L

4 é # 10 1

temps aprés abattage (jours)

Figure 20. Illustration de I’évolution de la tendreté au cours de la maturation (Ouali, 1991).



Chapitre 111 Revue de littérature

111.6.3.2. Conservation et durée de maturation de la viande

La conservation des viandes est également un facteur important pouvant influencer les
qualités sensorielles (Ouali, 1991; Culioli, 1998). Pour des raisons d'hygiene et de sécurité
alimentaire, les carcasses doivent étre conservées a des températures basses de I'ordre de 2°C,
et ceci, le plus rapidement possible aprés la mort de I'animal. QOuali (1991) a montré
I'importance de la vitesse de réfrigération des carcasses sur la tendreté de la viande. En effet,
une réfrigération trop rapide peut conduire a une dureté excessive de la viande de maniere
irréversible. Cette altération de la tendreté est liée au phénomeéne de la contracture au froid
(cold-shortening), touchant principalement les muscles a contraction rapide, et ne peut étre
résolue par la maturation, les fibres musculaires étant entrees en rigidité cadavérique a I'état
contracté. Toutefois, une refrigération ultra-rapide peut conduire a des viandes relativement
tendres suite & un relargage massif de Ca®* par le réticulum sarcoplasmique (Culioli, 1998). Si
le Ca?* induit une trés forte contraction des muscles, il active cependant et de facon intense les
calpaines impliquées dans la maturation de la viande conduisant a la dégradation des
structures myofibrillaires. Ainsi, les conditions de réfrigération des viandes doivent étre

maitrisées afin d'obtenir le moins de variabilité possible de la tendreté.

La maturation de la viande, comme présenté dans le chapitre précédent et illustré dans la
Figure 20, constitue aussi un événement primordial & l'origine de la qualité finale. Différentes
études ont ainsi montré qu'une durée de maturation longue était associée a des viandes plus
tendres (Morgan et al., 1991). Cependant, la maturation varie fortement entre les animaux et
entre les muscles, notamment en fonction de leur composante collagénique et de leur
métabolisme. La durée de maturation peut varier de quelques jours a plusieurs semaines. Une
maturation (Chapitre I1) de la viande bovine durant 14 jours semble toutefois nécessaire pour
atteindre une tendreté élevée (Monson et al., 2005).

111.6.3.3. Cuisson

Lors de la préparation de la viande, le couple temps-température de cuisson est important a
prendre en compte. Il influence les différentes composantes sensorielles de la viande et de fait
la perception sensorielle de la viande par le consommateur. La cuisson modifie fortement les
propriétés mécaniques du muscle et agit directement sur la texture du morceau de viande.
Lors de la cuisson dans un four par exemple (Figure 21a), la dureté (évaluée par les forces de
cisaillement nécessaires pour rompre I'échantillon) augmenterait lors de deux peériodes de

cuisson (Figure 21b). Une premiere augmentation doit se faire lors de la cuisson (a cceur du
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Figure 21. Effet de la température de cuisson sur les propriétés sensorielles de la viande.

A) Illustration du (1) transfert de chaleur dans un morceau de viande cuit dans un four et (2)
profil de distribution de la chaleur sur une coupe d’un morceau de viande (a cceur et a la
périphérie) en fonction de la température de cuisson (basse <100°C ou haute > 160°C).

B) Effet de la température de cuisson a cceur du morceau de viande sur (1) la tendreté et les

pertes en eau et les protéines impliqués; (2) sur les notes de tendreté du muscle Longissimus
thoracis du bceuf (échelle 0 - 9)
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morceau) entre 40 — 50°C, puis une seconde augmentation se produirait entre 60 et 70°C. Au-
dela de 80°C la dureté tendrait a diminuer. Deux composantes vont jouer un réle sur
l'augmentation de la dureté : la composante myofibrillaire et la composante collagénique
(McCormick, 2009). La premiére phase d'augmentation serait due comme illustré dans la
Figure 21b a la composante myofibrillaire (dénaturation des protéines myofibrillaires et
contraction de l'endomysium). La seconde phase, pendant laquelle I'endomysium sera
pratiquement détruit (Li et al., 2010). Elle s'accompagne de la dénaturation thermique du
collagene (McCormick, 2009). L'étendu de la contraction varie selon la nature et le nombre de
liaisons de réticulation thermostables (Bailey et Light, 1989 ; McCormick, 2009). Le
périmysium commence a se désintégrer a 75°C, et au-dela, les fibres de collagéne du
périmysium apparaissent défragmentées (Li et al., 2010). De plus, les notes de tendreté
dépendent de la température de cuisson. Les températures élevées sont plus favorables pour la
tendreté a des températures a cceur < 70°C. L’effet de la température de cuisson a cceur est

plus important a haute qu’a basse température (Figure 21a, b(2)).

En outre, c'est au cours de I’étape de cuisson que les constituants de la flaveur sont
synthétisés. Les conditions de cuisson (en atmosphere seche ou humide), la température et la
durée du traitement thermique s'avérent donc importants car ils modifient la nature et la
concentration des composés volatils a I'origine de la flaveur. Ces parametres sont également
essentiels a la jutosité. La cuisson en milieu sec, pour des morceaux a cuisson rapide, peut
conduire non seulement a un durcissement du morceau mais également a son assechement.
Une durée trop longue et une température de cuisson trop élevée peuvent conduire a des

viandes peu juteuses (Tornberg, 2005).

En guise de conclusion, la qualité de la viande bovine est le résultat de mécanismes
biologiques complexes dont certains de nature physico-chimique et métabolique qui
interviennent dans I’élaboration des criteres de qualité. Les caractéristiques du muscle et leurs
implications dans le déterminisme de la qualité, en particulier celui de la tendreté dépendent
du sexe, de I’age et du type racial des animaux et aussi d’autres facteurs externes liés a sa

conduite.

Ma thématique de théese, ayant pour but de comprendre les mécanismes impliqués et
surtout améliorer le pouvoir prédictif de la qualité de la viande bovine par une approche
mécanistique, s’appuie sur I’utilisation de protéines biomarqueurs identifiés et validés sur

plusieurs races bovines que je décrirai dans le chapitre qui suit.
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Transcriptomique

Figure 22. Les techniques « omiques » et la science de la viande.

Représentation schématique des nouvelles techniques de génomique fonctionnelle utilisées pour la quantification de

biomarqueurs et la compréhension de la variabilité des différents phénotypes de la qualité de la viande.
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Chapitre IV
« Biomarqueurs des qualités des viandes »

Apport de la protéomique, connaissances actuelles et mécanismes impliqués

Depuis une quinzaine d’années, de nouvelles techniques ont été adoptées et utilisées afin
de mettre a profit I’analyse de plus en plus compléte des génomes et protéomes des animaux
d’élevage. En effet, les progres de la biologie moléculaire autorisent I’analyse de plus en plus
exhaustive du polymorphisme et de I’expression des genes dans le muscle des animaux avant
et aprées abattage (Hocquette et al., 2005 ; Cassar-Malek et al., 2008 ; Almeida et al., 2015).
L’utilisation des techniques en —omiques (Figure 22), ont permis une recherche sans a priori
de biomarqueurs de la tendreté et d’autres paramétres (capacité de rétention d’eau (CRE),
couleur, pH, ...etc.) de qualité des viandes sur des centaines, voire des milliers de génes ou de
protéines, et ont ainsi permis d’établir une liste de candidats marqueurs potentiels des qualités

recherchées.
IV.1. Définition des biomarqueurs

Un marqueur biologique peut étre défini de facon générale comme étant une molécule
biologique associée a un phénotype particulier, et qui peut étre aisément utilisée afin de
caracteriser ce dernier (Picard et al., 2011 ; 2015). Les biomarqueurs sont analysés depuis
plusieurs années dans de nombreux domaines scientifiques (Hulka, 1990 ; Naylor, 2003). Ils
se réferent généralement a une mesure qui peut étre utilisé comme un indicateur d'un état ou

d'une condition biologique.

L’intérét d’identification de biomarqueurs dans le cas de la viande est de pouvoir les
utiliser dans des outils tels que les puces a protéines, employé pour évaluer le potentiel de
qualité des animaux et des carcasses. De ce fait, nous avons revisité cette définition, en
proposant une nouvelle définition plus large et adaptée et qui est : « Les biomarqueurs de la
gualité de la viande, sont des indicateurs des processus biologiques mesurables
quantitativement, qui une fois validés peuvent jouer un rdle essentiel dans i) la compréhension
de la transformation du muscle en viande ; ii) les programmes de sélection génétique ; iii) la
prédiction de I’évolution et la mise en place de la qualité et/ou iv) la gestion et la

classification des carcasses de viandes » (Picard et al., 2015b ; Gagaoua et al., 2015a).
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Figure 23. Identification de protéines marqueurs de la qualité de la viande: du laboratoire a la validation et développement pour
des mesures de routine.

A) Etapes préparatives et identification des biomarqueurs potentiels par stratégie protéomique et B) étapes de validation des
biomarqueurs identifiés au laboratoire par la génomique, protéomique ou issus des études in-silico et de la littérature.
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IV.2. Le « cycle » des biomarqueurs

Les mecanismes biologiques qui régissent les parameétres de qualité des productions
animales (élevages) sont complexes et non encore élucidés, ce qui rend difficile la mesure de
ces parameétres. Certains d’entre eux ne peuvent étre mesurés qu’apres la mort de I’animal.
Pour cela, les biomarqueurs peuvent jouer un rdle crucial et ont été proposé pour i) gérer un
groupe d’animaux donnés ; ii) expliquer et/ou prédire les parametres régissant la qualité du

produit (viande) et iii) contribuer a la sélection génétique.

Pour leur validation et utilisation dans la filiere viande et en routine, les biomarqueurs
doivent passer par un processus multi-étapes (te Pas et al., 2011) comprenant une phase de
préparation, de recherche, de validation et d’implémentation comme décrit ci-apres et illustré
dans la Figure 23. Le cycle des biomarqueurs comprend différentes phases chacune comprend
une ou plusieurs logique(s) d’instruction afin de pouvoir arriver a une mettre en place et d’une

maniére efficace le ou les biomarqueur(s).
IV.2.1. Phase de préparation : cette phase nécessite de

1) décrire en concertation avec I’industriel de la filiere viande (élevage ou abattoirs)

I’objectif exact de I’utilisation du biomarqueur ;

2) chercher les biomarqueurs préexistants ou potentiels issus des investigations

préliminaires ;
3) développer une recherche scientifique (projet) si I’étape 2 est négative.
1VV.2.2. Phase de recherche : la phase de recherche nécessite

4) un choix judicieux d’une technologie « -omique » basée sur le biomarqueur recherché
et une recherche au niveau génomique. Cette étape a pour but d’élucider le mécanisme

impliqué pour parametre de production en utilisant le ou les biomarqueurs identifiés ; et

5) d’utiliser des échantillons biologiques issus d’animaux avec des parameétres de
productivite connus. Le type d’échantillon biologique dépend du tissu dans lequel le
parameétre est mesuré et le type d’échantillon biologique pour lequel le biomarqueur est

destiné ; puis de

6) déterminer statistiguement le nombre d’échantillons biologiques nécessaires.
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IV.2.3. Phase de validation : I’obtention d’une liste préliminaire de biomarqueurs

tests incite la mise en place d’une étape de validation qui a pour but de
7) déterminer la fiabilité et robustesse du biomarqueur ; et

8) d’effectuer une validation interne et externe. Cette phase nécessite un nouveau lot

d’échantillons indépendants des échantillons utilisés précédemment.

9) le biomarqueur pourra étre utilisé pour prédire le parametre de production, apres quoi

la prédiction est comparée avec les parametres réels mesurés.

IV.2.4. Phase d’implémentation ou de mise en place : durant cette étape 10) le

biomarqueur sera intégré dans le processus de production : en ligne ; sur site, ...etc.

Il s’avére de cette chronologie de phases, de la découverte d’un biomarqueur d’un trait de
qualité donnée a son evaluation scientifique sont les premieres étapes du développement. La
place des techniques « —omiques » émergentes font qu’aujourd’hui une liste non exhaustive
de biomarqueurs des qualités des viandes est disponible (Figure 29 et Tableau 03). Les
techniques « —omiques » notamment la protéomique, ont considérablement contribué a révéler
de nombreux mécanismes bien jusqu’alors meconnus. La mise en place des technologies
protéomiques pour comprendre le protéome du muscle post-mortem (voir ante-mortem) d’une
part, et identifier des biomarqueurs des qualités de viandes d’autre part, sera détaillée dans les
parties qui suivent, mais avant un introduction et présentation de I’analyse protéomique sera

donnée.
IV.3. La stratégie protéomique
1VV.3.1. Définitions du protéome et de la protéomique

C’est un étudiant australien nommé Mark Wilkins (Wilkins et al., 1996) qui employa le
terme protéome pour la premiére fois lors de ses travaux de thése. Ce terme, qui résulte de la
contraction des mots « protéine » et « génome », représente I’ensemble des protéines
exprimées par un génome donné (d’une cellule, un tissu ou un organisme), dans un
environnement donné, a un moment donné. A I’inverse du génome, le protéome décrit de
fagon dynamique les protéines exprimées selon I’état de la cellule. Par contre, les différentes
modifications post-traductionnelles rendent I’identification et la compréhension de leur

fonction bien plus complexe que I’étude du génome.
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Figure 24. Principales étapes de I’analyse protéomique : de I’échantillon biologique aux protéines identifiées.

Schématiquement I’analyse protéomique commence par I’extraction et fractionnement des protéines d’un échantillon biologique, suivi d’une séparation par
électrophorése sur gel mono- ou bidimensionnel et révélation (coloration) des protéines séparées puis récupération des bandes ou spots d’intéréts et leur
identification par spectrométrie de masse aprés une digestion trypsique. Les peptides ainsi obtenus serviront a I’identification, a la caractérisation et/ou a la
quantification des protéines a I’aide d’outils bioinformatiques (étude in silico).
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Le terme analyse protéomique introduit en 1998 désigne « I’analyse quantitative des
niveaux d’expression des protéines permettant la compréhension des mécanismes de contréle
de I’expression génétique » (Anderson et Anderson, 1998). La technique en elle-méme
consiste a analyser I’ensemble des protéines (protéome) exprimées dans une cellule a un

moment donné et dans une situation donnée.

Toutefois, la définition revisitée de Tyers et Mann définit I’analyse protéomique comme étant
« I’analyse globale des protéines caractérisées par leurs interactions, leurs modifications et les

différents isoformes exprimées dans la cellule » (Tyers et Mann, 2003).
IVV.3.2. Stratégies d’identification des protéines

Globalement, deux stratégies permettent I’identification des protéines: I’approche bottom-
up et I’approche top-down. L’approche bottom-up qui a longtemps été la plus utilisée repose
sur une stratégie basée sur la digestion protéolytique des protéines d’intérét suivie d’une
identification par spectrometrie de masse. L’approche top-down qui nécessite I’utilisation de
spectromeétres de masse permettant une analyse de masse précise repose sur la fragmentation
directe des protéines d’intérét sans digestion au préalable (Zhang et al., 2013 ; Garcia, 2010 ;
Catherman et al., 2014)

Aujourd’hui, c’est I'usage de la spectrométrie de masse (MS) qui est plébiscité pour
I’analyse du protéome en raison des multiples avancées techniques apparues ces 20 derniéres
années (Nilsson et al., 2010). La protéomique permet au final non seulement d’inventorier et
cartographier (Bouley et al., 2004) les protéines qui composent un protéome donné, mais
aussi de déterminer les différences qualitatives et quantitatives induites par une situation

physiologique particuliére (analyse protéomique différentielle) (Aebersold et Mann, 2003).

L’ analyse protéomique est généralement composée d’une série d’étapes (Figure 24). Les
protéines sont extraites a partir d’un échantillon biologique et sont ensuite séparées ou
fractionnées avant et/ou aprés digestion enzymatique. Les peptides ainsi obtenus sont
analysés par spectrométrie de masse et les spectres générés serviront a I’identification, a la

caractérisation et/ou a la quantification des protéines a I’aide d’outils bioinformatiques.

Les techniques de séparation des protéines peuvent étre classées en deux grandes
catégories : Les techniques de séparation sur gels d’électrophorese et les techniques de
séparation sans gel souvent appelées « Gel-free » ou « OFF-GEL ». Dans ce qui suit, une

bréve description des techniques séparatives mono- et bidimensionnelle sur gel.
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Figure 25. Principe général de I’électrophorese bidimensionnelle (2DE) et stratégie

Les protéines sont séparées dans une (A) premiére étape en fonction de leur pl apres une

isoélectrofocalisation (IEF) dans un gradient de pH crée grace a des copolymeres d’acrylamide : les

immobilines portant des charges généralement de 3 & 10, mais variables (gradient large, ou étroit ou

trés éetroit). Dans une seconde étape, les protéines de ce gel sont séparées dans un gel SDS-PAGE

standard en fonction de leur poids moléculaire puis colorées, (B) par exemple au bleu de

Coomassie. Les protéines d’intérét (spots ou bandes) sont (C) excisées du gel pour une

identification poussée par spectrométrie de masse et analyse in silico.
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IV.3.2.1. Electrophorése monodimensionnelle (1DE)

L’électrophorese 1DE en conditions denaturantes (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) est une
technique séparative permettant de fractionner le contenu protéique d’un extrait sur un gel
d’acrylamide selon la masse moléculaire des protéines. Aprés extraction, les protéines sont
solubilisées dans un tampon contenant le SDS. Ce dernier est un détergent puissant,

permettant la solubilisation des protéines en leur conférant une seule charge négative.

Sous I’effet d’un champ électrique, les protéines, qui portent toutes une charge équivalente
aprés traitement au SDS, migrent dans le gel réticulé en direction de I’anode et sont ainsi
séparées selon leur masse moléculaire dans les mailles du gel d’acrylamide. Les protéines
sont ensuite communément révélées au bleu de Coomassie ou au nitrate d’argent (Neuhoff et
al., 1988 ; Brunelle et Green, 2014 ; Kavran et Leahy, 2014).

Selon le niveau de fractionnement souhaité, on pourra limiter la séparation a I’obtention
d’une seule bande regroupant toutes les protéines (le gel « stacking ») ou au contraire
I’étendre jusqu’a obtention d’une multitude de bandes correspondant aux protéines de
I’échantillon selon I’objectif escompté. 1l est aussi possible de faire varier la réticulation du
gel (la taille des mailles) afin d’augmenter la capacité résolutive sur des gammes de masses

moléculaires spécifiques.
1V.3.2.2. Electrophorése bidimensionnelle (2DE)

L’¢électrophorése bidimensionnelle (2DE) (O’Farrell, 1975) comme présentée ci-dessus,
consiste a séparer les protéines sur deux dimensions. Dans une premiére dimension, les
protéines sont séparées selon leur point isoélectrique (pl) dans une bande de gel d’acrylamide
fonctionnalisée avec des immobilines ou IPG-Strip (acides et bases faibles créant un gradient
de pH) par isoélectrofocalisation (IEF) (Gorg et al., 2004). Dans une seconde dimension, les
protéines sont séparées sous I’effet d’un champ électrique, selon le méme procédé que le gel
SDS-PAGE, au sein d’un gel d’acrylamide (environ 20 x 20 cm le plus souvent) plus ou
moins réticulé (rapport acrylamide/bis acrylamide) selon leur masse moléculaire. Le principe

général de I’électrophorése 2DE est présente en Figure 25.
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L’électrophorese bidimensionnelle permet donc la séparation en routine de 2000 protéines
environ. Elle offre également I’avantage d’étre compatible avec la spectrométrie de masse, de
permettre I’observation de la présence de certaines modifications post-traductionnelles (MPT)
et de conserver des informations relatives aux propriétés physico-chimiques des protéines
comme leur poids moléculaire ou la valeur de leur point isoélectrique (Rabilloud et al., 2010).
La révélation des spots protéiques sur les gels 2D offre I’avantage de permettre la

quantification de I’abondance relative des protéines contenues dans divers échantillons.

Pour la visualisation des protéines séparées sur les gels 1DE ou 2DE, il existe de nombreux

types de révélations qui different par leur sensibilité et gamme de linéarité de réponse :

= la coloration au bleu de Coomassie (sensibilité 50 — 100 ng environ, linéarité : 2 — 3

ordres de grandeur) (Westermeier et Marouga, 2005) ;

[1]

au nitrate d’argent (sensibilité de I’ordre du ng; gamme de linéarité < 2 ordres de
grandeur) (Rabilloud, 1999) ;

[1]

le marquage des protéines avec des composeés fluorophores (sensibilité < 0,1 ng; gamme
de linéarité : 4 — 5 ordres de grandeur) (Marouga et al., 2005). Les colorations
fluorescentes qui permettent d’atteindre des sensibilités de I’ordre de I’attomole, sont

souvent utilisées dans le cas de la DiGE citée ci-dessus.
1VV.3.2.3. Analyse des peptides par spectrométrie de masse et PMF

Un spectrométre de masse permet la mesure du rapport masse sur charge (m/z) des
peptides issus de la digestion enzymatique des protéines de I’échantillon a analyser, ainsi que
de leurs fragments qui sont générés au sein des instruments. Les spectrométres de masse
combinent 4 éléments : la source, qui permet I’ionisation et la volatilisation des molécules,
une interface qui permet la transmission et la focalisation des ions vers I’analyseur, un
analyseur qui « filtre » (sépare) les ions selon leur rapport m/z et un détecteur contre lequel

les ions viennent frapper permettant la détection du signal.

Les sources qui permettent d’ioniser les protéines sont dites « douces » puisque I’énergie
gu’elles leur transmettent ne risque pas de les détruire. Il s’agit des sources MALDI (Matrix-
Assisted Laser Désorption/lonisation) (Karas et Hillenkamp, 1988) et électrospray (Fenn et
al., 1988). La source électrospray par exemple permet I’ionisation de molécules en solution a

pression atmosphérique sous I’effet d’un champ électrique.
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Tableau 02. Revue non-exhaustive des approches de protéomique guantitatives les plus utilisées dans le domaine des sciences de la viande.

Approche Méthode Exemples Objectif Références
Gel-based Comparaison de SDS-PAGE Changement du profil protéique lors de I’attendrissage du muscle Longissimus bovin (Sawdy et al., 2004)
I’abondance de protéines  (1-D) Différences chez des poulets sélectionnés pour leur poids/rendement en carcasses (Updike et al., 2005)
Utilisation de bandes protéiques pour prédire la tendreté de la viande bovine (Zapata et al., 2009)
Analyse de protéines associées a la masse corporelle et conformation de la perchaude Analyse (Reddish et al., 2008)
protéomique du muscle de la morue atlantique, Gadus morhua (Gebriel et al., 2010)
DIGE Changement dans les fibres légéres de myosines au cours de stockage du muscle LT bovin (Muroya et al., 2007)
Biomarqueurs de la tendreté de la viande bovine dans le muscle Longissimus (Jia et al., 2009)
Comparaison des profils protéomiques de deux races porcines a différents ages (Hollung et al., 2009)
Effet de la température de stockage sur la dégradation du muscle du bar commun (Terova et al., 2011)
Analyse de I’exsudat de la viande porcine fraiche en réponse au stress (Di Luca et al., 2013)
Label-based Coloration par isotopes iTRAQ Abondances protéiques dans le muscle Longissimus : viande tendre vs. dure (Bjarnadottir et al., 2012)
chimiques Impact de la restriction alimentaire sur le protéome du mouton australien Peppin (Almeida et al., 2014)
Label-free Intensité du signal des SELDI-TOF Dégradation du protéome du muscle Longissimus porcin et impact sur la qualité (Te Pas et al., 2009)
spectres de masse des Biomarqueurs de la qualité de la viande porcine dans le muscle Longissimus (Te Pas et al., 2013)
peptides détectés Comparaison du profil protéomique de deux muscles de cing races porcines pures (Mach et al., 2010)
Biomarqueurs de la viande porcine du muscle Longissimus chez quatre races (Marcos et al., 2013)
MALDI-TOF Modification du protéome du muscle LT et relation avec la qualité de la viande porcine (Lametsch et al., 2003)
LC-ESI-MS Identification de protéines spécifiques d’oxydation dans le muscle du poulet (Stagsted et al., 2004)
LC-MS/MS Impact du stockage et conditions pré-abattage sur le protéome de la viande du porc (Morzel et al., 2004)
Modification du protéome du muscle Pectoralis du poulet au cours de la croissance (Doherty et al., 2004)
Analyse protéomique de I’hypertrophie du muscle bovin des taurillons bleu belge (Bouley et al., 2005)
Protéolyse et relation avec la qualité de la viande du muscle Longissimus porcin (Hwang et al., 2005)
XIC-based Peptides de faible PM libérés au cours du stockage et la cuisson de la viande bovine Eg:jlzgzr;te;?l"zggg?
nLC-MS/MS Une méthode pour la quantification des protéines d’un extrait de viande de porc a
LESA-MS Détection rapide de biomarqueurs de stabilit¢ chez le bovin, porcin, équin et volaille (Montowska et al., 2014a)

Identification des protéines musculaires de mélanges de bovin, équin, porcin et volaille

(Montowska et al., 2014b)

Abbreviations: DIGE: Difference Gel Electrophoresis; iTRAQ: isobaric Tag for Relative and Absolute Quantification; SELDI-TOF: Surface-Enhanced Laser
Desorption/lonization-time-of-flight; MALDI-TOF: Matrix Assisted Laser Desorption/lonization-time-of-flight; XIC: Extracted lon Currents; nLC-MS/MS: nanoliquid
chromatography-tandem mass spectrometry; LESA-MS: Liquid Extraction Surface Analysis Mass Spectrometry
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Il existe différentes geométries d’analyseurs qui peuvent étre caractérisées par la gamme de
masses analysables, leur précision de masse, leur sensibilité et leur résolution. Le choix de
I’analyseur doit donc étre adapté a chaque type d’analyse, qu’elle soit qualitative ou
quantitative. Les analyseurs les plus utilisés sont : i) I’analyseur quadripolaire (Q) ; ii) le piége
a ions quadripolaire (IT); iii) I’analyseur en temps de vol (TOF) et iv) I’analyseur a

transformée de Fourier (FT-ICR).

L’ apparition des banques de données protéiques et leur enrichissement en séquences
protéiques ainsi que les développements instrumentaux récents ont conduit a I’apparition de
différentes stratégies pour I’identification des protéines. Ainsi, le concept de I’identification
par empreinte peptidique massique PMF (« Peptide Mass Fingerprint ») a été décrit (Pappin
et al., 1993 ; Henzel et al., 2003 ; Thiede et al., 2005 ). Cette stratégie consiste a identifier
les protéines en comparant la liste des masses expérimentales des peptides a I’ensemble des

listes de masses calculées a partir des séquences des peptides issues de la digestion in silico.

De nombreux moteurs de recherche PMF sont développés. On peut citer entre autres
Mascot (Cox et al., 2014), MOWSE (Hsu et al., 2003), MS-Fit (Sandin et al., 2014),
ProFound (Cappadona et al., 2012), etc. En général, cette stratégie est utilisée pour identifier
des protéines séparées par gel 2DE puis digérées et analysées par MALDI-TOF-MS. En effet,
avec la croissance considérable du nombre d’entrées dans les banques de séquences
protéiques, la spécificité du PMF est devenue trés limitée (Venable et al., 2004) par rapport au
séquencage par MS/MS des peptides.

IV.4. L analyse protéomique pour la découverte de biomarqueurs

En raison de l'abondance et de la diversité des protéines et la grande quantité de
I’information générée, la production, le traitement et [linterprétation des données
protéomiques est une tache trés complexe. Des échantillons de tissus de mammiferes
contiennent entre 10 000 et 30 000 types de protéines différentes, d'ou une large gamme de
technologies (Tableau 02) qui doit étre utilisé en paralléle pour préparer, separer et quantifier
les abondances des milliers de protéines (Mullen et al., 2009 ; Bendixen, 2005 ; 2013 ). Une
liste non exhaustive des approches protéomiques appliquées dans le domaine des viandes a la

recherche d’indicateurs de qualité est présentée dans le Tableau 02.

Initialement,  I’électrophorése,  monodimensionnelle  (Laemmli,  1976)  puis

bidimensionnelle (2DE) aprés coloration simple au Bleu de Coomassie ou au nitrate d’argent
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Figure 26. Evolution de I’utilisation de la protéomique.

Histogrammes montrant I’évolution du nombre de travaux scientifiques publiés durant la
période 2000 — 2014 et liés a I’application de la protéomique dans le domaine des viandes. Le
graph a été préparé en interrogeant le moteur de recherche bibliographique « Google
Scholar ». La requéte a été effectuée le 15.04.2015 en utilisant comme mots clés

« Proteomic » ; « Protein » ; « Meat » et « Quality ».
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a été utilisée dans I'étude du protéome. La 2DE fait intervenir deux parametres de séparation,
le point isoélectrique (pl) et la masse moléculaire (O’Farrell, 1975 ; Jensen et al., 1998). La
séparation permet I’amélioration de la résolution du fractionnement des mélanges de protéines
complexes, et permet ainsi aux différentes protéines d'étre séparées. La DiGE pour Difference
Gel Electrophoresis, a été mise au point pour palier aux inconvénients liés aux réplicats
techniques de la comparaison de gels 2DE, une technique assez proche mais utilisant des
fluorochromes, les cyanines (Unlu et al., 1997 ; Viswanathan et al., 2006). Deux ou trois
échantillons de protéines différents sont marqués avec des colorants fluorescents avant la
séparation. Ceci permet une analyse plus precise et poussée des différences dans I'abondance

des protéines entre échantillons.

Bien que tres utilisée, I’analyse 2DE présente quelques limites pour lesquelles I’opérateur
doit rester prudent, par exemple, la co-migration des protéines et la mauvaise résolution et
séparation des protéines basiques et hydrophobes. De plus, les protéines faiblement
concentrées sont difficiles a étudier et ne sont souvent pas révelées par les colorations
classiques (Gygi et al., 2000). Un autre inconvenient de I'analyse 2DE est que lorsqu'elle est
appliquée a des échantillons complexes non fractionnés, la surface limitée du gel ne permet
d’analyser que les protéines les plus abondantes (Pedersen et al., 2003). De ce fait, le pré-
fractionnement d'échantillons complexes peut étre appliqué pour contourner ce probléme
(Gorg et al., 2002; Spandidos et Rabbitts, 2002).

La caractérisation et I’identification des spots d’intérét font aussi appel a d’autres
techniques d’identification, appelées communément la spectrométrie de masse (MS)
(Malmstrom et al., 2007). Deux principales applications de la MS ont vu le jour dans les
études protéomiques. La premiere est I'identification des spots de protéines a partir d’un gel
2DE ou directement des extraits protéiques et la deuxiéme est la protéomique comparative.
Les technologies de MS les plus utilisées pour l'identification des protéines sont I'ionisation
électrospray (ESI) (Fenn et al, 1989) et le MALDI (Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization) (Hillenkamp et al., 1991). Le MALDI peut étre combiné avec un
analyseur de masse en temps de vol (TOF pour time-of-flight). Cette technologie est idéale
pour analyser les empreintes peptidiques massiques (PMF), de protéines digérées par
protéolyse, par exemple, digestion trypsique. Les spectres des peptides ne sont pas
quantitatifs, mais qualitatifs, vu que les capacités d'ionisation des peptides ne sont pas
visualisables (Lim et al., 2003). Une analyse in silico, par comparaison aux bases de donneées

d’empreinte peptidiques est effectuée.
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A l'inverse les anticorps peuvent étre
fixés sur le support et I'antigéne marqué
venir interagir avec ces derniers

Y

@ détection basée sur le principe
immunologique en sandwich.
Les anticorps sont déposés sur les puces
et le lysat cellulaire est appliqué a la lame.
Un second anticorps marqué va révéler
I'interaction du premier anticorps
avec la protéine d'intérét

@ detection directe de l'interaction protéine-proteine.
Des protéines sont déposées sur une puce
et des protéines marquées sont incubées
sur cette derniére, déterminant ainsi ou
peuvent se lier et interagir les protéines
marquees

Figure 27. Principe des biopuces a protéines (Anton Leberre, 2013).

La molécule-partenaire est marquée a I’aide d’un fluorophore. Une fois les molécules mises
en contact avec la biopuce, les complexes formés émettront une fluorescence détectable. La
lecture des spots sera alors réalisée par un scanner et analysée par un logiciel qui va traduire
ces signaux en informations représentatives de I’abondance relative des protéines. Les
fluorophores les plus utilisés sont des dérives de la cyanine solubles dans I’eau qui émettent &
des longueurs d’onde comprises entre 500 et 650 nm. Une seconde approche, connue sous le
terme de « sandwich », présente I’avantage de ne pas perturber la structure de la molécule-
partenaire et augmente de ce fait I’intensité du signal. Dans ce cas, I’interaction entre les
molécules partenaires est détectée par un anticorps marqué.
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Comme alternative, de nouvelles autres technologies se caractérisant par une vitesse et
sensibilité tres élevées ont été proposées et appliquées pour remédier aux défauts de la 2DE
seule. Nous citons le SELDI-TOF (Surface-Enhanced Laser Desorption/lonization-time-of-
flight) (Marcos et al., 2013a,b) ; XIC-based (Extracted lon Currents) (Bauchart et al., 2006) ;
nLC-MS/MS (nanoliquid chromatography-tandem mass spectrometry) (Gallego et al.,
2015) ; LESA-MS (Liquid Extraction Surface Analysis Mass Spectrometry) (Montowska et
al., 2014a,b) et iTRAQ (isobaric Tag for Relative and Absolute Quantification) (Ross et al.,
2004 ; Ernoult et al., 2008). Pour la majorité de ces techniques, la quantification est trés
specifique avec une trés haute répétabilité. En outre, le fractionnement par la méthode OFF-
GEL est une autre alternative qui séduit un bon nombre de laboratoires. Elle est de plus en
plus appliquée dans le domaine des viandes (Sentandreu et al., 2010 ; Surowiec et al., 2011 ;
Fernandez et al., 2015). Cette méthode est basée sur une séparation de molécules amphoteres,
en fonction de leur pl, dans un gradient de pH soumis a un champ électrique (Ros et al.,
2002). L’évolution de ces technologies protéomiques ainsi que leurs applications dans les
sciences de la viande ne cessent de croitre. La Figure 26, en interrogeant le moteur de

recherche Google Scholar illustre cette évolution croissante depuis le début de I’année 2000.

Enfin, certains laboratoires s’intéressent aujourd’hui aux puces a protéines (biopuces), qui
sont des technologies extrémement sensibles pour I’analyse du protéome. Les biopuces sont
des systéemes miniaturisés permettant des analyses sur un grand nombre d’échantillon et a
haut débit (Figure 27). Les biopuces sont trés utiles dans I'étude des interactions entre

biomolécules et les réflexions pour leur utilisation dans le domaine de la viande est d’actualité

Cette technologie, qui est en pleine émergence, offre I’avantage de pouvoir comparer et
caractériser simultanément un grand nombre de cibles protéiques (Sakanyan, 2004). Elles
impliquent l'utilisation d'une sonde qui est spécifique pour un analyte particulier, placé a la
surface de la puce a une position définie. Les principes de base ont été largement documentés
par Elkins et al. (1989) et illustrés dans la Figure 27. Toutefois, l'application de puces a
protéines pour la protéomique n’est pas trés avancée par rapport a celle des puces a ADN.
Bien que tres efficace, cette technologie a des limites. En particulier, les protéines sous-
exprimées peuvent ne pas étre révéleées. D’autre part, des changements affectant les niveaux
d’abondances relatives des protéines peuvent impliquer des peptides a faible abondance (Celis
et al., 2000). Par conséquent, la technologie des biopuces peut étre avantageuse dans ce cas.
La finalité de nos recherches actuelles sur I’indentification des biomarqueurs des qualités de

viandes est la mise en place d’une biopuce a protéines pour des analyses en routine.
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IV.5. Applications des technologies de la protéomique a I’étude du protéome de la

viande

Face aux demandes récurrentes et croissantes de la filiere viande, les industriels ont changé
leur méthodes de production et modernisé les pratiques d’élevages, induisant des
modifications au niveau génétique et adaptabilité des animaux, tout en améliorant les
potentiels des races, ce qui n’est pas sans effets sur les qualités des produits obtenus (Paredi et
al., 2012). Par conséquent, la prédiction de la qualité des produits devient une nécessité

absolue pour la filiere viande.

En outre, les méthodes d'évaluation de la texture (qu’elles soient sensorielles ou
instrumentales) de la viande sont jugées destructrices, lourdes a mettre en place et dans
certains cas, elles ne sont pas souvent adaptées et applicables qu’apres abattage. Aussi, il est
aujourd’hui nécessaire de trouver une alternative et de développer des outils rapides ne
demandant pas de grandes quantités d’échantillons pour pouvoir classer et prédire le potentiel

de qualité des animaux.

L’analyse protéomique s’est avérée une solution trés efficace pour répondre a cette
problématique et démontrer en quoi I’étude globale ou partielle du protéome permet de
proposer des méecanismes explicatifs sur I’origine de la variabilité des qualités de la viande,

indépendamment de I’espece bouchere considérée.

Ceci est d’autant plus justifié par I’engouement des scientifiques des sciences animales, en
particulier de la viande a I’appliquer dans une vaste gamme de domaines de la recherche en
science des viandes (Bendixen, 2005 ; Lippolis et Reinhardt, 2008 ; Picard et al., 2010 ;
Boggess et al., 2013 ; Almeida et al., 2015) tels que la croissance et le développement chez le
porc (Lametsch et al., 2006), le bovin (Bouley et al., 2005), la volaille (Doherty et al., 2004 ;
Teltathum et Mekchay, 2009), le poisson (Reddish et al., 2008) et le cheval (Chernukha et
Manyukhin, 2015), le métabolisme post-mortem (Jia et al., 2006a,b), la tendreté et le
phénomeéne d’attendrissage (Sawdy et al., 2004 ; Zapata et al., 2009), la capacité de rétention
d'eau (Updike et al., 2005), la transformation de la viande et controle des produits (Pifieiro et
al., 2003 ; Gatellier et al., 2014), le stress des animaux a |’abattage (Franco et al., 2015 ;
Cruzen et al., 2015) ; I’étude de la stabilité de la couleur de la viande (Sayd et al., 2006 ;
Kwasiborski et al., 2008b ; Joseph et al., 2012 ; Desai et al., 2014 ; Suman et al., 2014 ;
Canto et al., 2015 ) et I’oxydation des protéines (Promeyrat et al., 2011).
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Figure 28. Stratégie protéomique appliquée sur les especes boucheres. Démarche synthétique a suivre pour révéler les changements
biochimiques post-mortem et/ou découvrir des protéines biomarqueurs de la qualité sensorielle et des paramétres technologiques de la viande.

A partir d’une espéce bouchére donnée un échantillon de muscle classé sur la base d’un critere de qualité supérieur (+) ou inférieur (-) est utilisé pour extraire
les protéines myofibrillaires et/ou sarcoplasmiques. L’extrait protéique est par la suite utilisé pour la réalisation d’un gel d’électrophorése bidimensionnelle
apres une isoélectrofocalisation. Les images des gels colorés au bleu Coomassie ou nitrate d’argent seront par la suite traités et les spots d’intérét seront analysés
statistiquement. Les plus discriminants seront excisés du gel pour les identifier par spectrométrie de masse de type MALDI-TOF par exemple. Les protéines
identifiées serviront d’une part comme marqueurs du critére de qualité recherché ou d’autre part a comprendre les mécanismes biologiques sous-jacents.
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De plus, depuis les années 2000, de nombreuses études de protéomique (Clarke et al.,
2001 ; Lametsch et al., 2003 ; Doherty et al., 2004 ; Picard et al., 2010, 2012, 2013 ; Ouali et
al., 2013 ), ont été mises en ceuvre pour identifier des protéines biomarqueurs reliées a des
caracteres d’intérét comme les qualités de la viande afin de développer des outils prédictifs
simples et efficaces mais surtout non dommageables. Les caractéres ciblés et leurs facteurs de
variation peuvent différer selon les objectifs de chaque qualité ou filiére, mais les démarches
suivies sont assez similaires (Tableau 02). Ceci est d’autant plus vrai, pour la compréhension
des modifications du protéome associées aux parameétres de la qualité ou I’identification de

biomarqueurs explicatifs ou prédictifs comme schematisé dans la Figure 28.

Dans ce qui suit vont étre alors présentées les différentes applications de la proteomique,
introduites ci-dessus, afin de mieux comprendre le protéome de la viande, la composante
responsable en grande partie du déterminisme des qualités recherchées. Le Tableau 03
synthétise les différentes protéines révélées par les études protéomiques chez différentes
especes bouchéres notamment le bovin et le porc. Ce tableau de synthése sera la référence
pour cette partie, par conséquent, je ne développerai pas I’ensemble des travaux au cas par cas

mais plutdt des focus sur les principaux résultats qui vont étre abordés.

IV.6. La protéomique et les modifications du protéome associées aux paramétres de la

qualité de la viande

Les attentes du consommateur, du distributeur et du transformateur en matiére de qualité
sont convergentes : une viande tendre, sans exsudat, ne réduisant pas a la cuisson, plus ou
moins grasse et de couleur rose homogéne. Quel est donc I’apport de la protéomique pour

comprendre ces critéres de qualité tres variables et évolutifs ?
IV.6.1. La tendreté

Bien que les processus biologiques qui contrblent la qualité de la viande bovine soient
connus (Guillemin et al., 2009 ; Quali et al., 2013 ; Hocquette et al., 2014) et qu’un certain
nombre de QTL (Quantitative Trait Loci) aient été déterminés, le contréle de la variabilité de
la tendreté demeure un défi majeur pour la filiére viande et en particulier bovine. Parmi les
qualités sensorielles, la tendreté, et de facon plus génerale la texture de la viande, reste, encore
aujourd’hui, la qualité la plus recherchée par les consommateurs. La relation entre protéolyse

post-mortem des protéines musculaires et texture finale de la viande est largement
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Tableau 03. Liste non exhaustive de marqueurs protéiques identifiés par analyse protéomique et
associés a la variabilité de quelques parametres de la qualité de la viande. Majoritairement, se sont
les biomarqueurs du muscle Longissimus de différentes espéces bouchéres qui ont été illustrés.
Quelques biomarqueurs du muscle Pectoralis du poulet ont été aussi rapportés.

Biomarqueurs Parametre de qualité Espéce Direction® Références
Protéines de stress thermique (Heat shock proteins, Hsp)
+ (Zapata et al., 2009)
Hsp20 FCWB Bovine + (Guillemin et al., 2011)
* (Polati et al., 2012)
FCWB Bovine + (Kim et al., 2008)
FCWB Bovine * (Polati et al., 2012)
FCwB Porcine + (Hwang et al., 2005)
Hsp27 Tendreté (S) Bovine +/- (Morzel et al., 2008)
LIM Bovine - (Kim et al., 2008)
Luminance (L*) Bovine - (Kim et al., 2008)
Indice de rouge (a*) Bovine - (Kim et al., 2008)
R630/580 Bovine + (Joseph et al., 2012)
FCwWB Bovine + (Zapata et al., 2009)
FCWB Bovine - (Guillemin et al., 2011)
uB-crvstallin FCWB Bovine * (Polati et al., 2012)
y Tendreté (S) Bovine +/- (Morzel et al., 2008)
Luminance (L*) Porcine - (Hwang et al., 2005)
Pertes a la cuisson Porcine + (Kwasiborski et al., 2008)
Hsp40 Tendreté (S) Bovine - (Bernard et al., 2007)
Hsp60 Pertes en eau Porcine + (Te Pas et al., 2013)
Hsp70-8 Capacité de rétention d’eau  Porcine - (Di Lucaet al., 2013)
FCwB Bovine + (Bjarnadottir et al., 2012)
Hsp70-1A/B Luminance (L*) Porcine - (Kwasiborski et al., 2008)
Pertes en poids Porcine - (Kwasiborski et al., 2008)
Hsp70 Pertes_en eau _ Porci_ne - (Kwasiborski et al., 2008)
Capacité de rétention d’eau  Volaille + (Phongpa-Ngan et al., 2011)
. + (Jia et al., 2009)
Hsp70-Grp75 FCWB Bovine ) (Guillemin et al., 2011)
Luminance (L*) - (Zhang et al., 2014)
Indice de jaune (b*) - (Zhang et al., 2014)
pHu . + (Zhang et al., 2014)
Hsp90 Pertes a la cuisson Porcine - (Zhang et al., 2014)
Pertes en eau - (Zhang et al., 2014)
Pertes en eau - (Te Pas et al., 2013)
Métabolisme énergétique
A) Métabolisme glycolytique
FCwB Bovine * (Polati et al., 2012)
Enolase 1 (ENO1) Indice de rouge (a*) Porcine - (Kwasihorski et al., 2008)
FCWB Bovine - (Bjarnadottir et al., 2012)
FCWB Bovine + (Guillemin et al., 2011)
Enolase 3 (ENO3) FCWB Bovine * (Polati et al., 2012)
Indice de rouge (a*) Bovine + (Joseph et al., 2012)
Pertes en poids Porcine + (Kwasiborski et al., 2008)
FCwB Bovine - (Jia et al., 2009)
FCwB Porcine + (Laville et al., 2007)
Malate dehydrogenase 1 (MDHI) pHu Porcine + (Kwasiborski et al., 2008)
Pertes en poids Porcine + (Kwasiborski et al., 2008)
FCwWB Porcine - (Lametsch et al., 2003)
FCWB Porcine - (Laville et al., 2007)
FCwB Porcine + (Hwang et al., 2005)
Triosephosphate isomerase 1 (TP1) FCwB Volaille + (Mekchay et al., 2010)
Capacité de rétention d’eau  Porcine + (Di Luca et al., 2013)
Capacité de rétention d’eau  Volaille +/- (Phongpa-Ngan et al., 2011)
Pertes en eau Porcine + (Kwasiborski et al., 2008)
FCWB Bovine ** (Polati et al., 2012)
Pertes en eau Porcine + (Kwasiborski et al., 2008)
g;z;grr?;::gsieéﬁggﬂgate pHu Porc!ne + (Kwasiborski et al., 2008)
pHu Porcine + (D’ Alessandro et al., 2011)
Luminance (L*) Porcine - (D’ Alessandro et al., 2011)
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documentée (Ouali, 1990; Sentandreu et al., 2002 ; Kemp et al., 2010, Lonergan et al., 2010).

De nombreux travaux ont mis en evidence des relations entre les propriétés des fibres
musculaires et la tendreté. Toutefois, ces relations sont trés variables selon le type d’étude.
Par exemple, Maltin et al. (2003) montrent que plus le muscle Longissimus lumborum est
oxydatif, plus il est tendre, a I’inverse de ce qui est observé pour le muscle Vastus lateralis.
L’etude de Picard et al. (2006) montre le méme type de résultats sur les muscles Longissimus
thoracis (LT, oxydatif) et Semitendinosus (ST, glycolytique). Le muscle LT des vaches
apparait le plus tendre lorsqu’il est riche en lipides totaux et notamment en triglycérides, qu’il
présente les propriétés les plus lentes et oxydatives et les teneurs en collagéne total et
insoluble les plus faibles (Picard et al., 2007). Ceci démontre que selon le type de muscle
considéré et sans doute aussi selon le type d’animal et le mode d’élevage, la tendreté de la
viande peut étre expliquée par des caractéristiques différentes. Ceci permet de comprendre les
nombreuses contradictions rencontrées dans la bibliographie sur les relations entre
caractéristiques biochimiques du muscle et qualité sensorielle de la viande. En effet, selon les
auteurs, les études ont été conduites sur des types de muscles ou d’animaux différents. Ce
constat montre également qu’aucune caractéristique d’un muscle donné ne peut étre un
prédicteur de la qualité sensorielle de I’ensemble des muscles de la carcasse. Ainsi, il apparait
clairement que la tendreté de la viande est tres difficile & maitriser en raison de son origine

multifactorielle non totalement élucidée jusqu’a présent.

Par ailleurs, le proteome serait le reflet des différentes voies métaboliques qui contribuent
au développement post-mortem de la tendreté (Tableau 03). Par conséquent, une meilleure
compréhension de ces voies et de leurs interactions est une condition préalable pour une
identification satisfaisante de prédicteurs précis de ce critére primaire de qualité de la viande.
A cet égard, I'avénement des technologies protéomiques modernes a sans doute contribué a
une meilleure compréhension de ces processus (D'Alessandro et Zolla., 2013 ; Picard et al.,
2012b ; 2013 ; 2014 ; Bendexen, 2005 ; 2013).

Les principaux résultats (Picard et al., 2012a) ont montré pour le muscle Longissimus
thoracis (LT, entrecbte) que des protéines associées au type rapide glycolytique
(phosphoglucomutase, lactate déshydrogénase B, triophosphate isomeérase, glycéraldéhyde 3
phosphate déshydrogénase, B énolase, isoformes de la troponine T rapide, isoformes de chaine
lourde de myosine 1Ix...) sont moins abondantes chez les animaux donnant la viande la plus

tendre (T7). Au contraire, des protéines liées au type lent oxydatif comme la chaine lourde de

59



Tableau 03. (Suite)

Biomarqueurs Paramétre de qualité Espéce Direction!  Références
A) Métabolisme glycolytique (suite)
FCwB Bovine * (Polati et al., 2012)
Luminance (L*) Porcine - (Kwasiborski et al., 2008)
Lactate dehydrogenase B (LDHB) Pertes en eau Porcine +/- (Te Pas et al., 2013)
pHu Porcine + (D’Alessandro et al., 2011)
FCWB Volaille + (Mekchay et al., 2010)
Capacité de rétention d’eau  Volaille + (Phongpa-Ngan et al., 2011)
Capacité de rétention d’eau  Porcine - (D’Alessandro et al., 2011)
Pyruvate kinase (PK) pHu Porcine + (Kwasiborski et al., 2008)
Pertes en poids Porcine - (Kwasiborski et al., 2008)
Luminance (L*) Porcine - (D’Alessandro et al., 2011)
Indice de rouge (a*) Porcine - (D’Alessandro et al., 2011)
Indice de jaune (b*) Porcine - (D’Alessandro et al., 2011)
Indice de rouge (a*) - (Kwasiborski et al., 2008)
Phosphoglucomutase 1 (PGM1) Pertes en poids Porcine + (Kwasiborski et al., 2008)
Capacité de rétention d’eau +/- (Di Lucaet al., 2013)
B) Métabolisme oxydatif
pHu Porcine +
Pertes en eau Porcine +
Aldehyde dehydrogenase (ALDH) Indice de rouge (a*) Porcine - (Kwasiborski et al., 2008)
Pertes & la cuisson Porcine +
Pertes en poids Porcine -
FCwB Bovine - (Zapata et al., 2009)
FCwB Bovine - (Bjarnadottir et al., 2012)
FCWB Bovine *[x* (Polati et al., 2012)
Capacité de rétention d’eau  Porcine - (van de Wiel et Zhang 2007)
Capacité de rétention d’eau  Porcine + (Di Luca et al., 2013)
Creatine kinase M type (CKM) Capacité de rétention d’eau  Porcine + (D’Alessandro et al., 2011)
Pertes en poids Porcine + (Kwasiborski et al., 2008)
pHu Porcine - (Kwasiborski et al., 2008)
Indice de rouge (a*) Bovine + (Joseph et al., 2012)
Indice de rouge (a*) Porcine +/- (Kwasiborski et al., 2008)
Indice de rouge (a*) Porcine + (D’Alessandro et al., 2011)
Succinate dehydrogenase (SDH) Tendreté (S) Bovine + (Morzel et al., 2008)
1 *
Pyruvate dehydrogenase (PDH) :Qr\gsl,gt;SdBeOrouge @) Bovine + (Joseph et al., 2012)
FCwB Porcine - (Laville et al., 2007)
Aldose reductase (ALDR1) Indice de rouge (a*) Bovine + (Joseph et al., 2012)
. Luminance (L*) . + (Kwasiborski et al., 2008)
Isocitrate dehydrogenase (ICDH) Pertes en eau Porcine - (te Pas et al., 2013)
FCWB Porcine + (Laville et al., 2007)
. FCwB Porcine + (Hwang et al., 2005)
Adenylate kinase (ADK) Pertes en eau Porcine - (Hwang et al., 2005)
Pertes en eau Porcine - (Kwasiborski et al., 2008)
Stress oxydatif et détoxification
FCWB Bovine + (Jia et al., 2009)
FCWB Bovine * (Polati et al., 2012)
DJ-1 Pertes en eau Porcine - (Kwasiborski et al., 2008)
Pertes en poids Porcine - (Kwasiborski et al., 2008)
Luminance (L*) Porcine - (Kwasiborski et al., 2008)
Peroxiredoxin 1 (Prdx1) FCWB Bovine * (Polati et al., 2012)
. . FCwB Porcine + (Hwang et al., 2005)
Peroxiredoxin 2 (Prdx2) R630/580 Bovine + (Joseph et al., 2012)
FCWB Porcine +
SP-22 (Prdx3) Pertes en eau Porcine - (Hwang et al., 2005)
Luminance (L*) Porcine -
FCwB Bovine - (Jiaet al., 2009)
FCwB Bovine + (Guillemin et al., 2011)
Peroxiredoxin 6 (Prdx6) pHu Porcine + (Kwasiborski et al., 2008)
Indice de rouge (a*) Porcine - (Kwasiborski et al., 2008)
Pertes en poids Porcine - (Kwasiborski et al., 2008)
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myosine lente, plusieurs enzymes mitochondriales comme la succinate déshydrogénase ou la
sous unité 1 de la cytochrome b-c1, sont plus abondantes dans les muscles LT les plus tendres
(Morzel et al., 2008 ; Picard et al,. 2012b, Ouali et al., 2013).

Plusieurs protéines impliquées dans le métabolisme et les flux de calcium telles que la
parvalbumine (Bouley et al., 2004) ou I’annexine A6 (Bjarnadottir et al., 2012) ont également
été identifiees comme marqueurs positifs de la tendreté, en accord avec le réle important que

joue le calcium dans la maturation de la viande (Ouali, 1992).

Des protéines de la famille des Heat Shock (aB-crystalline, Hsp20, Hsp27, Hsp40, Hsp70),
protéines de choc thermique, ont été révélées comme marqueurs de la tendreté dans
différentes expérimentations (Hwang et al., 2005 ; Morzel et al., 2008 ; Kim et al., 2008 ;
Polati et al., 2012). Ces resultats sont en accord avec la premiere phase d’attendrissage,
I’apoptose ou mort cellulaire programmeée, selon laquelle I’activité antiapoptotique des Hsp
pourrait ralentir le processus de mort des cellules en phase post-mortem précoce et jouer ainsi
un role prépondérant dans le déterminisme de la tendreté (Ouali et al., 2006, 2013). D’autres
protéines impliquees dans le stress oxydant, telles que la superoxyde dismutase (SOD1) ou les
peroxiredoxines (PRDX) sont reliées négativement a la tendreté (Hwang et al., 2005 ; Jia et
al., 2009 ; Guillemin et al., 2011 ; Polati et al., 2012 ; Guillemin et al., 2011).

Par ailleurs, il est connu que I’accumulation post-mortem de calcium dans le sarcoplasme
active les calpaines (enzymes protéolytiques) qui interviennent dans la dégradation de
protéines myofibrillaires, induisant une désorganisation de I’ultrastructure. L’utilisation de
I’analyse protéomique a apporté de nouvelles connaissances sur les phénoménes
protéolytiques. Dans la plupart des études entreprises, la présence de fragments protéiques du
cytosquelette a été observée deés les premiers prélevements post-mortem (Morzel et al., 2004 ;
Sayd et al., 2006). En outre, Lametsch et al. (2003) ont identifié des changements significatifs
dans I’actine, la myosine lourde chaine, la titine, la myosine a chaine légere (MLC) I et Il, la
CapZ et la cofiline au cours du stockage post-mortem de la viande. Les auteurs suggerent des
les premieres investigations une éventuelle relation entre la dégradation post-mortem de

I'actine et la myosine lourde chaine, et la tendreté de la viande.

En utilisant des techniques similaires, Hwang et al. (2005) ont trouvé 16 spots protéiques
corrélées aux mesures de la force de cisaillement de Warner-Bratzler (FCWB), beaucoup
d'entre eux corroborent avec les conclusions de Lametsch et al. (2003). Quelques années

apres, dautres études, ont confirmé le réle de la dégradation de I’actine au cours du
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Tableau 03. (Suite)

Biomarqueurs Paramétre de qualité Espéce Direction!  Références
Stress oxydatif et détoxification (suite)

. . Pertes en poids . - (Kwasiborski et al., 2008)
Superoxide Dismutase (SOD) Pertes en Eau Porcine ] (Te Pas et al., 2013)

. FCWB Bovine ** (Polati et al., 2012)
Carbonic anhydrase (CA3) Pertes en poids Porcine - (Kwasiborski et al., 2008)
Protéines du cytosquelette (structure)

FCWB Bovine + (Bjarnadottir et al., 2012)
FCwWB Bovine - (Jiaet al., 2009)
- - FCwWB Bovine +/- (Polati et al., 2012)
Myosin light chain 1 (MLC1) FCWB Porcine + (Hwang et al., 2005)
Luminance (L*) Porcine - (Hwang et al., 2005)
Pertes en eau Porcine - (Kwasiborski et al., 2008)
FCWB Bovine + (Zapata et al., 2009)
FCWB Bovine - (Bjarnadottir et al., 2012)
FCWB Bovine +/- (Polati et al., 2012)
Myosin light chain 2 (MLC?2) FCWB Porcine + (Lametsch et al., 2003)
Pertes en eau Porcine - (Kwasiborski et al., 2008)
Pertes a la cuisson Porcine + (Kwasiborski et al., 2008)
Pertes en poids Porcine - (Kwasiborski et al., 2008)
Troponin C FCWB Bovine + (Zapata et al., 2009)
FCWB Porcine + (Hwang et al., 2005)
FCWB Bovine + (Polati et al., 2012)
Troponin T Pertes en eau Porcine - (Hwang et al., 2005)
Pertes a la cuisson Porcine +/- (Kwasiborski et al., 2008)
Luminance (L*) Porcine - (Hwang et al., 2005)
Indice de rouge (a*) Porcine + (Kwasiborski et al., 2008)
- (Zapata et al., 2009)
Myosin heavy chain 1 (MHC1) FCWB Bovine - (Guillemin et al., 2011)
+/- (Polati et al., 2012)
Myosin heavy chain 2 (MHC2) FCWB Bovine - (Zapata et al., 2009)
Myosin heavy chain 4 (MHC4) FCWB Porcine - (Lametsch et al., 2003)
Myosin heavy chain 7 (MHC?7) FCWB ggmg N Eé%‘;ﬁzarﬁitnae"t’;?osgll)
Titin Capacité de rétention d’eau  Porcine +/- (Di Luca et al., 2013)
FCWB Bovine - (Zapata et al., 2009)
Desmin FCwWB Bovine - (Guillemin et al., 2011)
Capacité de rétention d’eau  Porcine + (van de Wiel et Zhang, 2007)
Tubulin FCWB Bovine - (Zapata et al., 2009)
CapZ-B FCWB Porcine + (Hwang et al., 2005)
FCWB Bovine - (Zapata et al., 2009)
FCWB Bovine + (Bjarnadottir et al., 2012)
FCwWB Porcine - (Lametsch et al., 2003)
a-actin FCwWB Porcine + (Hwang et al., 2005)
FCWB Bovine +/- (Polati et al., 2012)
Tendreté (S) Bovine + (Morzel et al., 2008)
Luminance (L*) Porcine - (Hwang et al., 2005)
T . FCWB Bovine + (Guillemin et al., 2011)
Myosin binding protein-H (MyBP-H) Tendreté (S) Bovine + (Morzel et al., 2008)

- FCwWB . + (Hwang et al., 2005)
Cofilin 2 Pertes en poids Porcine - (Kwasiborski et al., 2008)
Protéolyse

_calpain Tendreté (S) Bovine - (Guillemin et al., 2011)
H-calp FCWB +/- (Picard et al., 2014)
m-calpain Tendreté (S) Bovine - (Guillemin et al., 2011)
Proteasome Pertes en eau Porcine + (Kwasiborski et al., 2008)
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développement de la tendreté de la viande (Morzel et al., 2008 ; Zapata et al., 2009). Le role
d’autres protéines du cytosquelette dans I’attendrissage de la viande, notamment la troponine
T, la desmine, la myosine, la protéine de liaison H (MyBP-H), et la tubuline ou leurs
fragments a été aussi rapporté (Hwang et al., 2005 ; Hollung et al., 2007 ; Morzel et al.,
2008 ; Zapata et al., 2009).

1VV.6.2. La couleur

La couleur de la viande fraiche est une combinaison de la teneur en myoglobine et de la
lumiere réfléchie sur la surface d’un morceau de viande affecté par la dénaturation des
protéines (Aaslyng et al., 2002). Ainsi, les approches protéomiques ont été proposées pour
aider & comprendre le protéome du muscle et les changements associés a la stabilité et au
développement de la couleur. Par exemple, Hwang (2004) et Hwang et al, (2005) ont étudié
I’implication des changements de protéome du muscle Longissimus du porc sur des viandes
DFD (Dark, Firm, Dry ou viandes sombres, fermes et seches) et PSE (Pale, Soft, Exsudative
ou viandes pales, molles et exsudatives). La désoxyribonucléase | chaine A, I’a-actine, et la
troponine T ont été proposé comme de bons indicateurs pour discriminer la viande normale et
PSE. Les résultats indiquent que la viande PSE est caractérisée par de faibles abondances de

I’a-actine, et de la troponine T, et une surabondance de la désoxyribonucléase | chaine A.

Dans une autre étude conduite par Sayd et al. (2006), la surabondance de fragments de
créatines kinases et d’énolases dans des muscles de porc prélevés tres tot aprés la mort et
générant une viande foncée a conduit a formuler une hypothése selon laquelle cette protéolyse
exacerbée était liee au métabolisme plus oxydatif par ailleurs traduit par la plus grande
quantité d’enzymes mitochondriales de la chaine respiratoire. Dans leur étude, les auteurs ont
recherché grace a une étude protéomique les mécanismes biochimiques responsables de la
variation de la couleur (Sayd et al., 2006). Ils ont révélé 22 protéines ou fragments
differemment abondant dans le muscle Semimembranosus du porc entre une viande claire et
foncee. Les muscles menant a une viande plus foncée sont plus oxydatifs et caractérisés par
une abondance des enzymes mitochondriales de la chaine respiratoire, I’hémoglobine, et
quelques chaperonnes moléculaires (Hsp27, aB-cristalline, et Hsp70/Grp58). Inversement, les
enzymes de la glycolyse étaient surexprimés dans le groupe de viande claire. Ce groupe a
luminance (L*) élevée a également été caractérisé par des niveaux élevés de glutathion-S-

transférase o et de cyclophilin D.
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Tableau 03. (Suite et fin)

Biomarqueurs Paramétre de qualité Espéce Direction!  Références
Transport et voies de signalisation
Serum albumin Capacité de rétention d’eau  Porcine + (Di Lucaet al., 2013)
Pertes a la cuisson Porcine - (Kwasiborski et al., 2008)
FCWB Bovine + (Bjarnadottir et al., 2012)
. Capacité de rétention d’eau  Porcine + (Di Luca et al., 2013)
Serotransferrin Pertes a la cuisson Porcine - (Kwasiborski et al., 2008)
Luminance (L*) Porcine + (Kwasiborski et al., 2008)
Hemoalobin FCwWB Porcine + (Hwang et al., 2005)
9 Pertes a la cuisson Porcine + (Kwasiborski et al., 2008)
Tendreté (S) Bovine + (Bouley et al., 2004)
parvalbumin Luminance (L*) Porcine + (Kwasiborski et al., 2008)
Pertes en poids Porcine + (Kwasiborski et al., 2008)
Pertes en eau Porcine - (Te Pas et al., 2013)
FCWB Bovine +/- (Polati et al., 2012)
Pertes en eau Porcine - (Kwasiborski et al., 2008)
Myoglobin Pertes en poids Porcine - (Kwasiborski et al., 2008)
Luminance (L*) Porcine - (Kwasiborski et al., 2008)
Indice de rouge (a*) Porcine - (Kwasiborski et al., 2008)
FCWB Porcine - (Laville et al., 2007)
. . FCWB Bovine +/- (Polati et al., 2012)
Fatty acid-Binding protein (FABF) Pertes en eau Porcine - (Kwasiborski et al., 2008)
Lipides intramusculaires  Porcine + (Damon et al., 2006)
Apoptose
Annexin A4 Pertes en poids Porcine - (Kwasiborski et al., 2008)
Annexin A6 FCWB Bovine + (Bjarnadottir et al., 2012)
SERPINA3 Pertes en eau Porcine y (Te Pas et al., 2013)
pHu +-
Galectin-1 FCWB Bovine + (Bjarnadottir et al., 2012)
Inositol 1,4,5-triphosphate receptor type  pHu Bovine + .
1 (IP3R1) Lipides intramusculaires  Bovine - (Kim et al., 2008)

! (+) associé positivement; (-) associé négativement; (+/-) associé positivement et/ou

négativement en fonction de I’isoforme protéique ; (*) une surexpression du biomarqueur a

été rapporté ; (**) une sous-expression du biomarqueur a été rapporte.

2 Parmi les protéines de stress thermique, du transport et voies de signalisation et de stress

oxydatif, nombreuses sont celles qui sont aussi impliquées dans la voie apoptotique.

Abréviations;: FCWB:

intramusculaires.

Force de Cisaillement

de Warner-Bratzler;

LIM: lipides
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En outre, Kwasiborski et al. (2008) ont identifié une isoforme de myoglobine et une
protéine de choc thermique (Hsp72), qui expliquent a elles seules 84% de la variabilité de la
Luminance (L*). Cette étude a également revelé une isoforme de la créatine kinase musculaire
(CKM) et une protéine de liaison calcique qui pourrait expliquer 47 et 69%, respectivement,
de la variabilité dans la viande a couleur rouge (indice de rouge, a*) chez les porcs males et

femelles, respectivement.

Récemment, Joseph et al. (2011) ont caractérisé les protéines sarcoplasmiques de la viande
de beeuf a couleur stable (Longissimus thoracis) et a couleur labile (Psoas major) et ont
identifié 16 protéines discriminant les deux groupes: des protéines anti-oxydantes et des
chaperonnes. Ils ont trouvé une corrélation positive entre les protéines sous-abondantes
(aldose réductase, créatine kinase et B-énolase) et I’indice de rouge (a*) et aussi avec la
stabilité de la viande (peroxiredoxine 2, Hsp27) et une corrélation négative entre a* et
I’aconitase mitochondriale. Deux récentes revues de Suman et al. (2014) et Joseph et al.
(2015) synthétisent I’apport de la protéomique pour I’étude de la stabilité et le développement

de la couleur de la viande.
IVV.6.3. La capacité de rétention d’eau (CRE)

La capacité (ou pouvoir) de rétention en eau (CRE) de la viande est due pour 97% aux
protéines myofibrillaires. 1l s’agit de la capacité qu’a la viande a retenir fortement sa propre
eau ou de I’eau ajoutée, et ce lors de I’application d’une force quelconque (Honikel et Hamm,
1994). En effet, la myosine, I’actine et, dans une moindre mesure la tropomyosine, sont les
principaux composants musculaires capables de fixer I’eau (Owens et al., 2000). Il a été
aujourd’hui clairement montré que les évenements post-mortem, a savoir I’amplitude et la
vitesse de chute de pH, la protéolyse et méme I’oxydation des protéines sont les facteurs clés

qui influencent la capacité d’une viande a retenir son eau (Huff-Lonergan et Lonergan, 2005).

En utilisant une approche protéomique, Hwang (2004) a montré une forte relation entre les
pertes en eaux élevées et la vitesse de protéolyse post-mortem du muscle long dorsal du porc.
Quatre protéines, la troponine T, I’adénylate kinase, l'adénosine triphosphate (ATP) -
protéinase dépendante SP-22 (actuellement répertorié sous le nom Prdx3), et la protéine DJ-1
codée par PARK?7, sont toutes liées aux altérations de CRE. Dans une autre étude, van de Wiel
et Zhang, (2007) ont analysé le protéome du muscle de porc et ont identifié des marqueurs
protéiques candidats pour expliquer les mécanismes responsables du processus de pertes en

eau. Les protéines les plus pertinentes étaient la créatine phosphokinase type M, la desmine et
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un activateur de la transcription. Les échantillons ayant de fortes pertes en eau sont
caractérisés par une surexpression de la créatine phosphokinase type M, induisant une chute
rapide de pH et une altération de la vitesse de la contraction musculaire. De plus, il a été
suggeré que les taux éleves de desmine observés dans les echantillons de faible rétention
d’eau augmentent le rétrécissement latéral des myofibrilles au cours de I’installation de la
rigidité cadavérique et la modification associée de la compartimentalisation de I’eau dans le

tissu musculaire, induisant des fuites d’eau considérables.

Phongpa-Ngan et al. (2011) ont analysé I’abondance des protéomes issus de groupes de
poulets a différentes CRE par 2DE et MALDI-TOF-MS. 22 protéines ont été identifiées et 5
étaient surabondantes, dont 4 spots dans le groupe a haute CRE et une protéine sous
abondante dans le groupe de faible CRE. Les protéines, dont certaines ont été énumérées dans
le Tableau 03, concernent des enzymes du métabolisme, comme la pyruvate kinase, la
triosephosphate isomérase et des protéines du choc thermique (HSPs). Pour tester
I’importance des proteines de choc thermique dans le phénomeéne des pertes en eau, Yu et al.
(2009) ont testé quatre HSP (aB-cristalline, Hsp27, Hsp70 et Hsp90) dont I’abondance
mesurée par un test ELISA dans le muscle long dorsal de porcs avaient tendance a diminuer
apres le transport des animaux. Les auteurs ont trouve une étroite relation entre la baisse de
I'expression des HSP et I'augmentation des pertes en eau, indiquant ainsi que la réponse de

choc thermique post-mortem est étroitement liée a la CRE chez le porc.

Une autre équipe de recherche Irlandaise, a pu mettre en évidence une liste de 20 spots
protéiques en utilisant la DIGE pour caractériser les exsudats de viandes (Di Luca et al., 2013
a,b). Ces résultats suggerent que I'exsudat peut étre utilisé afin de développer des
biomarqueurs a des fins industrielles. lls ont trouvé que 44 protéines expriment un
changement d’abondance durant la période post-mortem, mais c’est uniquement I’abondance
de Hsp70 qui s’est avérée liée a la CRE. De ce fait, ils ont suggéré que I’expression de la
chaperonne Hsp70, révélée dans le groupe a faible pertes en eau, peut jouer un réle protecteur

vis-a-vis de la dénaturation et I’agrégation des protéines.
IV.6.4. Autres qualités

La protéomique a été aussi appliquée pour I’étude de nombreux autres paramétres affectant
la qualité de la viande, comme les lipides intramusculaires (Damon et al., 2006 ; Kim et al.,
2008), le pH (Damon et al., 2006 ; 2013 ; Kwasiborski et al., 2008 ; Kim et al., 2008 ; Lebret
etal., 2013 ; te Pas et al., 2013) et I’oxydation des protéines (Promeyrat et al., 2011 ).
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Par exemple, Damon et al. (2006) ont mis en évidence une corrélation positive entre le
niveau de la protéine FABP4 (« Fatty Acid Binding Protein » adipocytaire) et le nombre
d’adipocytes intramusculaires (Rz = 0,47, P < 0,05) ainsi qu’avec la teneur en LIM (R? = 0,65,
P < 0,0001). Par ailleurs, chez les porcs de race Basque, le systéme d’élevage extensif
comparativement au systéeme conventionnel induit une surexpression de genes relatifs a la
structure du muscle (y filamine, nébuline...), a la réponse thermique et au stress

environnemental (Hsp de faible poids moléculaire) (Lebret et al., 2013).

L’analyse du protéome sarcoplasmique musculaire a aussi révélé que I’oxydation des
protéines pendant la maturation et la cuisson des viandes, qui peut altérer la tendreté et la
qualité technologique, est limitée par I’abondance de protéines du systéme antioxydant («
selenium bindingprotein », SuperOxide Dismutase (SOD) mitochondriale) et de protéines

contenant du fer (isoformes de myoglobine, sérotransferrine) (Promeyrat et al., 2011).
IV.7. La protéomique pour comprendre les facteurs influencant les qualités de la viande

La qualité de la viande est une composante complexe influencée par une multitude de
facteurs qui interagissent entre eux. Il s’agit par exemple de : la génétique, I’alimentation, la
manipulation pré-mortem des animaux, la manipulation des carcasses post-mortem, les
traitements technologiques, et de leurs interactions (Rosenvold et Andersen, 2003; Lawrie et
Ledward, 2006 ; Hocquette et al., 2012). Pour la tendreté, le critéere le plus recherché, la
maturation est I’étape la plus critique pour optimiser la qualité. Les analyses protéomiques ont
par conséquent considérablement aidé les chercheurs a élucider les voies biochimiques et les
mécanismes qui régissent certains facteurs. Cette partie développera les progreés issus de ces

analyses pour une meilleure compréhension des mécanismes.
I1VV.7.1. Modifications du protéome dues aux conditions pré-mortem
IV.7.1.1. Variabilité génétique

L'influence genétique sur la qualité comprend les différences entre les races ainsi que les
différences entre les individus de la méme race (Rosenvold et Andersen, 2003). Chez le porc,
une mutation sur le gene du canal calcique a la rhyanodine (allele n) a I’origine de graves
bouleversements métaboliques conduit a des défauts qualitatifs importants de la viande
(Monin et Laborde, 1985). Cette mutation ponctuelle est responsable de potentiel glycolytique
du muscle éleve dans la viande de porc ou la grande disponibilité de glycogene contribue a

une forte baisse de pH. Ainsi, le génotype mutant RN~ provoque une augmentation du
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glycogene musculaire avec des effets indésirables sur les rendements de qualité et de
transformation de la viande (Scheffler et Gerrard, 2007). L’analyse protéomique a été
conduite pour investiguer ce probléme (Hedegaard et al., 2004) et les résultats ont révélé que
I'enzyme clé de la synthese du glycogene, [l'uridine diphosphate (UDP)-glucose
pyrophosphorylase, était significativement surexprimée chez les animaux porteurs. Les
différences dans les profils d'expression des enzymes liées a la glycolyse et du cycle de Krebs
ont également été observées, ce qui suggere que I’hyper-accumulation de glycogéne induite

par la mutation RN~ est due & une synthése accrue de glycogéne.
IV.7.1.2. Croissance musculaire

La croissance et le développement du tissu musculaire sont d’autres facteurs qui
contribuent au developpement de la qualité de la viande. Par exemple, des mutations
naturelles dans certaines races bovines bloquent I'activité de la myostatine, un facteur de
croissance qui limite la croissance musculaire. Cette mutation est associée au phénotype de
I’hypertrophie musculaire (Kambadur et al., 1997). Les modifications dans l'expression des
protéomes du muscle induites par I'nypertrophie musculaire ont été decrites chez le bovin et
I’ovin (Bouley et al., 2005; Hamelin et al., 2006). Les deux études, en utilisant une stratégie
protéomique, ont pu apporter des réponses aux mécanismes provoguant ce phénomeéne.
D’autres études du protéome en relation avec la croissance musculaire chez d'autres especes
telles que le poulet ont été rapportés. Par exemple, Doherty et al. (2004) ont évalué le profil
des proteines solubles du muscle pectoral du poulet afin de définir aprés I'éclosion des ceufs,
les changements de la composante protéique survenant au cours du développement. Les
auteurs rapportent qu’une croissance supérieure a 27 jours provoque des modifications

radicales dans les niveaux d'expression de protéines.
1V.7.1.3. Alimentation (régime alimentaire)

L’ alimentation comme stratégie de gestion de la qualité, a été activement utilisée, non
seulement en relation avec la qualité des carcasses (Andersen et al., 2005), mais aussi pour
son effet sur la couleur et la composition en acides gras (Scollan et al., 2006). Afin, de mieux
comprendre la relation entre la croissance compensatoire et la tendreté, Lametsch et al. (2006)
optent pour une stratégie protéomique pour étudier I'influence de ce facteur sur le protéome
musculaire. A I’abattage, il s’est avéré que de nombreuses protéines sont affectées, a savoir :
Hsp70, Hsp27, enolase 3, glycérol-3-phosphate déshydrogénase, aldéhyde deshydrogénase E2

et E3, et la biphosphoglycerate. A 48 h post-mortem, d’autres protéines sont aussi affectées.
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Les auteurs ont donc suggéré que ces protéines peuvent jouer un réle considérable dans la
composition du muscle, notamment en protéines de structure et peuvent par conséquent avoir
un effet sur la tendreté. D’autres stratégies protéomiques ont aussi €té utilisées pour étudier
I’effet du régime sur le protéome du poulet de chair (Corzo et al., 2006) et des protéines
marqueurs ont été identifiés. Une autre étude récente, a montré que le protéome des poulets
ayant eu un régime supplémenté par un probiotique a été influencé, notamment pour les
protéines de la voie glycolytique (Zheng et al., 2015). L’étude a permis d’apporter de

nouvelles connaissances sur le réle que les probiotiques peuvent jouer sur la qualité.
IVV.7.1.4. Conditions de manipulation pré-abattage des animaux

La manipulation avant l'abattage consiste a mélanger des animaux non familiers, le
chargement dans les camions, le transport sur de longues distances et la stabulation a
I’abattoir. Ces pratiques de pré-abattage peuvent induire un stress psychologique ou
physique. Le stress avant l'abattage est a la fois une question de bien-étre animal et un
probléme de qualité, car I’implication du stress avant I’abattage sur les défauts majeurs de
qualité des viandes est bien connue (Rosenvold et Andersen, 2003 ; Terlouw, 2005 ; 2015 ;
Franco et al., 2015). Par exemple, Morzel et al. (2004) ont étudié I'influence des conditions de
transport (un jour ou immédiatement avant I’abattage) sur les modifications du protéome de
muscle long dorsal du porc. L’ATPase mitochondriale était surexprimée dans le groupe
transporté immédiatement avant l'abattage, caractérisé par une chute du pH rapide et une
modification prononcée du pl de MLC Il. L'augmentation de I’abondance de MLC Il peut étre
une conséquence de sa phosphorylation (Morzel et al., 2004). 1l a été par ailleurs rapporté que
la phosphorylation de la MLC affecte la sensibilité de la contraction musculaire au Ca?*, et
que les modifications post-mortem sur la phosphorylation de la MLC pourraient ainsi affecter
la texture de la viande (Lametsch et al., 2006).

D'autres études protéomiques sur les manipulations avant I'abattage ont étudié l'influence
des conditions d'élevage (intérieur ou extérieur) sur l'expression des protéines du muscle
Longissimus lumborum (Kwasiborski et al., 2008a). Les résultats indiquent que I’élevage en
plein air (extérieur) induit de faibles abondances des enzymes de la voie glycolytique,
suggerant un metabolisme plus oxydatif. Les recherches sur les modifications des protéines
musculaires induites par les traitements pré-abattage ont également été conduites sur le
poisson (Morzel et al., 2006). L'effet de deux procédures de pré-abattage (activité limitée ou

15 minutes d'activité musculaire intense) sur les protéines musculaires de la truite a été étudié
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a 45 min et 24 h post-mortem. Les protéines différenciellement abondantes entre les deux
groupes de poissons correspondaient principalement aux protéines impliquées dans les voies
du métabolisme énergétique (énolase, pyruvate déshydrogénase, triosephosphate isomérase)
ou de structure (desmine, CapZ-p et un fragment de myosine lourde chaine).

IVV.7.2. Modifications du protéome dues aux facteurs post-mortem

La transformation post-mortem du muscle en viande est une étape cruciale pour le
développement de nombreux criteres de la qualité de la viande (Renand et al., 2001 ; Ouali et
al., 2006). Bien que les événements biochimiques qui surviennent dans le muscle apres la
mort de I’animal soient relativement bien documentés (Ouali, 1990 ; 1991), les outils
protéomiques fournissent une vue plus détaillée des voies et processus sous-jacents
(D’ Allessandro et Zolla, 2013a,b). Bien que le réle du systeme protéolytique des calpaines ait
été largement étudié (Koohmaraie et al., 2002; Koohmaraie et Geesink, 2006), il est admis
aujourd’hui que le processus de développement de la qualité de la viande au cours de la
période post-mortem est le résultat de I'action synergique de plusieurs systemes protéolytiques
endogenes, dont le premier activé est le systeme des caspases (impliqué dans le phénoméne
d’apoptose) (Ouali et al., 2006 ; Herrera-Mendez et al., 2006 ; Kemp et al., 2012).

1VV.7.2.1. Modifications de I’expression des protéines du muscle lors du stockage

Les modifications post-mortem des protéines dans le muscle ont initialement été rapportées
par Lametsch et al. (2002). Un total de 23 spots ont été séparés par 2DE, et trouvés accumulés
dans le muscle stocké pendant 48 h. Parmi eux, 18 spots ont été identifiés par MALDI-TOF,
et proviennent de 3 protéines de structure et 6 protéines du métabolisme énergétique (Tableau
03). Le poids moléculaire et la longueur estimée des séquences d'acides aminés de certains
spots identifiés indiquent que leurs fragments résultent d'une activité protéolytique dans la
viande. Hwang et al. (2005) ont également évalué la protéolyse post-mortem dans le muscle
Longissimus du porc en utilisant une approche protéomique similaire, ou les temps
d’échantillonnage étaient de O h (lors de la saignée), 24 h, 3 jours et 7 jours post-mortem. Les
auteurs ont ainsi révéle la dégradation de 9 peptides d’actine et dont plusieurs d’entre eux

corroborent a ceux rapportés par Lametsch et al. (2002).

Les modifications de protéines dans le muscle post-mortem sous différentes conditions
pré-abattage et chez différentes races ont également été étudiées. Morzel et al. (2004) ont

étudié I'influence des conditions pré-abattage et du temps de stockage post-mortem sur les
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modifications du protéome de la viande de porc pendant 72h de maturation. Les abondances
de 37 spots protéiques ont été modifiées significativement en fonction du temps
d’attendrissage juste apres l'abattage jusqu'a 72 h post-mortem (Tableau 03). Trois différentes
hypothéses de ces changements ont été émises, a savoir la protéolyse, les modifications post-
traductionnelles, et la libération de peptides des protéines de structure ou de complexes
protéiques. lls ont également souligné que la période pré-abattage n'a eu aucun effet

significatif sur les enzymes de protéolyse et par conséquent les événements protéolytiques.

Les modifications post-mortem des protéines du muscle bovin ont été rapportées par Jia et
ses collaborateurs en 2006. lls ont étudié les changements d’abondances des protéines du
métabolisme du muscle Longissimus thoracis dans des biopsies prélevees trés tét apres
abattage (Jia et al., 2006a). lls ont identifiés 24 protéines dont I’abondance est modifiée entre
4 jours et 45 - 60 min post-mortem. Les résultats obtenus confirment une augmentation du
métabolisme énergétique aérobie juste aprés abattage, pour régénérer les niveaux d'ATP dans
le muscle. Dans une étude ultérieure, le méme groupe a compareé les profils de modifications
des protéines du cytosol des muscles Longissimus dorsi et Semitendinosus a 0 et 24 h post-
mortem (Jia et al., 2006b). 5 protéines ont montré des changements dans les deux muscles
pendant la durée de stockage. 15 autres modifications ont été observées dans les deux
muscles, dont certaines jamais observées auparavant dans le muscle bovin. Enfin, en suivant
les modifications en cinétique a six différents temps post-mortem entre 1 et 24 h, ils ont
identifié des modifications significatives pour un total de 47 spots (Jia et al., 2007). 39 de ces
protéines peuvent étre classées en 5 groupes : enzymes du métabolisme énergétique, protéines
de defense et de stress, protéines de structure, enzymes protéolytiques, et d’autres protéines
non identifiées. Visiblement, les enzymes métaboliques identifiées sont toutes associées aux
voies de régénération de I’ATP, que ce soit la voie glycolytique ou oxydative. En outre,
Morzel et al. (2008) ont étudié le protéome du muscle Longissimus thoracis de taurillons de la
race Blonde d’Aquitaine prélevé a 1 h post-mortem et aprés 14 jours de maturation, et ils ont

identifié 14 protéines et fragments qui ont subi des changements importants (Tableau 03).

D’autres etudes ont été conduites dans le muscle du poisson, les premiéres études ont été
initiées par Morzel et al. (2000) chez le saumon atlantique (Salmo salar). Jessen et Kjaersgard
(2003) ont réalisé une analyse protéomique pour révéler les modifications post-mortem, du
protéome musculaire de la morue atlantique (Gadus morhua). Les auteurs ont observé que 11
spots protéiques changent d’une maniere significative durant les 8 jours de stockage. Parmi

ces 11 spots, 9 avaient de fortes intensités pendant plusieurs heures; et 8 dés les deux 1éres
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heures suivant la mort. En revanche, les 2 autres spots diminuent d’intensité et exprimaient
une modification significative aprés 8 jours. Les auteurs montrent qu'il y a relativement peu

de produits de dégradation du muscle de la morue par rapport a celui des mammiferes.

1V.7.2.2. Modifications des protéines du muscle post-mortem dues aux traitements

technologiques

Une multitude de traitements technologiques pour manipuler les carcasses ou les muscles
pendant la periode post-mortem en vue d’optimiser les parametres de qualité technologique
ont été décrits (Thompson, 2002). Par exemple, la stimulation électrique apres abattage a recu
une attention toute particuliere comme procédure d’amélioration de la qualité de la viande
(Swatland, 1981). Le désossage a chaud des muscles de haute valeur marchande augmente
aussi d’une maniere efficace le potentiel de tendreté (Troy, 2006). Ces exemples
d’intervention ont un impact sur les mécanismes biochimiques qui contribuent au résultat
final de la qualité. Par conséquent, comprendre les modifications survenant suite aux

traitements est une des priorités de nombreux groupes de recherche.

Pour exemple, des analyses protéomiques ont été réalisées pour étudier les changements de
protéomes sur des périodes de stockage prolongées. Luccia et al. (2005) ont suivi I'évolution
du proteome du jambon sec pendant 14 mois d'affinage. Leurs résultats indiquent
essentiellement que deux molécules d'actine, la tropomyosine et la MLC disparaissent au
cours de la période de maturation et ont été presque complétement hydrolysées apres 12 mois.
Dans une autre étude, Kjaersgard et al. (2006) ont utilisé la 2DE, combinée a la MS/MS, pour
étudier les modifications dans les protéines musculaires de la morue pendant la congélation
(3, 6,9, 12 mois). Les résultats indiquent que les poissons congelés entre 3 et 6 mois peuvent
étre différenciés de ceux congelés pendant 12 mois. Parmi les protéines qui changent, ils ont

révéleé des fragments d’actine similaires a ceux identifies chez le porc (Lametsch et al., 2003).

L’intérét croissant pour améliorer la sécurité sanitaire de la viande tout en préservant sa
fraicheur a incité I'élaboration de nouvelles technologies non thermiques opérant a haute
pression. L’application des hautes pressions (HPP: High-pressure processing) ou
Pascalisation provoque des changements de conformation des protéines, induisant leur
dénaturation, agrégation, ou gélification, et peuvent avoir un impact majeur sur la qualité de
la viande. Récemment, le groupe de Mullen en Irlande, ont étudié les changements induits par

HPP sur le profil des protéines musculaires et les ont reliés aux indicateurs de qualite.
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biomarqueurs des qualités des viandes identifiés dans les études protéomiques lors

des 15 derniéres années (Tableau 03).
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Dans leurs études sur le muscle long dorsal bovin, le groupe a traité des morceaux de
viandes a différentes pressions, de 200 a 600 MPa. Pour exemple, la concentration totale et la
solubilité des protéines, la couleur, et la capacité de rétention d’eau ont été trouvées comme
étant les parametres de qualité qui sont le plus affectés par ce traitement technologique.
L’analyse protéomique a révélé que I’intensité de nombreux spots protéiques sont modifies et
que les protéines sarcoplasmiques sont les plus touchées par le traitement HPP (Marcos et al.,
2010) et (Marcos et Mullen, 2014). Ces travaux ont mis en évidence les mécanismes par
lesquels la qualité de la viande est influencée et proposent de futures bases pour

I’identification de biomarqueurs qui auront pour but de « manager » les produits transformes.
IV.8. Liste non exhaustive de biomarqueurs de la qualité de la viande identifiés a ce jour

Comme déja présenté, un des objectifs des recherches sur la viande est de pouvoir
expliquer et/ou prédire la variabilité la qualité de la viande, en comparant les signatures
moléculaires de groupes d’échantillons musculaires a I’origine de viande de faible (Q") et de
haut niveau de qualité (Q") constitués sur la base d’un critére de Qualité donné (Figure 28).
Ceci sous-entend I’identification de biomarqueurs afin de détecter les animaux selon leur

—[+

potentiel qualité (PQ™") ou appartenant a une qualité (classe) faible ou supérieure (voir aussi

intermédiaire) et susceptibles de fournir une viande de qualité élevée et constante.

Dans la littérature, il existe d’ores et déja pléthore de protéines biomarqueurs potentiels des
qualités des viandes obtenus par les techniques « omiques » et en particulier la protéomique
(voir les principales synthéses de : Picard et al., 2010 ; 2011 ; 2012 ; 2015 ; Guillemin et al.,
2011 ; Hamill et al., 2012a,b ; Quali et al., 2013 ; Chaze et al., 2013 ; te Pas et al., 2013 ;
Gobert et al., 2014 ; Wu et al., 2015). Ces biomarqueurs ont été obtenus a partir de différents

types de modeles d’étude en utilisant différentes stratégies protéomiques (Tableau 02).

Face a I’augmentation importante du nombre de candidats biomarqueurs apparus dans la
littérature ces 10 dernieres années, il a été tentant d’essayer de les classer pour pouvoir d’y
voir plus clair. Dans ce qui suit, I’état de I’art a été fait et une liste non exhaustive de
biomarqueurs identifiés a ce jour a été répertoriée (Figure 29, Tableau 03). Ils ont été classés
suivant les fonctions biologiques dans lesquelles sont impliqués. Ce travail a été initié pour
une revue de synthése publiée en 2013 (Ouali, Gagaoua et al., 2013) et a été largement élargi
et actualisé dans cette partie de these et fera I’objet d’une publication sous forme d’un
chapitre d’ouvrage (en préparation) d’un livre édité par Elsevier, dans la série sciences des

aliments (Woodhead Publishing Series in Food Science, Technology and Nutrition).
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1VV.8.1. Biomarqueurs de la famille des protéines de choc thermique

En réponse au stress (Figure 30): stress oxydatif, infection bactérienne, restriction
calorique, conditions de transport et d'abattage ... etc., les cellules produisent rapidement et
stimule la production d’une superfamille de protéines connue sous le terme de protéines de
choc ou stress thermique ou Heat Shock Proteins (HSP) (Garrido et al., 2001 ; Escobedo et
al., 2004 ; Ramaglia et al., 2004; Beere, 2005; Selshy et al., 2005; Murlasits et al., 2006 ;
Cruzen et al., 2015). Elles sont classées en sous-familles sur la base de leur poids moléculaire:
Hsp90, Hsp70, Hsp40, Hsp27, Hsp20, ... etc. Les HSPs sont des protéines ubiquitaires qui
sont synthétisées en réponse a des contraintes physiques, chimiques ou biologiques (Li et al.,
2007; Yu et al., 2007; Morzel et al., 2008; Bao et al., 2008 ; Carlson et al., 2015).

Les protéines de choc thermique ont de nombreux roles essentiels et ceux qui ont été
rapportés dans le muscle sont illustrés dans la Figure 30. Par exemple, elles contribuent a la
bonne conformation des protéines et la préservation de leurs fonctions biologiques. La plupart
d'entre elles jouent un réle important comme chaperonnes moléculaires lors de I'assemblage
des protéines (Haslbeck et al., 2005), le repliement et dépliage des protéines nouvellement
synthétisées (Zietkiewicz et al., 2004), et la renaturation des protéines endommagées
(Marques et al., 2006). Ces protéines ont donc le potentiel de protéger les organites et

structures intracellulaires des risques associés a la perte de fonctions.

L'hypothése de I’implication des protéines de stress thermique (HSPs) dans le processus
de transformation du muscle en viande a été émise pour la premiere fois par Ouali et al.
(2006), et ce en raison de leurs fonctions anti-apoptotiques. Il a été suggéré que ces protéines
pourraient étre recrutées pour entraver la mise en place du phénomene d’apoptose afin
d’empécher tout danger de mort cellulaire. L’action antiapoptotique débute par la formation
d'un complexe avec les caspases actives et par conséquent un ralentissement du processus de
mort cellulaire induisant ainsi une perturbation du processus d’attendrissage (Gotoh et al.,
2004). Voss et al. (2007) ont rapporté que dans les monocytes, certaines HSPs régulent le
phénomeéne d'apoptose par I’inhibition de I’activité protéolytique de la caspase 3. D'autres
auteurs ont montré que les HSPs agissent par la séquestration du Cytochrome c aprés sa
libération des mitochondries (Bruey et al., 2000). De ceci, il ressort que I’hypothese du
phénoméne d’apoptose comme étant la premiére étape d’attendrissage, apporte quelques
éléments de réponses a la nature de la relation entre le stress des animaux et la variabilité de
I’attendrissage de la viande (Ouali et al., 2006 ; Kemp et al., 2012 ; Hollung et al., 2014).
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Tous les travaux de recherche les marqueurs biologiques de la tendreté ou d’autres qualités
des viandes par génomique fonctionnelle, au niveau ARNm ou protéines, ont souvent révélé
un role important des heat shock proteins, par la sous- ou surexpression dans les muscles
post-mortem du porc (Hwang et al., 2005 ; Sayd et al., 2006), du bovin (Bouley et al., 2004 ;
Pulford et al., 2008a,b ; Jia et al., 2009), du poulet (Zanetti et al., 2013 ; Liu et al., 2012 ;
Phongpa-Ngan et al., 2011) et du poisson (Ling et al., 2009 ; Mohanty et al., 2013 ; 2015).
Leur expression augmente juste aprés l'abattage, probablement en réponse a des signaux de
stress cellulaire. Chez le bovin, plusieurs études ont démontré que les HSPs peuvent jouer un
role prépondérant dans le déterminisme de la tendreté de la viande (Picard et al., 2010; 2015).

Bernard et al. (2007) ont trouvé une relation négative entre la tendreté et la protéine Hsp40
(codée par le géne DNAJAL), une protéine retardant le processus de mort cellulaire dans les
tissus musculaires. Morzel et al. (2008) ont signalé que la protéine Hsp27 est sous-abondante
chez les animaux qui ont des notes de tendreté inférieures et elle a été proposee comme un
marqueur potentiel de la tendreté. Dans une autre étude caractérisant le protéome des biopsies
de muscle bovin prélevées 4 jours avant abattage, une Hsp de la famille des 70 kDa a été

trouvée sous-exprimée chez les animaux ayant des scores de tendreté élevés (Jia et al., 2009).

De nombreuses HSPs semblent avoir une abondance variable durant la période post-
mortem. Les deux petites HSP ont été identifiées dans la plupart des études de protéomique, a
savoir Hsp27 et aB-cristalline. Ces deux petites HSP permettent d'éviter les dommages de
structures et la dégradation des protéines du muscle face au phénomene d’apoptose, et aussi
de protéger les filaments d'actine du cytosquelette et d'autres protéines face a la fragmentation
initiée par le stress (Pivovarova et al., 2005 ; Lomiwes et al., 2013 ; 2014a,b). La modulation
de ces protéines au cours de la période post-mortem chez le bovin, suggére un changement
dans la stabilité post-mortem des protéines myofibrillaires (Jia et al., 2007; Laville et al.,
2009a,b; Bjarnadottir et al., 2010).

Considérant que la tendreté de la viande dépend de la dégradation post-mortem des
protéines myofibrillaires, les petites HSP ont donc été impliquées dans le déterminisme de la
tendreté. De ce fait, Hsp27 a été proposée comme candidat dans la liste des biomarqueurs vu
la relation étroite entre sa surexpression et les notes de tendreté (positivement corrélée avec la
force de cisaillement de Warner-Bratzler (WBSF)) (Kim et al., 2008).
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La protéine aB-cristalline empéche la précipitation des protéines dénaturées et augmente la
résistance au stress cellulaire (Augusteyn, 2004). De plus, il a été montré que I'expression de
Hsp20 et aB-cristalline augmente d’une maniere considérable durant les premiéres heures qui
suivent I’abattage chez le bovin dans le muscle Longissimus et diminue par la suite dans les
extraits protéiques totaux (Pulford et al., 2008). D'autre part, il a été suggéré que les
modifications d'abondance de Hsp20 peuvent conduire a une diminution de la stabilité des
filaments d'actine, qui peut étre associée a une augmentation des notes de la tendreté de la
viande (Zapata et al., 2009).

Comme abordé ci-dessus, Bernard et al. (2007) ont montré que l'expression du gene
DNAJAL codant pour la protéine Hsp40, est un bon prédicteur de la dureté de la viande de
taurillons de la race Charolaise. Un résultat similaire a été rapporté recemment par Sami et al.
(2015). Bernard et al. (2007) ont constaté que la protéine est sous-exprimée dans les
échantillons de muscle de la viande de qualité supérieure et son expression est inversement
liée avec les notes de tendreté. La protéine Hsp40, est une co-chaperone de Hsp70, et ce
complexe peut inhiber d’une maniére directe I'apoptose par la prévention de la translocation
de la protéine proapoptotique Bax vers la membrane mitochondriale, qui déclenche la
libération du cytochrome c, et initie l'activation de la voie intrinséque et de la caspase 9
(Gotoh et al., 2004). Les auteurs ont montré que l'expression de DNAJAL était corrélée
négativement a la tendreté mesurée aprés 14 jours de maturation et explique a elle seule 63%
de la variabilité de la tendreté sensorielle. D'autre part, les niveaux d’expression de la protéine
Hsp70 ainsi que deux spots correspondant a Hsp27, ont également été trouvés faiblement
abondantes dans le muscle LT de taurillons de la race rouge Norvégienne et ce aprés 48 h
post-mortem (Bjarnadottir et al., 2010).

En plus de la tendreté de la viande, d'autres études evoquées précédemment ont aussi
révélé une forte association entre I'expression des HSP et plusieurs parametres de la qualité de
la viande (Kim et al., 2008). L’expression de I’aB-cristalline, et avec une faible abondance,
Hsp27, ont été négativement associés aux valeurs de I’indice de la Luminance (L*) de la
couleur de la viande (Hwang et al., 2005). De fortes pertes en eaux du muscle Longissimus
dorsi chez le porc ont été trouvées associées a une diminution des concentrations de Hsp27 et
aB-cristalline (Kwasiborski et al., 2008a). En relation avec l'augmentation de la température
corporelle due au stress, Hsp27 et aB-cristalline ont également été décrites comme marqueurs

potentiels des pertes en eaux dans la viande fraiche (Sayd et al., 2006; Laville et al., 2009).
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1V.8.2. Biomarqueurs appartenant a la voie du stress oxydatif et détoxification

Des protéines associees a la reponse au stress oxydant, telles que la superoxyde dismutase
(SOD1), les peroxyredoxines (1, 2, 3 et 6 : Prdx) ou encore DJ-1 (codée par PARK7) ont été
révélées comme biomarqueurs des qualités des viandes, notamment de la tendreté dans
plusieurs études (Kwasiborski et al., 2008 ; Jia et al., 2009, Guillemin et al., 2012 ; Polati et
al., 2012 ; et pour revue Picard et al., 2012a ; D'Alessandro et Zolla, 2013a). Chez le bovin, la
SOD1 est corrélée positivement avec la mesure de WB (+0,43) au niveau du muscle
Semitendinosus (Guillemin et al., 2012). Chez le porc, elle été trouvé liée aux pertes en poids

et en eaux dans le muscle Longissimus (Kwasiborski et al., 2008 ; Te Pas et al., 2013).

Les superoxyde dismutases (SOD) sont des métalloprotéines caractérisées par le métal
(cuivre (Cu) et zinc (Zn), manganése (Mn), fer (Fe) ou nickel (Ni)) contenu dans leur site
actif. Les superoxyde dismutases a Cu-Zn constituent une classe distincte des superoxydes
dismutases a fer et a manganese (Perry et al., 2010 ; Forest et al., 2000). Les SOD, possedent
une activité enzymatique: la catalyse de la dismutation du superoxyde en dioxygéne et
peroxyde d'hydrogene (Zelko et al., 2002).

La protéine DJ-1 codée par le géne PARKY a été rapportée comme étant le deuxieme géne
responsable de I'apparition précoce autosomique récessive parkinsonisme (Bonifati et al.,
2003a,b ; Canet-Avilés et al., 2004). C’est une protéine ubiquitaire de 189 acides aminés et
son poids moléculaire est de 20 kDa. DJ-1 est aussi connue sous le nom d’oncogéne DJ-1 et
comme la protéine 7 de la maladie de Parkinson (PARK?7). Elle fait partie de la famille des
ThiJ/Pfpl et posséde un site de sumoylation (une MPT aboutissant a la liaison covalente d'une
ou plusieurs protéines SUMO sur une lysine acceptrice d'une protéine cible) qui se situe sur la
lysine 130 (Takahashi et al., 2001 ; Shinbo et al., 2005). Le fait qu’elle soit sumoylée, ne
prouve en rien que son activité soit optimisée. DJ-1 a €été initialement identifiée comme un
oncogene (Nagakubo et al., 1997) et plus tard s’est révélée étre une protéine de peroxyde
sensible a I'nydrogene, ce qui suggére qu'elle peut fonctionner comme un antioxydant
(Mitsumoto et al., 2001). C’est en tout les cas la seule fonction biologique qui lui a été
attribuée concernant la viande. Enfin, bien que DJ-1 ait été identifiée dans plusieurs
mécanismes, sa principale fonction demeure néanmoins de contribuer & éliminer ou réduire le
stress oxydant a I’intérieur des cellules, en vue de sa capacité d’élimination du peroxyde
d’hydrogéne, qui est considéré comme une espéce réactive oxygénée provoquant le stress

oxydant.
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Les peroxyredoxines (Prdx) sont un ensemble d'enzymes capables de dégrader non
seulement le peroxyde d'’hydrogéne, mais aussi les peroxydes organiques, grace a leur résidu
cystéinyl : ce sont donc des peroxydases (Yamashita et al., 1999). Elles constituent une
famille d'enzymes ubiquitaires controlant le taux de peroxydes induit par les cytokines et
interviennent de ce fait dans les mécanismes de transduction du signal dans les cellules de

mammiferes (Fisher et al., 2011 ; Immenschuh et Baumgart-Vogt, 2005).

Leur activité peut étre régulée par phosphorylation, changement d'état d'oxydoréduction et
également par oligomérisation. On distingue deux classes de peroxyrédoxines : i) les
peroxyrédoxines 1-Cys et ii) les peroxyrédoxines 2-Cys. Elles partagent le méme mécanisme
catalytique de base, dans lequel un résidu de cystéine du site actif est oxydé en acide
sulfénique —SOH par le peroxyde agissant comme substrat (Claiborne et al., 1999). La
distinction entre les deux classes de peroxyrédoxines repose sur la fagon dont I'acide
sulfénique est réduit en thiol =SH pour redonner le résidu de cystéine. Les enzymes 1-Cys
peuvent étre réduites en présence d'acide ascorbique ou de glutathion S-transférase, tandis que

les peroxyrédoxines 2-Cys le sont par des thiols tels que le glutathion.

Parmi les peroxyrédoxines rapportées pour jouer un rdle important dans le déterminisme de
la tendreté de la viande bovine, nous pouvons citer la Prdx6 (Jia et al., 2009). C’est, le pome
membre de la famille des Prdx a étre décrit. Elle partage les propriétés structurelles et
fonctionnelles avec les autres membres de cette famille mais posséde des caractéristiques

importantes qui la rend unique parmi les Prdxs (Ouali et al., 2013) par exemple :
1) ne possede qu'un seul résidu cystéine conservé au lieu de deux pour d’autres membres ;

ii) la thiorédoxine ne participe pas dans le cycle catalytique par rapport aux autres

membres. Le glutathion semble bien étre le réducteur physiologique pour Prdx6 ;

iii) est capable de se lier et de réduire les hydroperoxydes de phospholipides, une activité

enzymatique essentielle dans la défense antioxydante ;

iv) les études structurales ont révélé que Prdx6 est une enzyme bi-fonctionnelle avec
I'activité de la phospholipase A2, en plus de sa fonction de peroxydase (Manevich et Fisher,
2005 ; Fisher et al., 2011).
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En plus des protéines du stress oxydant, certains biomarqueurs impliqués dans les
mécanismes de détoxification des cellules ont été identifiés. Il s’agit en particulier de
I'anhydrase carbonique (CA3). La CA3 est une enzyme présente a la surface plasmique
intracellulaire capable de catalyser la conversion du CO, en bicarbonate (et vice-versa). Son
identification dans le muscle post-mortem pourrait expliquer, au moins en partie, la
discontinuité observée dans les profils de pH chez le bovin (Boudjellal et al., 2008) qui est en
accord avec les récents résultats (Ruusuvuori et Kaila, 2014) concernant les fonctions
biologiques de cette protéine. Dans le cas de la viande, la CA3 a été souvent identifiée en
surabondance dans le muscle post-mortem bovin (Polati et al., 2012 ; D’Allessandro et al.,
2012) et correlee a la force de cisaillement. Chez le porc, elle a été négativement corrélée aux

pertes de poids des carcasses (Kwasiborski et al., 2008b).

En outre, d’autres biomarqueurs comme la lactoylglutathione lyase, ou Glyoxylase 1,
capable de catalyser la premiére étape de la conversion de methyglyoxal en lactate ont été
aussi identifiés (Mullen et al., 2009 ; Polati et al., 2012). Enfin, outre leur fonction dans la
glycolyse (Jia et al., 2006), certains membres de la famille de I'aldéhyde déshydrogénase
(Vasiliou et al., 2012), pourraient également protéger les cellules contre les effets

cytotoxiques de divers aldéhydes qui s'accumulent dans le cytosol (O'Brien et al., 2005).
1VV.8.3. Biomarqueurs appartenant au métabolisme énergétique

Le métabolisme énergétique musculaire regroupe I’ensemble des réactions qui
s’accompagnent de la production d’énergie utilisable par la cellule. Le métabolisme oxydatif
correspond a I’oxydation aérobie totale du glucose et des lipides. En revanche, le métabolisme
glycolytique correspond a la dégradation anaérobie du glucose ou du glycogene avec

fourniture d’ATP et formation de lactate.
1VV.8.3.1. Voie énergétique glycolytique

Tous les biomarqueurs identifiés de cette voie métabolique en comparant des groupes
d’animaux sur la base d’un paramétre de qualité supérieur ou faible sont des enzymes de la
glycolyse (Hocquette et al., 2007 ; Jia et al., 2006b ; Bjarnadottir et al., 2010 ; Chaze et al.,
2013). Pour le muscle Longissimus thoracis (entrec6te), les protéines représentatives du type
rapide glycolytique sont plus abondantes dans les viandes les plus dures. C’est le cas par
exemple d’une étude conduite par le groupe de Picard en France (INRA de Theix) ou la

phosphoglucomutase, la lactate déshydrogénase-B (LDH-B), la triophosphate isomérase en
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races Charolaise et Salers, la glycéraldéhyde 3 phosphate déshydrogénase (GAPDH) en race
Limousine, des isoformes de Troponine T rapide (TnTr) en races Charolaise et Blonde
d’Aquitaine, et de la B-enolase en races Limousine et Blonde d’Aquitaine sont les plus
discriminantes des deux classes de tendrete (Chaze et al., 2013).

Globalement, les protéines les plus souvent identifiées sont la GAPDH, la
phosphoglycérate kinase (Jia et al., 2006) ; I’énolase (Laville et al., 2009a ; Choi et al., 2010),
la pyruvate kinase (Laville et al., 2009a ; Polati, et al., 2012) et la lactate déshydrogénase (Jia
et al., 2006b ; Laville et al., 2009a ; Choi et al., 2010 ; Polati et al., 2012). QOutre leur role
énergétique, certaines enzymes glycolytiques comme la GAPDH ont un réle multifonctionnel.
La GAPDH est présente dans les différents compartiments de la cellule et contribue a
I’initiation du processus apoptotique, transfert des vésicules entre le réticulum endoplasmique
et I’appareil de Golgi et a la pro-survie des cellules en interagissant avec le phénoméne
d’autophagie (Sirover, 1999 ; Tarze et al., 2007 ; Colell et al., 2007). Par ailleurs, I’aldéhyde
déshydrogenase contribue a la glycolyse par la conversion directe du glycéraldehyde au 2-
phosphoglycérate (Jia et al., 2006b). Cette enzyme est un membre de la famille de I'aldéhyde
déshydrogénase, qui est connue pour étre impliquée dans plusieurs autres processus
métaboliques, y compris celui des acides aminés et des acides gras (Vasiliou et al., 2004 ;
2012). Certains membres de cette famille protégent contre les aldéhydes générés par la
peroxydation des lipides et contre le stress a la fois oxydatif et osmotique (Pappa et al., 2005 ;
Brocker et al., 2010 ; 2011). D’autres protéines ont aussi été révélées intéressantes comme
I’isoforme MyHC 1Ix (rapide glycolytique) qui a été montrée plus abondante dans le
Longissimus thoracis ayant des notes de tendreté faibles (Picard et al., 2012a,b).

1V.8.3.2. Voie énergétique oxydative

Le métabolisme énergétique oxydatif se situe a I'intérieur de la matrice mitochondriale ou
les produits de dégradation ultimes de lipides, d'acides aminés et les polysaccharides sont
oxydés, afin de fournir des substrats dans la chaine de transport d'électrons et de I'ATP-
synthase responsable de la production d'ATP (Ferrari et al., 1997 ; Ouali et al., 2013 ). De
nombreuses protéines de cette voie ont été identifiées comme la 3-hydroxyisobutyrate
déshydrogénase, un membre du cycle de Krebs (TCA) (Jia et al., 2007) ; la B-hydroxyacyl
CoA déshydrogénase (HADH), un membre de le f-oxydation des lipides, aussi connu comme
le cycle de Lynen qui produit I’acétyl CoA (Hamill et al., 2012a,b ; Polati et al., 2012) ; le
Cytochrome C, un autre membre de la chaine de transport d'électrons situé a I'extérieur de la
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membrane interne de la mitochondrie (Ding et al., 2002) ; la succinate déshydrogénase, une
oxydoréductase située sur la membrane interne des mitochondries (Morzel et al., 2008),
I’isocitrate déshydrogénase, une enzyme catalysant la décarboxylation de I’isocitrate en o-
cétoglutarate (Krell et al., 2011 ; Kwasiborski et al., 2008 ; Te Pas et al., 2013), I’aldéhyde
déshydrogénase, une enzyme responsable de I’oxydation des aldéhydes en acides
carboxyliques (Laville et al., 2007 ; Kwasiborski et al., 2008b ; Gong et al., 2013) et qui sont
toutes des membres du cycle de Krebs (Kim et al., 2009 ; Hamill et al., 2012a,b;
D’Alessandro et Zolla, 2013b).

Une autre enzyme d’une importance capitale et souvent identifiée dans les études de
protéomique comme étant liée a plusieurs parameétres de qualité et chez plusieurs espéces, est
la Créatine kinase musculaire (CKM) (van de Wiel et Zhang, 2007 ; Kwasiborski et al.,
2008 ; Zapata et al., 2009 ; D"Alessandro et al., 2011 ; Bjarnadottir et al., 2012 ; Polati et al.,
2012 ; Joseph et al., 2012 ; Di Luca et al., 2013a,b). La CKM a pour fonction de catalyser la
conversion de la créatine en phosphocreatine, impliquant la conversion de I’ATP en ADP.
Dans une myofibrille, au début d’un stress ou effort musculaire, la concentration de I’ADP
augmente rapidement et celle de I’ATP diminue parallelement, engendrant un déplacement de
I’équilibre de la réaction et par conséquent, la CKM catalyse la réaction inverse, permettant
ainsi de régénerer I’ATP (Hornemann et al., 2000 ; 2003 ; Lourenco dos Santos et al., 2015).

1VV.8.4. Biomarqueurs des protéines du cytosquelette et protéolyse

De nombreuses protéines myofibrillaires sont dégradées dans le muscle post-mortem au
cours du stockage et leur dégradation contribue certainement a I’attendrissage de la viande. Le
détachement post-mortem rapide de la lame basale de la membrane plasmique suite a la
dégradation de tout lien transversal entre les cellules musculaires et la matrice extracellulaire
est I’un des premiers changements de structure résultant de I'hydrolyse des protéines du
cytosquelette par les différents systemes protéolytiques endogénes au muscle (Nishimura et
al., 1996 ; Taylor et al., 1997 ; Becila et al., 2010 ; Quali et al., 2013). Trois systémes
enzymatiques majeurs sont susceptibles d'intervenir : les calpaines, les cathepsines et le
protéasome (Sentandreu et al., 2002 ; Ahmed et al., 2015 ; Kemp et al., 2010 ; Kemp et Parr,
2012). On évoque aussi depuis peu comme decrit dans la partie 1.3 I’intervention des
systemes enzymatiques impliqués dans I’apoptose, les caspases (Sentandreu et al., 2002 ;
Herrera-Mendez et al., 2006 ; Ouali et al., 2006 ; 2007 ; 2013 ; Gagaoua et al., 2012). Ainsi,
la dégradation de certaines protéines myofibrillaires et cytosquelettiques, telles que la titine
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(Fritz et Greaser, 1991), la nébuline (Taylor et al., 1995; Huff-Lonergan et al., 1995), la
desmine (Koohmaraie et al., 1991) et la troponine T (Ho et al., 1994) au cours de la

maturation de la viande est largement acceptée.

L’utilisation de I’analyse protéomique a apporté de nouvelles informations sur les
phénomeénes protéolytiques. Dans la plupart des études entreprises, la présence de fragments a
été observée dés les premiers prélévements post-mortem. Des protéines de structure telles que
I’actine-a, la myosin binding protein H (MyBP-H) et la CapZ-p (protéine de liaison a I’actine)
apparaissent discriminantes entre lots de tendreté sensorielle ou mécanique, mais aussi des
autres paramétres de qualité. En particulier, I’actine-a a été retrouvée plus abondante dans les
lots de tendreté supérieure dans toutes les études réalisées a I’INRA de Theix (France) dans
différentes races bovines (Bouley et al., 2004 ; Chaze et al., 2009 ; Hocquette et al., 2007 ;
Morzel et al., 2008 ; Picard et al., 2013 ; 2014 ; Gagaoua et al., 2015c) et dans d’autres études
menees par d’autres équipes (Lametsch et al., 2003 ; Hwang et al., 2005 ; Zapata et al., 2009 ;
Bjarnadottir et al., 2012 ; Polati et al., 2012). Cette protéine de structure (impliquée dans
I’apoptose est discutée dans la partie Il. 5.1) subit des modifications au cours de la phase de
maturation post-mortem suite a son clivage par les systemes protéolytiques, en particulier par
les caspases exécutrices (Mashima et al., 1999 ; Rodrigues-Frometa et al., 2013 ; Kinane et
al., 2012 ; Gourlay et Ayscough, 2005a,b ; Rasolofoharitseheno et al., 2015). Le fait qu’elle
apparaisse comme un bon biomarqueur de plusieurs parameétres de la qualité de la viande dans
plusieurs situations, semble donc cohérent. Par exemple, I’abondance de I’actine-o a été
trouvée corrélée positivement avec la tendreté dans les trois principales races a viande

francaise : la Charolaise, la Limousine et la Blonde d’ Aquitaine (Chaze et al., 2009).

Par ailleurs, une étude menée par Jia et al. (2006a) montre une diminution post-mortem de
la cofiline (une proteine déstabilisant I’actine et appartenant a la famille des ADF : Actin
Depolymerization Factor, (Galkin et al., 2011)) au sein des deux muscles ST et LT. Cette
protéine impliquée dans la polymérisation de I’actine, chute plus rapidement dans le muscle
ST moins tendre. Elle a aussi €été identifiée dans les études de (Hwang et al., 2005) et
(Kwasiborski et al., 2008a) comme étant liée a la force de cisaillement et aux pertes en eau
chez le porc, respectivement. C’est une protéine aux fonctions multiples (Bamburg, 2008 ;
Wang et al., 2007) et son role dans la transformation post-mortem du muscle en viande n’est

pas encore complétement élucidé.
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D’autres protéines de structure comme la Myosin light Chain (MLC 1 et 11) (Bjarnadottir et
al., 2012 ; Jia et al., 2009 ; Polati et al., 2012) ; les chaines loures de myosines (Lametsch et
al., 2003 ; Zapata et al., 2009 ; Guillemin et al., 2011 ; Polati et al., 2012) ; la desmine
(Zapata et al. 2009 ; Guillemin et al. 2011 ; van de Wiel & Zhang 2007) et la troponine T
(TnT) (Hwang et al., 2005 ; Polati et al., 2012 ; Kwasiborski et al., 2008) ou leur fragments
ont été aussi souvent identifiées. Par exemple, Muroya et al. (2007) ont étudié les variations
post-mortem de la TnT dans le muscle Longissimus bovin par une approche protéomique et
plus de 10 spots d’isoformes de TnT (pl 5,7 > 9,6) et 2 spots de TnT lentes (pl 5,6 — 5,7) ont
été identifiées apres 14 jours de maturation. Les dégradations étaient spécifiques pour chaque
isoforme et les auteurs suggérent I’utilisation des TnT a caractére basique comme des

indicateurs pour la gestion de la durée de la maturation de la viande.

1VV.8.5. Biomarqueurs impliqués dans les voies de transport, de signalisation et

d’apoptose

Plusieurs protéines impliquées dans le transport et le métabolisme du calcium ont été
identifiées comme marqueurs de la tendreté. Par exemple, la glycoprotéine du réticulum
sarcoplasmique 53 kDa (SR53G) est associée au cycle du calcium, et la modification de son
expression pourrait étre liée a la contraction musculaire et & I’activité des protéases Ca**
dépendantes (Bouley et al., 2004 ; 2005 ; Picard et al., 2005 ; Hocquette et al., 2006). D’autre
part, la parvalbumine, impliquée dans le cycle du calcium, est corrélée positivement a la

tendreté de la viande dans des races a viandes (Charolaise et Limousine) (Bouley et al., 2004).

Plusieurs membres de la famille des annexines, les annexines Al et A6 ont été rapportées a
jouer un role dans la tendreté. L’abondance de ces protéines impliquées dans la régulation du
calcium et le phénoméne d’apoptose, est fortement modifiée en phase post-mortem (Zhao et
al., 2012a,b; Bjarnadottir et al., 2012). En accord avec I’hypothése de I’apoptose, la
galectine-1 a été identifiee comme étant un biomarqueur de tendreté (Bjarnadottir et al.,
2012). Kim et al. (2008) ont montré que I’inositol 1,4,5-triphosphate receptor 1 (IP3R1),
impliqués dans I’activité des canaux calciques, était plus élevé dans les lots de tendreté
supérieure. Etant donné le réle important du calcium au cours de la maturation (Ouali, 1990)
et dans le phénomeéne d’apoptose (Nicotera et Orrenius, 1998 ; Mattson et Chan, 2003 ; Ouali

et al., 2013 ), ces résultats semblent tout a fait cohérents.

D’autres biomarqueurs impliqués dans les voies de signalisation ou de transport et aussi

dans la régulation de I’activité des protéases (serpines) ont été identifiés (Tableau 03).
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« Objectifs du travail de theése »

Les données bibliographiques présentées dans le chapitre de la partie bibliographique
montrent clairement que quel que soit le produit alimentaire mis sur le marché, sa qualité est
primordiale pour les consommateurs. Par ailleurs, la qualité sensorielle de la viande bovine,
en particulier sa tendreté, est souvent jugée irréguliére et décevante, d’ou I’insatisfaction des
consommateurs. Afin de maitriser cette variabilité, de nombreux travaux de recherche ont été
développés au cours de ces trois derniéres décennies pour identifier des marqueurs
biologiques ou biomarqueurs, des qualités organoleptiques, en particulier de la tendreté. Ces
projets ont permis d’identifier des profils d’expression protéiques différents dans des lots de
tendreté extrémes et d’aboutir a une liste de protéines représentatives de diverses fonctions
biologiques, dont I’abondance est corrélée a la tendreté ou d’autres qualités de la viande.
D’autres travaux ont montré que I’espece, le type génétique, I’age, le sexe, le type de muscle
et I’état de stress de I’animal & I’abattage, influencent le métabolisme musculaire post-mortem
et les qualités des viandes. Au final, I’ensemble de ces facteurs peuvent induire une forte
variabilité de la qualité de la viande. Face a ceci, le consommateur reste insatisfait vis-a-vis de
cette variabilité non maitrisée. Pour résoudre ce probleme, il est imminent de mettre en place

tous les outils prédictifs nécessaires a I'appréciation des qualités des viandes.

Toutefois, pour étre en mesure de mettre en place ces outils en Algérie et comprendre par
des techniques innovantes les qualités des produits animaux d’origine Algérienne, une
maitrise de ces techniques s’impose. Cette maitrise n’est possible qu’en collaborant avec des
laboratoires de recherche étrangers pour effectuer des transferts de technologies. Dans ce
contexte, une convention a été engagée dans le cadre de ma thése entre I’institut de
I’INATAA de I’'université Fréres Mentouri Constantine et I’Unité Mixte de Recherches sur les
Herbivores de I’INRA Theix en France. L’objectif est de permettre le transfert des techniques
et outils permettant aux chercheurs Algeériens de développer sur place des recherches de haut

niveau, notamment en stratégie « omique », sur les qualités des viandes.

Ainsi, mon projet de thése, a pour objectif de mieux comprendre I’origine de la variabilité
des qualités des viandes par une approche mécanistique. Il se décline en différentes actions
allant des analyses sensorielles jusqu’aux mécanismes impliqués en utilisant les

caracteristiques musculaires et en particulier les biomarqueurs (Figure 31) :
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Figure 31. Les différents volets de la thése : de I’analyse sensorielle aux mécanismes
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i. Valider la relation entre les caractéristiques du muscle et la qualité sensorielle de la
viande chez plusieurs races bovines (8 races / 3 types d’animaux) en fonction de différents

systemes de production ;

ii. Compléter et valider la liste des biomarqueurs de la tendreté de la viande et d’autres
qualités sensorielles. Une attention particuliére est portée aux protéines (exemple : de stress
thermique) jouant un role important dans le processus d’apoptose récemment proposée (Ouali
et al., 2006) comme étant la premiere étape de transformation du muscle post-mortem en

viande ;

iii. Tester la possibilité d’utiliser les analyses bi- et multivariées pour 1) expliquer et/ou
prédire les qualités sensorielles de la viande bovine, et 2) se focaliser sur les relations robustes
pour décrire et proposer les mécanismes biologiques qui se mettent en place des la mort de

I’animal et impliqués dans le développement de la qualité finale de la viande ;

iv. Tenter a travers une approche mecanistique mettant a profit les nouvelles stratégies «
omique », de comprendre les mécanismes biologiques sous-jacents qui régissent le
déterminisme des qualités des viandes, en particulier la chute du pH, la couleur et/ou la

tendreté ;

v. Elaborer des équations de prédiction du pH, des indices de couleur, des notes de tendreté
et autres attributs sensoriels, de la force de cisaillement, et I’indice synthétique de tendrete par
les caractéristiques musculaires, et plus particulierement en utilisant une liste de 21

biomarqueurs mis en évidence dans les études précédentes (Guillemin et al., 2011a,b).
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Figure 32. Schéma récapitulatif du dispositif expérimental. Le schéma illustre les différentes parties de la these et les types d’animaux utilisés.
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« Méthodologie et dispositif expérimental »

I. Dispositif experimental

Les expérimentations realisees (Figure 32) ont pour support le projet ProSafeBeef

(www.prosafebeef.eu) qui portant sur 265 animaux d’age moyen comparable de 8 races

bovines :

= des genisses : 47 croisées Bleue-Belge x Friesian (BF) et 47 Aberdeen Angus x Friesian

(AF) élevées en Irelande ;

[1]

des beeufs : 40 croisés Bleue-Belge x Holstein (BH) et 32 Charolais (CHXx) élevés en

Angleterre ; et

[1]

des taurillons : de races pures, 25 Limousine (Li), 25 Blonde d’Aquitaine (BA) et 24
Aberdeen Angus (AA) élevés en France (FR) et 25 Holstein (Ho) élevés en Allemagne.

Ma thése s’est focalisée principalement sur le dernier groupe d’animaux a savoir les
taurillons (expérimentations 3 et 4) engraissés au domaine expérimental de I’URH sur le
Centre INRA Auvergne-Rhone-Alpes de Theix & Clermont-Ferrand. Néanmoins, pour d’une
part, situer ces taurillons en comparaison a d’autres types d’animaux et vérifier I’impact des
caractéristiques musculaires sur les propriétés sensorielles de la viande bovine, et d’autre part,
déceler la relation entre les attributs sensoriels d’une méme viande cuite a deux températures,
les expérimentations 1 et 2 portant sur les génisses et les beeufs ont été aussi considérées. Ces
deux expérimentations m’ont permis de caractériser et de situer les propriétés de la viande de
taurillons élevés au domaine de I’INRA (unité expérimentale UERT). De plus, elles ont
permis d’évaluer la qualité de leur viande par rapport aux autres types d’animaux afin
d’envisager une étude « -omique » visant a mettre en place des outils prédictifs basés sur

I’utilisation des biomarqueurs.

L’ensemble des expérimentations ont été composees d’une période pre-experimentale de 2
mois, suivie par une période d’adaptation de 3 semaines et par la période expérimentale de
finition de 14 semaines, soit 100 jours de finition précédant I’abattage. Dans la Figure 33 est
illustré pour exemple le schéma expérimental concernant les taurillons élevés en France des
races Aberdeen Angus, Limousine et Blonde d'Aquitaine. Le choix de ces trois races a reposé

sur le fait que les animaux présentent des caractéristiques zootechniques différentes.
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Figure 33. Schéma du dispositif expérimental des taurillons. Il s’agit de 74 animaux elevés en

France sur les quels s’est focalisé en sa grande partie mon projet de thése.
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Les trois races different par leur précocité, les Aberdeen Angus se caractérisent par une
tendance a déposer trés tot du gras pour un faible poids de muscle. A l'inverse, les animaux
Blonds d'Aquitaine ont une maturité tardive et se caractérisent par une forte musculature et
peu de dépdts adipeux. Les animaux Limousins ont des caractéristiques intermédiaires et
comparables aux Blonds d'Aquitaine, mais leur musculature est légerement moins

développée.

Les animaux ont été conduits en stabulation avec portillon (4 animaux du méme génotype
par case), nourris individuellement (75% de concentré et 25% de paille) et pesés toutes les
deux semaines. La formulation de la ration distribuée durant la période pré-expérimentale se
base sur I’adéquation entre les besoins physiologiques (entretien et croissance) des animaux et
les apports alimentaires de la ration (énergétique et protéique). Le régime d’engraissement de

cette période était sans supplément lipidique.

Les animaux ont été abattus au méme age (en moyenne 17 mois) et pour un poids vif final
presque identique (665 kg en moyenne) (Tableau 02). Les abattages ont été planifiés de fagon
a ce que les animaux les plus ages soient abattus les premiers, case par case. Les quatre
régimes expérimentaux étaient ainsi représentés a chaque abattage et pour I’ensemble des
types d’animaux. lls ont été abattus a l'abattoir expérimental de I'INRA de Clermont-
Ferrand/Theix (unité expérimentale UERT). Les carcasses n'ont pas eté stimulées
électriquement et ont été stockées a +4°C et de facon a éviter le phénomeéne de « cold

shortening ».
I1. Prélévements des muscles

Les prelevements sur la carcasse sont effectues dans I'heure aprés l'abattage pour les
analyses biochimiques (fibres et isoformes de myosine, enzymes du métabolisme,
biomarqueurs et pH 45min post-mortem) et 24 heures aprés l'abattage pour le dosage du
collagene, des lipides intramusculaires, la couleur et I’analyse sensorielle et la mesure
instrumentale de la force de cisaillement de Warner-Bratzler. Aprées abattage, les carcasses ont
été mises a réfrigérer a +2°C jusqu'a 24h post-mortem. Les conditions de prélevement et de
stockage des échantillons sont illustrées dans le Tableau 02 et un descriptif de la distribution
des échantillons est schématisé dans la Figure 34. Globalement, c’est le muscle Longissimus
thoracis (LT, entrec6te), un muscle rapide aux propriétés métaboliques oxydo-glycolytiques,
qui a fait I’objet de cette thése. C’est un muscle large de forme ronde situé a I'extrémité

vertébrale des cotes. Le muscle LT est délicat a prélever juste aprés I’abattage mais il est
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Tableau 04. Conditions de prélevement et de conservation des échantillons.

Analyses

Evaluation Cisaillement Enzymes du Fibres Biomarqueurs Couleur Collagene H post-mortem
Conditions sensorielle métabolisme musculaires g et lipides PR P
Temps de prélévement 45
apres abattage (post- 24 h 24 h 30 -45min 24 h 24 h min 3h 24h 30h
mortem)
14 jours a
Durée de maturation +4°C sous 14 ja+4°C / / / / /
vide
Découpés en Mis sous Découpés Découpés Laissés et
Conditionnement steaks et mis id Découpés en miettes pk up / mesure dans la
sous vide vide en steaks en miettes carcasse
Conaélation 3 Surgélation Congeélation
Congélation/surgélation -920"C 30 min a- Congélation dans I’azote liquide / dans I’azote /
30°C liquide
Température de 20°C 20°C -80°C / -20°C /

conservation
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considéré comme le muscle de référence pour lequel de nombreuses expérimentations
scientifiqgues ont été conduites et les résultats disponibles pour ce dernier dominent la
littérature. En plus du muscle LT, le muscle Semitendinosus (ST, rond de gite), un muscle
plutdt aux propriétés glycolytiques, a été aussi prélevé et étudié dans I’expérimentation n° 03
(Figure 32).

Pour les analyses biochimiques, des cubes de viande de 3 a 4 mm de coté ont été plongés
directement dans de I’azote liquide pendant 10 a 20 secondes pour la congélation. Une fois
complétement congelés ils sont recueillis et mis dans des cryotubes refroidis. Ensuite, les
cryotubes remplis sont maintenus dans un dewar contenant de l'azote liquide, jusqu'au

rangement dans le congélateur a —-80°C.

Pour I'étude du collagene, environ 100 g de muscle ont été prélevés, découpés en morceaux
de 1 cm de section transversale, mis sous vide dans des sacs en plastique et stockés a —20°C

jusqu'a préparation pour analyses.

Pour la détermination de la teneur en lipides totaux, des échantillons de 60 — 80 g de
muscle ont été prélevés, découpés en petits morceaux, broyés finement dans I'azote liquide.

La poudre est alors conservée a—20°C jusqu'au jour de lI'analyse.

Enfin, pour I'évaluation des qualités mécaniques et sensorielles, 1 cube de 6 cm d'épaisseur
a été prelevé pour chaque mesure. Les échantillons ont été mis sous vide et stockes 14 jours a

+4°C pour maturation de la viande, puis a —20°C jusqu'au jour de I'analyse.

Il est a signaler que chaque tube ou sachet de prélevement a été identifie (Nom du muscle

ou tissu, type d’analyse, N° et race de I'animal, I’heure et jour de prélévement).
I11. Méthodes
I11.1. Evolution du pH post-mortem

Pour les mesures du pH, 45min post-mortem des biopsies sur la carcasse ont été effectuées.
Briévement, 2 grammes de muscle sont pesés et immédiatement broyés au polytron (PT. MR
2100. Switzerland) a vitesse moyenne de 10 000rpm pendant 15 secondes dans 18 mL d’une
solution d’iodoacétate 5 mM et conserve a 4°C. L’acide iodoacétique n’a pas de pouvoir
tampon, il bloque I’activité des enzymes glycolytiques qui sont susceptibles d’influencer

I’évolution du pH dans le muscle.
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T6 2 1,25, 35 2

A: pH a 3h, 24h, et 30h post-mortem.

B: Extraction de protéines (biomarqueurs et fibres de myosines) (45’).
C: Collagéne et lipides intramusculaires (24h).

D: Type métabolique (Enzymes glycolytiques et oxydatives) (45’).

E: Analyse instrumentale de la texture (14j).

F, G: Analyse sensorielle (10 ou 14j).

H: Couleur (L*a*h*) (24h) + pH 45min.

I, J: analyse sensorielle (si nécessaire).

Figure 34. Diagramme illustrant I’échantillonnage du muscle Longissimus thoracis.

T6 et T10: sixieme et dixieme vertebre throracique, respectivement
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La mesure de pH de I’homogénat est réalisée le lendemain a une température de 6°C avec
un pH métre de type WTW 330i équipé d’une électrode de méme marque. La mesure du pH
3h, 24h et 30h post-mortem, est réalisée par insertion (~ 2 cm de profondeur) directe d’une
électrode a viande (Hanna Instruments, HI9025) dans la masse du muscle de la carcasse (entre
la 6°™ et 7°™ vertébre) conservé a 4°C. Une moyenne sur cing points de mesure par muscle a

été effectuée.
111.2. Mesure instrumentale de la couleur

A 24 h post-mortem, la mesure de couleur est réalisée sur les échantillons de muscle LT
conservé a 4°C sous film. La mesure de la couleur a été effectuée sur une surface rafraichie et
exposée a I’air pendant 1 h & 1°C afin de permettre I’oxygénation des pigments. A I’aide d’un
emporte-piéce, des rondelles d’une épaisseur minimale de 2,5 cm sont découpées dans la
partie supérieure du muscle pour la mesure. Les mesures de couleur sont faites avec un
chromameétre de type Minolta CR 300 selon le systeme CIELAB (Norme CIE, 1976) dont le
principe est présenté dans la Figure 18. L’appareil a été utilisé avec un illuminant C, un angle
de 0°, une ouverture de mesure de 8mm et calibré sur une plaque blanche (Y = 93.58; x =
0.3150 et y = 0.3217). Le chromamétre fonctionne en mode réflectance : la surface de
I’échantillon est éclairée grace a un récepteur qui capte la lumiere réfléchie, et les valeurs sont
enregistrées. Les mesures sont alors basées sur la quantité de lumiére réfléchie par une
surface. Chacune d’entre elles réfléchit différentes quantités de lumiéres a plusieurs niveaux
du spectre compris entre 360 et 760 nm. Le colorimetre donne les valeurs des coordonnées
trichromatiques L*, a* et b* de I’échantillon. L* représente la clarté ou luminance (indice de
luminosité relatif allant de O pour le noir a 100 pour le blanc absolu), a* représente la
composante chromatique rouge-vert ou indice de rouge (rouge quand la valeur est positive et
vert quand la valeur est négative) et b* représente la composante chromatique jaune-bleu ou
indice de jaune (jaune quand la valeur est positive et bleu quand la valeur est négative). Pour

chaque mesure de couleur, trois répétitions ont été réalisées.

I11.3. Etude du type contractile par separation électrophorétique des isoformes de

chaines lourdes de myosine

Un protocole spécifique d’électrophorése a été utilisé pour évaluer la proportion des
différentes isoformes de chaines lourdes de myosine (MyHC: Myosin heavy Chains
isoforms) au sein des échantillons étudiés. L’électrophorese a été réalisée par la methode de

Talmadge et Roy (1993) adaptée pour le muscle de bovin par Picard et al. (2011).
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Ainsi, les échantillons ont été broyés afin d’en extraire les protéines myofibrillaires dans
un tampon d’extraction de fagon a solubiliser les protéines myofibrillaires. Pour chaque
échantillon, environ 100mg de muscle sont broyés a I’aide d’un broyeur homogénéisateur
Polytron (20 000 rpm) dans 5mL de tampon d’extraction contenant 0,5 M NaCl, 20 mM Na
Pyrophosphate, 50 mM Tris, 1 mM EDTA et 1 mM Dithiothréitol, pendant 10 secondes.
L’homogénat est ensuite laissé au repos pendant 10 min et a 4°C avant centrifugation a 50009
pendant 5min a la méme température. Enfin, 500uL du surnageant sont prélevés et dilués dans

du glycérol (87%) a concentration finale 50% et stockés a —20°C jusqu’aux analyses.

Ensuite, la concentration en protéines de I’échantillon dilué a été déterminée par
spectrophotométrie selon la méthode de Bradford (Bradford, 1976) en utilisant I’albumine du
sérum bovin (2mg/mL) comme standard. Avant de lancer I’électrophorése, les échantillons
ont été mixeés (le jour de I’analyse) avec un volume égal du tampon de dénaturation contenant
4% SDS (poids/v), 125 mM Tris, pH 6.8, 20% glycérol (poids/v), 10% B-mercaptoéthanol
(v/v) et 0.02% pyronin Y (poids/v). Les échantillons ont été par la suite laissés pendant 10

min a tempeérature ambiante avant traitement thermique a 70°C pendant 10 minutes.

Afin de pouvoir déposer 5ug de protéines dans chaque puits du gel d’électrophorése (gel
de séparation : T=9,2% et C=1,96% et gel de concentration T=6,2% et C=1,96%), une feuille
de calcul a été utilisée et les concentrations adéquates ont été préparées. Apres dépbt des
protéines dans les puits, les gels sont mis dans la cuve d’électrophorése, type Mini-Protean 11
Dual Slab de chez Bio-Rad. Le tampon de migration dans la chambre intérieure est composé
de 50 mM Tris-Base, 75 mM glycine et 0,05% SDS ; et le tampon de migration de la
chambre extérieure deux fois plus concentré que le premier est additionné de 0,07% de B-

mercaptoéthanol.

La cuve est mise sous tension de 70V pendant 30heures & 4°C pour la migration et la
séparation des différentes isoformes de MyHC. Un témoin contenant les quatre isoformes :
MyHC-I, lla, I1x et I1b a été ajouté a I’extrémité de chaque gel. Aprés séparation, le gel est
fixé (30% (v/v) éthanol et 5% acide acétique (v/v)) puis coloré au bleu de Coomassie R250
pendant 24h. Les gels ont été par la suite décolorés dans la méme solution de fixation jusqu’a
la disparition du fond bleu. Une analyse par densitométrie des gels scannés, a été effectuée a
I’aide du logiciel Image Quant TL v2007 (Amersham Biosciences/GE Healthcare) pour

estimer la proportion de chacune des isoformes de MyHC.
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111.4. Dosage du collagéne total et insoluble

La mesure des teneurs en collagéne total et insoluble a été faite par estimation de la teneur
en hydroxyproline (OH-proline) du muscle car cet acide aminé est spécifique au collagene et
représente sa molécule majeure (Etherington et al., 1981). Le principe du dosage repose sur
I’oxydation de I’hydroxyproline en milieu neutre par la Chloramine T en acide pyrrole-2-
carboxylique, qui ensuite réagit avec le pDAB (para-diméthylaminobenzaldehyde) ou réactif

d’Erlich pour donner un composeé de couleur rouge-violette, absorbant a 557 nm.

Les echantillons de muscle (environ 100 g) préalablement prélevés et stockés a -20°C ont
été broyés au broyeur ménager (robot coupe R2) en évitant la décongélation des échantillons,
puis mis a lyophiliser pendant 48 h avant d’étre moulus. Les galettes lyophilisees ont été
broyées a I'aide d'un moulin a café pour obtenir une poudre de muscle fine et homogéne qui a

été conservée a +4°C hermeétiquement fermée (para-filmés) jusqu’a utilisation.

Pour l'estimation des teneurs en collagéne total, 250 mg de poudre de muscle ont été pesés,
en triplicates. En parallele, la mesure de la matiére seche de I’échantillon a été réalisée
(dessiccateur Précisa XM60). L’échantillon a été hydrolysé avec 10 mL d’"HCI 6N. Les tubes
en pyrex, munis de bouchon a vis avec joint téflon, ont été laissés pendant 16h a 110°C. Cette
étape permet de libérer I’hydroxyproline du collagéne par coupure des liaisons peptidiques.

Pour la mesure du collagene total (méthode de Woessner, 1961), reprise et adaptée par
Listrat et al. (1999 ; 2004), I'hydrolysat acide a été dilué 5 fois avec de I'HCI 6N, puis traité
avec 10 mg de charbon actif pendant 2 min. L'ensemble a ensuite été filtré avant d'étre dilué
au 1/5°™ avec de I'eau distillée (la concentration en HCI doit étre de 1,2N). Un millilitre
d'échantillon dilué et de standard ont été neutralisés avec 1 mL de NaOH 1,2N, puis oxydés
avec 1 mL de chloramine T. L'excés de chloramine T a été éliminé en ajoutant 1 mL d'acide
perchlorique 3,15M. A chaque étape, les échantillons sont vortéxés pour mélanger les réactifs.
Le réactif d'Ehrlich (solution de p-diméthylaminobenzaldéhyde a 20%) a été ajouté, laissé a
incuber 20 min & 60°C. La lecture des absorbances a été effectuée a 557 nm au
spectrophotomeétre (Kontron Uvikon 860). Les résultats issus des 3 pesees ont été moyennés
et exprimés en mg /g de la matiere séche en utilisant une courbe étalon (contenant 3,5 a 20mg
d’hydroxyproline par litre) réalisée en parallele du dosage et ce sur la base que la teneur en
collagéne correspond a 7,14 fois la teneur en OH-proline.

88



Méthodologie et dispositif expérimental

I11.5. Extraction et dosage des lipides totaux

L'extraction des lipides a été réalisée selon la méthode de Folch et al., (1957). Environ
quatre grammes de poudre de muscle ont été pesées précisément. En paralléle, la mesure de la
matiére seche est effectuée a partir de 1,5 g de poudre de muscle frais mis a sécher 48 h a
80°C. Dans un pot de contenance 100 mL spécialement adapté au broyeur (Bosch, modele
BS45), 45 mL de mélange de Folch (mélange de chloroforme et de méthanol selon le ratio 2
volumes/1 volume) et de I'hyflosupercel (environ 1g) (VWR, réf. 240718.365), poudre
abrasive facilitant I'extraction des lipides, ont été ajoutés a la poudre de muscle préalablement
pesée. L'ensemble est broyé 1 min & 18 000 tours/min, avec 1 a 2 min entre chaque broyage (2
a 3 broyages sont nécessaires pour homogénéiser le tout). Aprés avoir rinceé I'hélice du
broyeur avec du mélange de Folch au-dessus du pot de broyage, I'nomogénat a éte filtré sur
entonnoir en verre fritté de porosité n°2 (diamétre 60 mm, contenance 125 mL, verre Duran
type 17D). Aprés une compléte filtration, le résidu présent sur I'entonnoir est re-filtré deux
fois supplémentaires selon le méme protocole. Les trois filtrats ont été versés dans une
ampoule a décanter de 250 mL, mélangés avec 150 mL de mélange de Folch et 37 mL de
solution aqueuse de NaCl a 0,73%. Le mélange a été laissé au repos la nuit a température
ambiante (c'est la phase de décantation). Le lendemain, la phase inférieure qui contient les
lipides a été soutirée dans un ballon a ergot de 250 mL, préalablement pesé. La phase
supérieure a été redissoute dans 30 mL de phase inférieure de solution de rincage des phases
(solution aqueuse de NaCl a 0,58%). Aprés agitation vigoureuse, les phases ont été laissées 1h
au repos pour se réequilibrer, puis la phase inférieure a été soutirée dans le méme ballon que
précedemment. Aprés deux évaporations pour éliminer le solvant présent avec les lipides, le
ballon a ergot contenant les lipides a été pesé et la valeur notée. On obtient ainsi la quantité de

lipides contenu dans I'échantillon de départ, exprimée en g/100 g par matiére seche.
111.6. Dosage de I’activité des enzymes du métabolisme glycolytique et oxydatif

Le type métabolique du muscle a été évalué a travers I’activité des enzymes glycolytiques
(Phosphofructokinase (PFK) et Lactate déshydrogénase (LDH)) et oxydatives (citrate
synthase (CS), cytochrome C oxidase (COX) et isocitrate déshydrogénase (ICDH)) en
utilisant le protocole de Jurie et al. (2006 ; 2007). La mesure des activités a éte effectuée a
I’aide d’un spectrophotomeétre (Uvikon, Kontron) a la longueur d’onde de 340 nm et a
température constante de 25 °C et les activités enzymatiques sont exprimées en umol de

substrat par minute et par gramme de muscle (umol min™g™). Pour la mesure de I’activité des
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enzymes. Environ 200 mg de chaque échantillon de muscle sont broyés dans un tampon
d’homogénéisation a I’aide d’un broyeur homogénéisateur Polytron. Ensuite, les échantillons
sont centrifugés. Le surnageant (contenant les enzymes solubles et mitochondries) est utilisé

pour réaliser les mesures d’activités.
111.6.1. Métabolisme Glycolytique

L’importance du métabolisme glycolytiqgue a été étudiée par la mesure de I’activité
enzymatique de LDH selon la méthode d’Ansay (1974) et celle de PFK selon la méthode de
Valberg et al. (1998).

a) L’activité de la LDH a été mesurée suivant la diminution de la concentration du

NADH par minute. La LDH catalyse la réaction :

Pyruvate + NADH + H* = » Lactate + NAD* + H,

L’activité de I’enzyme est proportionnelle a la disparition du NADH a 340 nm, bande
d’absorption caractéristique du NADPH ce qui permet de la déterminer en utilisant la formule

suivante :

DO . vol de la cuve (mL) X facteurde dilution X vol homog énéisation (mL)

Activité LDH = 2o

¢ Xprise d'essai (mL) X poids échantillons (g)

Avec ¢, le coefficient d’extinction molaire : € 6,3 mL/pumol/cm.

b) La PFK jouant un réle important dans la régulation de la vitesse de la glycolyse,

catalyse la réaction suivante :

PFK
Fructose 6 phosphate + ATP = Fructose 1.6 di-phosphate + ADP

Mg+2
Aldolase
Fructose 1.6 di-phosphate <& ——————— Glycéraldéhyde-3-phosphate + DHAP

Triose phosphate isomérase

Glycéraldéhyde-3-phosphate C——p (Dihydroxyacétone phosphate (DHAP)

a-glycérophosphate déshydrogénase

DHAP + NADH + H* € > a-glycérophosphate + NAD*
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Ainsi la disparition du NADH, H" & 340 nm est proportionnelle & I’activité de la PFK et
permet sa détermination.

111.6.2. Métabolisme oxydatif

Le métabolisme oxydatif du muscle a été mis en évidence par la mesure des activités des
enzymes suivantes : ICDH, COX et CS.

a) L’activité enzymatique de I’ICDH a été mesurée par la méthode de Briand et al.
(1981). Elle a été étudiée suivant la rapidité d’apparition du NADPH" puisque I’ICDH
catalyse, au sein du cycle de Krebs, la réaction suivante :

Isocitrate + NADP* + H, <= » a-cétoglutarate + NADPH + H*

La vitesse de I’augmentation de la densité optique a 340nm traduit la vitesse d’apparition
du NADPH. Cette derniere est directement proportionnelle a I’activité de I’enzyme ICDH qui

a été calculée par la formule suivante :

409, vol de la cuve (mL)xvol homog énéisation (mlL)

Activité ICDH = 2z

exprise d'essai (mL)xpoids échantillons (g)

Avec g, coefficient d’extinction molaire : € =6,3 mol/umol/cm.

b) La Cytochrome ¢ Oxydase (COX) est une enzyme de la chaine respiratoire des
mitochondries, c’est un marqueur de l'activité oxydative des tissus. Elle catalyse la
réaction suivante :

COX
2 cytochrome c (Fe?*) + . 0, =) 2 cytochrome c (Fe3*) + 0%
L activité de la COX est mesurée par spectrophotométrie, en suivant la baisse de DO a 550
nm, due a I'oxydation d'une solution de Cytochrome C réduite. Le Cytochrome C, substrat de
I'enzyme, doit étre réduit. Pour cela, on ajoute un agent réducteur: Solution d'hydrosulfite de
sodium. Afin d'éliminer le SO, contenu dans le milieu, ce dernier recoit de I'azote gazeux

pendant environ 1H30 min. L'oxydation du cytochrome C est mesurée a 550 nm pendant 2

min.

En fin de réaction, le cytochrome C restant dans la cuve de mesure est complétement

oxydé par ajout de quelques grains de ferricyanide de potassium (DO infinie).
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La vélocité de la réaction exprimée en pmol de Cytochrome ¢ min™ g™ se calcule en

utilisant la formule suivante :

In(DO t1-DO infinie )—In(DO t2—DO infinie ) X dilution finale (=41) X [S]

Activité COX =
t2—t1

Avec la dilution finale = (1000 + 25) / 25 et [S] = 90 pM/mL.

c) LaCsS, est une enzyme mitochondriale intervenant dans le cycle de Krebs, qui catalyse
la réaction suivante :

CS
Acéto-CoA + oxaloacétate <-———————> (Citrate + COASH

L’activité CS mesurée par spectrophotométrie, est baséee sur le couplage chimique entre les
molécules de CoASH, libérées sous l'action de I'enzyme, et le 5,5’-dithio-bis (2-nitrobenzoic
acid) (DNTB). L'association des deux moléecules entraine la libération de I'ion mercaptide
(couleur jaune) qui absorbe a 412 nm. L'intensité de la coloration est proportionnelle a
I'activité de I'enzyme. On suit I'évolution de la DO pendant 2 minutes, la réaction a été

déclenchée par I’addition de 25 pl d'oxaloacétate.
I11.7. Evaluation de la qualité sensorielle de la viande
111.7.1. Evaluation sensorielle par un jury entrainé

Pour I’évaluation de I’analyse sensorielle une adaptation du protocole de Karamichou et
al., (2007) a eu lieu. Les qualités organoleptiques des différents échantillons de viande ont été
évaluées apres cuisson a 55°C et/ou a 74°C (températures de cuisson a cceur). Les évaluations

sensorielles ont été réalisées en faisant appel a un jury d'analyse sensorielle entrainé (expert).

Pour chaque séance d'analyse sensorielle, le jury était constitué de 12 personnes expertes.
A chaque séance, les échantillons d'un méme muscle ont été présentés de facon aléatoire et
monadique au jury, sur assiette chaude (Figure 35a). Le jury a évalué cing criteres (attributs),
sur une échelle continue non bornée (notes allant de 0 & 10 [0 = dur, sec, peu savoureux, trés
peu appréeciable — 10 = tendre, juteux, savoureux, tres appréciable]) :
- la tendreté globale : facilité de rupture lors de la mastication
- la jutosité : jus libéré en bouche lors de la mastication

- la flaveur typique : intensité de la flaveur de la viande bovine
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@ Analyse sensorielle par un jury entrainé Mesure instrumentale de la force de
cisaillement de Warner Bratzler par le

banc d'essai INSTRON

© Indice synthétique de tendreté
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Figure 35. Evaluation sensorielle de la viande.

A) Analyse sensorielle par un jury entrainé (10 a 12 dégustateurs) sur une échelle non-
structuré (non borné) de 0 — 10. Avant que les morceaux de viande soient dégustées, ils sont
(1) coupés en de petits morceaux et déposés entre deux feuilles d’aluminium, puis (2) grillés a
la température désirée (55 ou 74°C) sur gril préchauffé 40min a 310°C en surveillant la (3)
température a cceur du morceau par un thermocouple. Les morceaux de viandes sont par la
suite (4) codés et (5) servis dans des assiettes chaudes et (6) présentation aux membres du jury
d’analyse sensorielle sur assiette blanche et chaude dans une salle & lumiere controlée.

B) Banc d'essai INSTRON 5944 avec (1) la cellule de cisaillement utilisé pour la mesure de la
force de cisaillement (Warner-Bratzler) et (2) un zoom sur un morceau de viande dans la
cellule.

C) Détermination de I’indice synthétique de la tendreté sur la base des notes de tendreté
sensorielle et valeurs de force de cisaillement.
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- flaveur anormale : intensité des flaveurs anormales

- I'appréciation globale : évaluation personnelle de I'échantillon dans sa globalité.

111.7.2. Mesure instrumentale de la force de cisaillement de Warner-Bratzler

Pour la mesure mécanique (mesure de la force de cisaillement par Warner-Bratzler) le
protocole de Lepetit et Culioli, (1994) a été utilisé. Les mesures mécaniques par Warner-
Bratzler ont été réalisées sur des morceaux en cubes de viande cuite de 1 cm? de section
transversale et de 1 a 1,5 cm de longueur. Les cubes de viandes (dix au total par échantillon)
ont été découpées parallelement a I'axe des fibres musculaires. Les mesures ont été réalisées a
I'aide de I’appareil INSTRON 5944 (Figure 35b). La mesure effectuée nous informe sur la

dureté de la viande et est exprimée en N/cm?2.

Les extrémités des échantillons ont été parées et chaque tranche de 1 a 1,5 cm d’épaisseur
a été découpée en nombre de morceaux adéquats pour I’analyse sensorielle ou en dix

éprouvettes pour les mesures mécaniques.

Deux jours avant I'analyse, les échantillons ont été mis a décongeler lentement a +4°C.
Une heure avant le début de l'analyse, les échantillons (6 cm d'épaisseur) ont été
déconditionnés et découpés en tranche de 1 a 1,5 cm d'épaisseur puis déposes dans une

assiette afin que la viande se ré-oxygéne (environ 50 min).

Le grill a été préchauffé 20 min a 310°C. Les échantillons, prealablement déposés entre
deux feuilles d’aluminium, ont été placés sur le grill (Figure 35a, (2)). Lorsque la sonde
(sonde de type K) indiquait une température a cceur de 55°C ou 74°C, la cuisson a été arrétée
(ceci pour avoir une dégustation a la température désirée). Le logiciel FIZZ (Fizz v 2.20h,
Biosystemes, Couternon, France) a eté utilise pour la saisie des données et leur formatage

sous Excel.

Les notes de tendreté d’une part, et les résultats de la force de cisaillement, d’autre part,
nous ont permis de calculer un indice synthétique de tendreté (Chaze et al., 2013 ; Allais et
al., 2014) en utilisant la formule indiquée dans la Figure 35c. Cet indice de tendreté prend en
compte la corrélation génétique trés forte et rapportée liée a la corrélation phénotypique
modérée et observee entre les deux caractéeristiques mais suggérant que les deux paramétres

sont sous le contrdle de genes communs.
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Tableau 05. Liste des 18 biomarqueurs quantifiés en utilisant la technique du Dot-Blot et conditions d’utilisation de chaque anticorps.

Nom du marqueur protéique (gene) UniProtKB Références des anticorps mono (Mo) ou polyclonaux (Po) D::tc:zg:,pdses Référence (s)
Protéines de stress thermique (Heat Shock Proteins)

aB-Crystallin (CRYAB) P02511  Mo. anti-bovine Assay Designs SPA-222 1/500 Bernard et al. (2007)
Hsp20 (HSPB6) 014558  Mo. anti-human Santa Cruz HSP20-11:SC51955 1/200 Jia et al. (2006)

Hsp27 (HSPB1) P04792  Mo. anti-human Santa Cruz HSP27 (F-4):SC13132 1/3000 Bernard et al. (2007)
Hsp40 (DNAJA1L) P31689  Mo. anti-human Santa Cruz HSP40-4 (SPM251):SC-56400 1/250 Bernard et al. (2007)
Hsp70-1A/B (HSPA1B) P08107  Mo. anti-human Abnova HSPA1B (M02), clone 3B7 1/2000 Picard et al. (2010)
Hsp70-8 (HSPAB) P11142  Mo. anti-bovine Santa Cruz HSC70 (BRM22):SC-59572 1/250 Guillemin et al. (2011)
Hsp70-Grp75 (HSPA9) P38646  Mo. anti-human RD Systems Clone 419612 1/250 Guillemin et al. (2011)
Métabolisme énergétique

Enolase 3 (ENO3) P13929  Mo. anti-human Abnova Eno3 (M01), clone 5D1 1/45000 Lametsch et al. (2003)
LDH-B (LDHB) P07195  Mo. anti-human Novus LDHB NB110-57160 1/50000 Guillemin et al. (2011)
MDH1 (MDH1) P40925  Mo. anti-pig Rockland 100-601-145 1/1000 Picard et al. (2010)
Structure

CapzZ-p (CAPZB) P47756  Mo. anti-human Abnova CAPZB (M03), clone 4H8 1/250 Lametsch et al. (2003)
a-actin (ACTA1) P68133  Mo. anti-Rabbit Santa Cruz a-actin (5C5):SC-58670 1/1000 Lametsch et al. (2003)
MyLC-1F (MYL1) PO5976  Po. anti-human Abnova MYL1 (A01) 1/1000 Guillemin et al. (2011)
MyBP-H (MYBPH) Q13203  Mo. anti-human Abnova MYBPH (MO1), clone 1F11 1/4000 Guillemin et al. (2011)
Résistance oxydative

DJ-1 (PARK?Y) Q99497 po. anti-human Santa Cruz DJ-1 (FL-189):SC-32874 1/250 Picard et al. (2010)
Prdx6 (PRDX6) P30041  Mo. anti-human Abnova PRDX6 (M01), clone 3A10-2A11 1/500 Jia et al. (2009)

SOD1 (SOD1) P00441  pg. anti-rat Acris SOD1 APO3021PU-N 1/1000 Picard et al. (2010)
Protéolyse

p-calpain (CAPN1) P07384  Mo. anti-bovine Alexis p-calpain 9A4H8D3 1/1000 Morris et al. (2006)
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111.8. Quantification des biomarqueurs par Dot-Blot
111.8.1. Extraction des protéines et dosage Bradford

Les échantillons a analyser sont décongelés, puis 80 mg de chacun sont pesés pour extraire
les protéines. Il s’agit d’une extraction totale avec des détergents non ioniques selon le
protocole décrit par Bouley et al. (2004), qui permet d’extraire le maximum de protéines.
Chaque échantillon a été broyé dans un tampon d’extraction contenant : urée 8.3 M, thiourée
2 M, CHAPS 2% et DTT 1%. Les protéines, solubilisées dans le tampon d’extraction, sont
dénaturées par I’urée (destruction de la structure spatiale des protéines) et le dithiothréitol
(réduction des ponts disulfures). Une centrifugation a 10 000g pendant 30 min et a 8°C nous a
permet de séparer la fraction protéique soluble de la fraction solide contenant les acides

nucléiques et le collagéne.

Chaque échantillon protéique est ensuite dosé par la méthode de Bradford (Bradford,
1976). Il s’agit d’une méthode de dosage colorimeétrique, reposant sur le principe de
I’absorbance du Bleu de Coomassie a 595 nm. En effet, le Bleu de Coomassie G250 se lie
avec les acides aminés aromatiques (tryptophane, tyrosine et phénylalanine) et les résidus
hydrophobes des acides aminés. L’absorbance a 595 nm d’une solution contenant du Bleu de
Coomassie augmente proportionnellement avec la concentration en protéines qu’elle contient.
Ainsi, 5 pL d’échantillon, dilués dans 95 pL d’eau, sont mélangés avec 3 mL de solution de
Bradford. L’absorbance de la solution est mesurée par un spectrophotomeétre, puis rapportée a
une gamme étalon constituée de concentrations différentes connues de I’aloumine du sérum
bovin, servant de réference. Cela permet de determiner pour chaque échantillon une quantité
de protéines en ug / uL. La concentration en protéines des échantillons est ainsi déterminée
puis chaque extrait protéique est aliquoté dans plusieurs tubes a raison de 50uL afin d’éviter

les nombreux cycles de congélation / décongélation.
111.8.2. Liste des protéines biomarqueurs quantifiées par Dot-Blot

Les différents travaux antérieurs ont permis de proposer une liste de protéines marqueurs
potentiels des qualités des viandes (Picard et al., 2013, 2014 ; 2015 ; Guillemin et al., 2011 ;
2009) et la liste des 18 protéines utilisées dans cette these est illustrée dans le Tableau 05. Ces
protéines comme présenté dans le chapitre 03 appartiennent a différentes voies métaboliques a
savoir : les protéines de structure (Actine, MyBP-H, CapZ-p and MyLC-1F); du metabolisme
énergétique (ENO3, LDH-B and MDH1); de la protéolyse (u-calpaine); de la résistance au
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stress oxydatif (DJ-1, Prdx6 and SOD1); et des protéines de stress thermique (Heat shock
proteins) (aB-crystallin, Hsp20, 27, 40, Hsp70-1A/B, 70-8 and 70-Grp75).

111.8.3. Validation de la spécificité des anticorps par Western-Blot

Les anticorps disponibles dans le commerce sont tous certifies comme étant spécifiques
dans leur espece-cible. La grande majorité de ces anticorps sont dirigés contre I’humain ou la
souris, mais rarement le bovin. C’est pourquoi la premiére étape du travail consiste a s’assurer
de la spécificite des anticorps disponibles sur les échantillons de muscle bovin, en utilisant la
technique de Western-Blot. Pour cela, un Western-Blot de I’anticorps testé contre des
échantillons de muscle bovin permet de Vvérifier si la taille de la protéine reconnue est
conforme a la taille théorique attendue chez le bovin. Cette technique permet également de
verifier la spécificité de I’anticorps, c'est-a-dire si I’anticorps ne reconnait pas d’autres cibles.
Deux techniques de révélation sont disponibles : la chemioluminence et la fluorescence
(Guillemin et al., 2009).

Les échantillons sont dénaturés par ajout d’un volume égal de solution de lyse (glycérol 20
%, Tris 12,5 mM pH 6,8, SDS 4 %, Pyronine Y 10 mg, p-mercaptoéthanol 1,42 M). Les
échantillons reposent 10 minutes a température ambiante avant d’étre incubés a 60°C pendant
10 minutes. Ensuite, les échantillons sont déposés dans un gel SDS-PAGE. Le premier gel de
concentration a 4 % (acrylamide 4 %, bisacrylamide 0,08 %, Tris 125 mM pH 6,8, SDS 0,1
%, TEMED 0,08 %, PAS 0,04 %) sert de support aux puits de dépdt, et a concentrer les
protéines au début de la migration. Le second gel de séparation SDS-PAGE a 12 %
(acrylamide 12 %, bisacrylamide 0,23 %, Tris 375 mM et pH 8.8, SDS 0,1 %, TEMED 0,08
%, PAS 0,04 %) sert a separer les protéines selon un gradient de taille, par un maillage

moléculaire.

Aprés polymérisation des gels, 15 pg de chaque échantillon sont déposés dans un puits
formé dans le gel de concentration. Puis le gel SDS-PAGE est placé dans une cuve Biorad
remplie de tampon d’électrophorése TG-SDS 1X fourni par Amresco (USA). La cuve est
ensuite reliée a un générateur, générant un courant électrique (1000 mA, 300 W) faisant
migrer les protéines, d’abord a 80 V pendant 20 minutes afin de concentrer les protéines dans
le premier gel, puis 120 V pendant 1 heure et 30 minutes afin de séparer les protéines dans le
second gel (Guillemin et al., 2009). Toute cette opération est réalisée a 4°C.
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Figure 36. Principes du Western-Blot et du Dot-Blot.

Les deux techniques ayant pour but de détecter les protéines d’intéréts en utilisant un
anticorps dirigé, nécessitent I’utilisation d’un extrait protéique a concentration connue.

A) Des échantillons protéiques sont (1) déposés dans un gel d’électrophorese
monodimensionnelle et son déparées en fonction de leur poids moléculaire. Une fois les
protéines ont migré, elles sont (2) transférées sur une membrane qui peut étre de
nitrocellulose ou de polyfluorure de vinilydéne (PVDF). La fixation des protéines a la
membrane se fait grace a des interactions hydrophobes et ioniques entre la membrane et les
protéines. Le blocage de la membrane (3) s’effectue pour éviter des réactions non spécifiques
entre les anticorps et la membrane avant hybridation. Enfin, (4) la révélation (développement)
s’effectue apres incubation avec I’anticorps secondaire dirigé contre le premier reconnaissant
la protéine d’intérét.

B) Le Dot-Blot s’effectue de la méme maniére que le Western-Blot sauf qu’on utilise dans ce
cas une plaque de 96 puis, sans passer par une électrophorese. Apres dépobt des échantillons, la
membrane sera traitée de la méme fagon comme décrit dans la partie 111.8.4.
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Une fois la séparation électrophorétique achevée, les protéines contenues dans le gel ont
été transférées sur membrane Immobilon-P (membrane PVDF [PolyVinyliDeneFluoride],
0,45 um, Millipore) préalablement rincée a I’alcool et découpée aux dimensions du gel. Puis
I’ensemble est monté entre des feuilles de papier Wathmann, et placé dans une cuve de
Transfert Bio-Rad, remplie de tampon de transfert TG 1X d’Amersham. La cuve est reliée a
un générateur, fournissant un courant électrique (600 V, 210 mA, 300 W) afin de transférer

les protéines du gel vers la membrane pendant 1 heure. Cette opération est réalisée a 4°C.

Une fois le transfert réalisé, les membranes sont lavées avec une solution de T-TBS 1X
(Tris-HCI 11,3 mM, Tris Base 8,75 mM, NaCl 0,137 mM, Tween20 0,05 %) a température
ambiante. Puis, elles sont saturées avec une solution de T-TBS 1X contenant 10 % de lait
écréme, a 37°C pendant 20 minutes. Les membranes sont ensuite lavées avec le tampon T-
TBS 1X. Une solution d’hybridation sans ce tampon T-TBS est préparée avec la
concentration optimale d’anticorps primaire dirigé contre la protéine d’intérét (Tableau 05).
La majeure partie des anticorps utilises a nécessite une optimisation des conditions
d’utilisation. Les membranes sont hybridées avec cette solution, a 37°C pendant 1 h 30 min,
avant d’étre révélées, soit par chémioluminescence, soit par fluorescence. Dans notre cas, la

validation des anticorps pour le Dot-Blot, a été effectuée par révélation par fluorescence.

Aprés hybridation, les membranes sont lavées au T-PBS 1X (NaCl 690 mM, KCI 10 mM,
Na,HPO, 45 mM, KH,PO, 5 mM, Tween20 0,1 %), puis incubées dans une solution
d’anticorps secondaire fournis par LI-COR Biosciences (anti-souris, anti-lapin, anti-chevre,
selon I’anticorps primaire) pendant 30 minutes a 37°C. Cet anticorps secondaire, couplé a un
fluorochrome & son extrémité, est dilué au 1 / 20 0007°™. Les membranes sont ensuite lavées
avec le T-PBS 1X, puis au PBS (T-PBS 1X sans le Tween20), le tout & I’obscurité. Elles sont
ensuite scannées par le scanner a fluorescence Odyssey LICOR a 800 nm. En effet, le
fluorochrome fixé a I’anticorps secondaire, lorsqu’il est excité par un laser d’une longueur
d’onde de 778 nm, émet un signal fluorescent a une fréquence de 795 nm. Cette excitation est
produite par le scanner, qui recoit ensuite le signal émis par le fluorochrome en réponse
(Figure 36). Suite a la révelation, I’image scannée a été enregistrée et traitée par le logiciel

ImageQuant si nécessaire.
111.8.4. Quantification proprement dite par la technique du Dot-Blot

Le Dot-Blot a été developpé pour la premiére fois pour la quantification de I’abondance

relative des biomarqueurs dans les extraits du muscle bovin par Guillemin et al. (2009).
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Cette technique permet de quantifier rapidement un grand nombre d’échantillons et avec
une trés haute répétabilité (CV < 10%). Ainsi, 15 ug de protéines totales par échantillon sont
déposés sur une membrane en nitrocellulose, a I’aide d’un appareil Minifold |1 Dot-Blot
Schleicher & Schuell de 96 puits. Les dépots sont disposes aléatoirement (disposition
préparée par une macro sur une feuille de calcul Excel) sur une membrane portant le nombre
de réplicat par échantillons a 4 points. Un standard de mélange de plusieurs échantillons du
méme lot d’animaux est également déposé afin d’étre utilisé pour la normalisation des
données. Les membranes sont ensuite sechées a I’air pendant 5 minutes, puis saturées avec
une solution de T-TBS 1X contenant 10 % de lait écrémé, a 37°C pendant 20 minutes, puis

lavées.

L’hybridation avec le premier anticorps spécifique de chaque protéine analysée
(concentrations indiquée dans le Tableau 05) se déroule exactement de la méme maniére que
pour le Western-Blot, dans les conditions définies au préalable par Western-Blot. Toutes les
révelations se font en utilisant la fluorescence du second anticorps. La gamme du mélange est
utilisée pour convertir I’intensité de fluorescence des 4 points en quantité arbitraire de
protéines ciblées par I’anticorps primaire. Cela permet de développer une équation
déterminant I’abondance relative des protéines ciblées par I’anticorps primaire en fonction de
son intensité de fluorescence au spot correspondant. Cette equation sert a normaliser les
données provenant des différentes membranes, ces données étant rapportées a un référenciel
commun, la gamme du mélange. La quantité de protéine d’un échantillon est la moyenne des
quantités de chacun de ses réplicats, excepté ceux considérés comme aberrants lors de la
quantification.

Le traitement du signal doit se faire par analyse d’images grace au logiciel GenePix Pro
v6.0 (Axon) en suivant les mémes étapes décrites par Guillemin et al. (2009). Etant donne la
possibilité d’effectuer des répétitions (4 réplicats) par la technique du Dot-Blot, une approche
de pré-filtrages des données a été mise en ceuvre pour éliminer d’éventuelles valeurs
aberrantes principalement dues a la poussiere. La technique de I’exclusion des valeurs
aberrantes s’est basée sur la différence de la moyenne absolue (Medium Absolute Difference
(MAD)) et elle a été appliquée avant que les valeurs des quatre échantillons soient
moyennées. Enfin, pour rendre les données comparables, les données ont été normalisées en
utilisant une approche-régressive en se basant sur le mix de mélange d’échantillon du méme
groupe d’animaux utilisée et ce pour chaque muscle consideré. Ainsi, le calcul de I’abondance

relative des protéines est basé sur le volume normalisé et est exprimée en unités arbitraires.
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111.9. Analyses statistiques

Afin d’analyser nos données issues des differentes expérimentations, plusieurs analyses
statistiques ont été employées. La majorité ont été réalisées avec le logiciel SAS 9.1 Cary, NC
(SAS Institute Inc., 2002) qui permet I’essentiel des analyses pratiquées, tandis que d’autres
ont été effectuées a I’aide du logiciel XIStat (Version 2009.1.01. Addinsoft ®) comme un
outil rapide d’exploration de données. La préparation des figures a éte faite sous Microsoft
Office Excel 2007. Le choix des techniques employées dépend a la fois du type de données et
du type d’expérimentation concernée. Des i) statistiques descriptives (GLM (ANOVA,
ANCOVA), corrélations, et analyses en Composantes Principales (ACP)) et ii) des

statistiques prédictives (Regressions linéaires multiples) ont été exploitées.
111.9.1. Normalité des variables et standardisation des données

Avant de décrire la démarche de chaque analyse statistique effectuée, nous rappelons que
les données ont toujours été vérifiées pour leur normalité. Les tests de normalité permettent de
veérifier si les données suivent une loi normale ou non. Pour cela nous avons toujours
commencé par la réalisation de quelques graphes pour la visualisation de la distribution des
données par les histogrammes de fréquence ou les boites a moustache « box-plot ». Puis des
tests de normalité ont été appliqués, étant donné que les approches graphiques n’ont pas la
rigueur des techniques statistiques. Dans ce cas, nous avons souvent vérifié les données par le
test de Shapiro-Wilk, le test le plus courant car il est puissant pour les faibles effectifs (< 50)
et son interprétation est simple. Le test est implémenté dans le logiciel XIStat (option « Tests
de normalité » en choisissant le test de Shapiro-Wilk).

D’autre part, nous avons procéde a une standardisation des données en centrant et réduisant
pour un effet donné (race, année de I’expérimentation ou autre), afin d’obtenir de nouvelles
variables appelées Z-scores ou variables centrées et réduites, ou tout simplement variables

standardisées.

Le calcul des Z-scores peut s’effectuer en utilisant la formule: z :x%‘“ ou M est la

moyenne de la population pour chaque effet (exemple: race) et o est I’écart-type de la

population.

Dans le cas de ma thése, le calcul des Z-scores a été souvent effectué en utilisant la

procédure « Proc Standard » de SAS 9.1 suivant la syntaxe générale ci-apres :
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Tableau 06. Analyse de variance de I’effet du régime alimentaire sur I’abondance des

biomarqueurs (en unités arbitraires) étudiés.

Protéines RL RLE RLEAOV T P-values
Protéines de stress thermique (Heat Shock Proteins)

aB-Crystallin (CRYAB) 20,4 20,3 20,9 19,5 ns
Hsp20 (HSPB6) 19,4 18,8 18,6 17,2 ns
Hsp27 (HSPB1) 22,3 25,4 25,0 19,4 ns
Hsp40 (DNAJAL) 16,7 17,9 17,1 16,9 ns
Hsp70-1A/B (HSPA1B) 18,6 18,7 17,4 18,4 ns
Hsp70-8 (HSPAS) 16,5 16,9 16,4 16,8 ns
Hsp70-Grp75 (HSPA9) 12,6 12,7 12,7 13,2 ns
Métabolisme energétique

Enolase 3 (ENO3) 16,4 15,3 14,6 14,2 ns
LDH-B (LDHB) 14,1 14,4 14,9 14,5 ns
MDH1 (MDH1) 14,1 13,6 14,0 13,9 ns
Structure

CapZ-p (CAPZB) 17,6 17,1 16,6 16,2 ns
a-actin (ACTA1) 17,8 17,7 17,0 18,2 ns
MyLC-1F (MYL1) 15,2 14,8 14,9 15,0 ns
MyBP-H (MYBPH) 13,4 13,7 13,6 14,0 ns
MyHC-lla 37,6 35,1 36,7 35,3 ns
MyHC-I 23,6 24,0 24,6 23,2 ns
MyHC-I1x+b 38,9 40,9 38,8 41,5 ns
Résistance oxydative

DJ-1 (PARKTY) 16,5 16,7 17,3 15,8 ns
Prdx6 (PRDX6) 14,0 14,0 13,8 14,5 ns
SOD1 (SOD1) 16,3 16,2 17,3 15,8 ns
Protéolyse

p-calpain (CAPN1) 14,4 15,0 14,9 14,8 ns

Abréviations : T : régime témoin (75%paille et 25% concentré) ; RL : régime a base de
graines de lin extrudées ; RLE : régime a base de graines de lin extrudees enrichi en
vitamine E ; RLEAOV : régime a base de graines de lin extrudées enrichi en vitamine E et

antioxydants de plantes.
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Proc STANDARD Data=nom_du_jeu de_ données <options> ;

BY <descending> nom variable ;

{Normalise selon la moyenne et I"écart-type respectifs a chaque groupe
d"observations.}

FREQ nom_variable;

{ldentifie une variable numérique dont Iles valeurs représentent la
fréquence de chaque observation. Les observations ayant une fréquence
valant moins que un ou étant une valeur manquante ne seront pas utilisées
lors du calcul de la moyenne et de I"écart-type.}

VAR nom_variable;

{Liste des variables a normaliser.}

WEIGHT nom_variable;

{ldentifie une variable numérique dont les valeurs représentent le nombre
de sujets que vaut chaque observation.}

RUN;
111.9.2. Analyses de variance et comparaison multiples de moyennes

Les analyses de variance (ou ANOVA, ANalysis Of VAriance) a un ou deux facteurs ont
été effectuees avec la procédure du modéle linéaire généralisé de SAS 9.1 « Proc GLM »
(SAS Institute Inc., 2002). Ces analyses ont été réalisées afin d’évaluer I’influence des
facteurs de variation (variable dépendante) sur les variables continues quantitatives issues de

la caractérisation biochimique ou des paramétres technologiques.

La comparaison multiple des moyennes ajustées (LS-Means) a été réalisée en utilisant
I’option PDIFF de la procédure GLM. Globalement, la séparation des moyennes a été
effectuée suivant Tukey a P < 0.05. Les valeurs de P < 0,05 (*); P < 0,001 (**); et P < 0,0001
(***) sont considérées comme significatives, et les valeurs P > 0,05 comme non significatives

(NS). Des tolérances, lorsque P < 0,1 (t) ont été dans certains cas retenues.

Plusieurs modeéles ont été testés en fonction de I’expérimentation considérée. Deux types
de modeles ont été utilisés : avec des effets fixes comme le type de muscle, le type racial, le
type animal, I’année de I’expérimentation, la température de cuisson ou le jury ; et aussi des
modeéles dans lesquels ont été rajoutés les effets des interactions correspondantes pour chaque
expérimentation comme synthétisé ci-apres. Il est a signaler que I’effet du régime alimentaire
a eté aussi vérifié comme effet fixe sur I’abondance des biomarqueurs analysés (Tableau 06).
Les résultats n’ont montré aucun effet significatif (P > 0,05) du régime alimentaire, par

conséquent, ce paramétre n’a pas été considéré tout au long de la these.
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E Modeéle a effet fixe sans interaction(s) y =fol + 1l + ... + fj1;+

Yi=u1+E1+....+Ex+g
Y, : valeur observée de la variable a expliquer pour le modéle 1
M1 : constante du modéle 1

E. : effet fixe 1 (les effets different d’un article a I’autre selon I’objectif)

Ex : effet fixe x

g1 : erreur résiduelle du modele

—

= Modéle a effet fixe et avec interaction(s)

Yo=p+E1+Ex+ E1*Ex+ &
Y, : valeur observée de la variable a expliquer pour le modele 2
M2 : constante du modéle 2
E. : effet fixe 1 (les effets difféerent d’un article a I’autre selon I’objectif)
E, : effet fixe 2
E1 * E, : effet de I’interaction de I’effet 1 avec I’effet 2

€, : erreur résiduelle du modele 2

Remarque : Le modéle peut étre étendu a plus de deux effets, ce n’est qu’a titre

démonstratif que cette bréve description du modeéle a été présentée.
111.9.3. Analyses de covariance

L analyse de covariance (généralement connu sous le nom ANCOVA) est une analyse
statistique qui se situe entre I’analyse de variance et I’analyse de régression et entre dans le

cadre général du modeéle linéaire.

Dans le cas de notre étude, notamment pour les expérimentations 1 et 3(1), cette méthode a
été employée afin de prendre en compte I’effet de la race ou I’année de I’expérimentation
dans les modeles. Cette méthode a plusieurs finalités, mais les deux qui sont, probablement,
les plus importantes sont : i) les comparaisons entre les groupes en tenant en compte, de la
variabilité importante des variables a expliquer et ii) I’ajustement des comparaisons entre les
groupes non équilibrés. Dans le cas de la covariance, une variable explicative est expliquée

par au moins une variable quantitative et une qualitative.
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Pour exemple, le modele utilisé dans le traitement des données de I’expérimentation 1 afin
de déterminer les relations entre les qualités sensorielles et les caractéristiques musculaires

par type animal en prenant en compte le type racial, est explicité ci-apres :
Le modéle ANCOVA utilisé est yjj =p + a; + p(xjj — X) + &; Ou,

yij valeur de la variable dépendante pour jth observation dans ith type animal.

M constante globale du modeéle de la variable dépendante yij.

a; effet (différence) de ith type racial sur la variable dépendante.

B pente de la régression de la variable dépendante avec I’explicative pour le type racial.

xij valeur de la variable explicative pour jth observation pour chaque ith type racial.

X moyenne groupée pour I’ensemble des observations.

eij erreur résiduelle associée a jth observation dans ith type animal non expliquée par

I’effet du type d’animal dans la variable explicative.

Lorsque le modele n’est pas significatif (P < 0,05), I’effet type racial est enlevé comme
covariable du modéle en construction (c'est-a-dire a; = 0), et il devient ainsi une simple

régression linéaire dont le modele général est : yjj = p + B(xjj — X) + &jj.

111.9.4. Régression multiple

La modélisation des données des descripteurs sensoriels ou du pH ou de la couleur, a été
réalisée par régression multiple en utilisant la procédure « Proc REG » de SAS 9.1. L’option
« Stepwise » ou pas-a-pas a été la plus utilisée pour construire le(s) meilleur(s) modele(s). De
plus, I’exploitation de I’option « meilleur modéle » de Xlstat 2009 a été utilisée et la
validation des modeles obtenus a eu lieu sous SAS 9.1 en utilisant la procédure « Proc REG »

afin d’obtenir les coefficients de détermination partielle des variables explicatives du modeéle.

De maniére générale, la régression est présentée comme étant une meéthode statistique
utilisée pour analyser la relation d’une variable avec a une autre ou plusieurs autres. Cette
relation est définie au travers d’un modele régressif, dont les parametres sont identifiés lors
d’un processus d’ajustement mathématique du modele par rapport aux données observées.
Ainsi, la régression multiple vise a expliquer ou prédire une variable continue a I’aide d’un
ensemble de variables dites explicatives (Lebart et al., 1995). Cette analyse a été utilisée dans
I’ensemble des expérimentations de cette thése afin de proposer des modeles prédictifs et/ou
explicatifs des variables de qualité des viandes recherchées en utilisant les caractéristiques

musculaires ou les protéines biomarqueurs.
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La procédure pas-a-pas ou « Stepwise » fonctionne en commencant a retenir les variables
explicatives qui ont la corrélation la plus élevée avec la variable de qualité (P < 0,05). Pour
chaque variable explicative, un coefficient de régression est calculé. Si ce coefficient est
significatif (P < 0,1), la variable est retenue et une autre variable explicative est sélectionnee
pour intégrer le modele, sur la base de son coefficient de corrélation partiel. L’inclusion de
nouvelles variables dans le modele peut entrainer une diminution de la contribution des autres
variables déja présentes. La significativité des variables déja présentes est donc de nouveau
testée aprés I’inclusion des nouvelles variables. Si non significatives, les variables sont
éliminées du modele. Ce processus de sélection-élimination est répéte jusqu’a ce que toutes
les variables du modele soit significatives et que le modéle ait une explication optimale

(meilleure modele avec de R2 ajuste en % d’explication éleve).

En plus de la construction du modele, un ensemble de critéres propres a la régression
multiple ont été rigoureusement pris en considération pour I’obtention d’un modéle et sa
validation. La sélection du modéle optimal pour la variable dépendante en question s’effectue
sur la base du coefficient de détermination R2 ajusté, du critére d’information d’Akaike — AIC
(Akaike Information Criterion) et aussi du crittre RMSE (Root-Mean-Square Error). Le
coefficient de détermination R2 permet d’avoir une idée globale de la qualité d’ajustement et il
s’interpréte aiséement comme la proportion de la variabilité expliquée par I’equation de
régression. Le critere AIC permet de pénaliser les modeéles en fonction du nombre de
parameétres afin de satisfaire le critére de parcimonie et on choisit donc le modele ayant un
AIC le plus faible. Le RMSE, est la racine de I’erreur quadratique moyenne qui permet
d’évaluer I’intérét prédictif d’un modele. Nous considérons donc, qu’un modéle est optimal,

si R2 ajusté est éleve et I’AIC et le RMSE sont plus faibles.

Un autre paramétre a vérifier est la non-colinéarité des variables explicatives. Les liaisons
linéaires entre les variables explicatives exercent une influence tres importante sur I’efficacité
d’une régression multiple et par conséquent sur la stabilité du modele statistique. C’est ce que
nous appelons « la multicolinéarité ». Les conséquences de la colinéarité statistique entre les
variables explicatives sont les suivantes : i) les coefficients de régression estimés peuvent étre
élevés en valeur absolue; ii) leurs signes peuvent étre contraires a I’intuition; iii) les variances
des estimateurs peuvent étre élevées; iv) les coefficients de régression et le coefficient de
corrélation multiple sont instables par rapport aux coefficients de corrélation entre les

variables explicatives.
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La colinéarité statistique crée donc des difficultés importantes dans I’interprétation des
résultats. Il faut éviter d'introduire simultanément dans le modele initial des variables

explicatives qui sont liées ou susceptibles d'étre liées linéairement entre elles.

La vérification systématique de I’absence de multicolinéarité entre les variables retenues
dans un modele ou non, s’effectue en calculant pour chaque variable un indice appelé

« tolérance » ou son inverse, le VIF « variance inflation factor ».

Le facteur d’inflation de la variance est ainsi appelé car il intervient comme multiplicateur
de la variance de I’estimateur du coefficient de la variable dans une régression linéaire. La
tolérance d’une variable est la proportion de la variance de cette variable qui n’est pas
expliquée par les autres variables, c'est-a-dire 1 — R2, ou R est le coefficient de corrélation
multiple de la variable testée avec les autres variables explicatives. Dans la pratique on
considere souvent que la tolérance doit étre > a 0,5 et un VIF < 10. Ces facteurs ont été
calculés en utilisant I’option COLLIN de SAS. L’inflation fj est donc d’autant plus grande

que la variable Xj est corrélée a une combinaison linéaire des autres variables explicatives.

Pour que la régression linéaire puisse étre établie, il faut également que le nombre
d’observations soit supérieur au nombre de variables. 1l faut également, lors de la sélection
des variables explicatives incluses dans le modeéle, appliquer un principe de parcimonie : le
nombre de variables explicatives dans une équation est limité a 10% du nombre d'échantillons
utilisés pour I'étalonnage afin d’éviter un sur-ajustement (McNamee, 2005). Afin de respecter
les reégles ci-dessus pour I’ensemble des modeles statistiques développées dans cette theése, le
nombre de variables a été limité de 2 a 4 selon I’expérimentation malgré la possibilité
d’obtention des modeles prédictifs avec des pourcentages d’explication de la variabilité tres

élevés en acceptant 5 ou plus variables explicatives.

111.9.5. Analyse de corrélations de Pearson

L’intensité de la liaison linéaire entre deux variables continues peut étre mesurée par le
coefficient de corrélation linéaire (ou r de Pearson). Dans notre cas, les corrélations ont été
calculées en utilisant la procédure « Proc CORR» de SAS 9.1. Les corrélations au seuil de
signification P < 0.05 sont considérées significatives. Les valeurs de P < 0,05 (*); P < 0,001
(**); et P< 0,0001 (***) sont considérées comme significatives, et les valeurs de P> 0,05 sont
considérées comme non significatives (NS). Des tolérances, lorsque P < 0,1 (t) ont été dans

certains cas retenues et présentées.
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111.9.6. Analyse en Composantes Principales

Les méthodes les plus classiques de la statistique descriptive multidimensionnelle sont les
méthodes factorielles. Elles consistent & rechercher des facteurs en nombre restreint et
résumant le mieux possible les données considérées. Parmi ces analyses
multidimensionnelles, on retrouve I'analyse en composantes principales ou ACP. L’ACP est
une technique d'analyse de données utilisee pour réduire la dimension de I'espace de
représentation des données. Contrairement a d'autres méthodes de sélection, celle-ci porte
uniquement sur les variables, indépendamment des grandeurs que I’on cherche a modéliser.
Les variables initiales sont remplacées par de nouvelles variables, appelées composantes
principales ou axes principaux, non corrélées deux a deux, et telles que les projections des

données sur ces composantes (axes) soient de variance maximale.

Les principaux axes de I’ACP (généralement que deux dans toutes les ACPs de cette thése)
sont ceux qui maximisent l'inertie du nuage projeté, c'est-a-dire la moyenne pondérée des
carrés des distances des points projetés a leur centre de gravité. Cette maximisation de l'inertie
utilisée comme critére dans toutes nos analyses, nous a permis de préserver au mieux la
répartition des points. Dés lors, les (n) composantes principales peuvent étre représentées dans
I'espace sous-tendu par ces axes, par une projection orthogonale des (n) vecteurs
d'observations sur les (k) axes principaux. Dans mon cas, le choix des deux premiers axes
factoriels m’a souvent permis la projection des variables a étre le plus proche possible du
cercle des corrélations (> 0,5). Ceci est possible en calculant les pourcentages de I’inertie
totale expliquée et le critere de Kaiser (donné ci-apres). De plus, I’axe de la premiére
composante (PC1) a souvent exprimé la proportion la plus importante de la variance totale. La

variance restante inexpliquée par le premier axe a été expliquée par le second.

L’ensemble des ACP réalisées dans cette thése ont été conduites sous le logiciel SAS 9.1
en utilisant la procédure « Proc PRINCOMP ». L’ACP nous a permis d’appréhender et de
montrer les différences entre groupes ou d’obtenir une meilleure visualisation des relations

entre les caractéristiques quantitatives et les propriétés de la qualité de la viande recherchées.

Lors de I’étude de la relation avec les données de qualités organoleptiques, I’ACP a permis
dans certains cas de sélectionner les variables prédictives a inclure dans le(s) modeéle(s), de
facon a limiter le nombre de variables prédictives et a supprimer les variables corrélées entre

elles.
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Comme évoquer préecédemment, I'analyse factorielle début par la mesure de I’adéquacité
de I’échantillonnage par le test de Kaiser-Meyer-Olkin ou KMO (Kaiser’s Measure of
Sampling Adequacy or MSA en anglais). Il indique jusqu'a quel point I'ensemble de variables
retenu est un ensemble cohérent et permet de constituer une ou des mesures adéquates de
concepts. Les statistiqgues se calculent aussi bien pour I’ensemble de la matrice des
corrélations que pour chacune des variables et prennent des valeurs sur I’échelle de 0 a 1. Une
variable pertinente pour l'analyse devrait obtenir un KMO supérieur a 0,5. Kaiser (1974)
propose une impressionnante échelle de valeur pour le KMO : i) Inacceptable en dessous de
0,5 ; i) Médiocre entre 0,5 et 0,6 ; iii) Moyen entre 0,6 et 0,7 ; iv) Bien entre 0,7 et 0,8 ; v)
Tres bien entre 0,8 et vi) 0,9 et Excellent au dela de 0.9. 1l ressort qu’un KMO éleve indique
gu'il existe une solution factorielle statistiquement acceptable qui représente les relations entre
les variables. Une fois toutes ces analyses effectuées et les ajustements faits, I’ACP devrait

donner des résultats concluants.

Le MSA ou KMO a éte calcule sous SAS 9.1 en utilisant la procédure « Proc FACTOR »

comme le montre le script suivant :

ods graphics on;

Proc factor data =Nom_du_fichier(MOMO.xlIs)

Priors = smc msa residual

Rotate = promax reorder plot

Outstat = fact_all

Plots = (scree initloadings preloadings loadings);
Run;

ods graphics off;
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Reésultats de la these
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Qualite sensorielle

Effets de la température de cuisson et jury
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Introduction

La qualité gustative est I'une des propriétés les plus importantes au travers de laquelle les
consommateurs jugent la viande (Grunert et al., 2004). Bien que des facteurs tels que la
quantité de graisse visuelle et la couleur de la viande ou des facteurs extrinseques tels que le
prix, la marque, etc. (Hocquette et al., 2012) influencent I'achat, les qualités de la viande telles
que le goQt et la tendreté jouent un réle prépondérant dans les décisions d’achat (Grunert et al.,
2004; Monson et al., 2005). L’appreciation globale et les préférences individuelles des
consommateurs dépendent des réponses sensorielles individuelles au cours de la consommation
de la viande, y compris la perception de la tendreté, la jutosité et la flaveur (Gagaoua et al.,
2013; Jeremiah & Gibson, 2003). Il est généralement admis que la tendreté est I’attribut
sensoriel le plus recherché pour la viande de bceuf en comparaison aux autres attributs
(Huffman et al., 1996). Par ailleurs, de nombreuses études ont indiqué que les consommateurs
sont préts a payer plus cher lorsque une viande de qualité garantie leur a été proposée
(Boleman et al., 1997; Miller et al., 2001, Platter et al., 2005).

Malgré les efforts considérables pour améliorer la qualité gustative de la viande bovine, les
recherches actuelles ont montré qu’un niveau élevé de variabilité incontr6lée subsiste pour la
tendreté (Maher et al., 2004). C’est la raison pour laquelle les consommateurs souhaiteraient
aujourd’hui un systeme de prédiction de la qualité gustative de la viande bovine, qui pourrait
étre efficace, simple, suffisamment documenté et surtout contrélé par un tiers indépendant
(Verbeke et al., 2010). 1l est aussi connu que la qualité gustative est influencée par des facteurs
génétiques et environnementaux, tels que le sexe, I’age, et le régime alimentaire, ainsi que les
conditions pré- et post-abattage (Hocquette et al., 2012). De plus, la cuisson est un facteur
important, étant I’ultime étape appliquée sur un morceau de viande avant sa consommation et
elle conditionne les propriétés organoleptiques finales d’une viande cuite (Obuz & Dikeman,
2003). 1l a été aussi rapporté que les préférences des consommateurs dépendent de leurs
expériences culturelles et leurs habitudes alimentaires (Dransfield et al., 1984; Grunert et al.,
2004; Oliver et al., 2006).

L'objectif principal de cette étude, était de comparer les notes des attributs de la qualité de la
viande des échantillons de taurillons cuits a deux températures de cuisson (55°C et 74°C) et
dégustes par deux jurys sensoriels, un jury Frangais et un jury Anglais. Le panel Anglais, en
plus des échantillons de taurillons, a aussi évalué des échantillons de viande de génisses et de
beeufs cuits aux mémes températures de cuisson. Les résultats de cette étude nous permettrons
de tirer des conclusions sur les recherches futures a mettre en place pour les panels
Maghrébins, notamment Algériens en fixant le protocole expérimental. Il est a signaler qu’il
existe aujourd’hui un systeme de classification et prédiction de viande bovine spécifique
(systtme MSA pour Meat Standard Australia) qui est utilisé dans de nombreux pays ou
régions du monde, sauf pour le Maghreb ou il est temps de développer un outil prédictif se
basant sur les études antérieures. De plus, il s’agit aussi d’une étude, qui est mené afin de bien
caractériser I’impact de la température de cuisson d’une part, et de I’effet de I’origine des
consommateurs d’autre part, sur I’appréciation globale et les préférences gustatives de la
viande bovine. Ceci nous permettra de cerner au mieux la contribution des attributs sensoriels
sur I’appréciation globale en fonction de la température de cuisson et I'origine des dégustateurs.
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Résumé :

Afin de déterminer ce qui oriente les préférences de consommation et d’acceptabilité de la
viande bovine, cette étude avait pour objectif de comparer les notes attribuées par deux jurys
de dégustation d’origine différente (France et Royaume-Uni) pour les mémes échantillons de
viande grillée a deux températures de cuisson & savoir 55°C et 74°C. Les echantillons de
viande de taurillons ont été évalués par les deux jurys. Par contre, le jury Anglais a, en plus
de ces échantillons, evalué aussi des échantillons de viande de génisses et de beeufs cuits aux
mémes températures. Les notes de tendreté et de jutosité étaient plus élevées apres cuisson a
55 gu’a 74°C, et ceci quel que soit le type animal ou le pays d'origine des dégustateurs.
Comparé au jury Anglais, le jury Francais a attribué des notes plus élevées pour la flaveur et
des notes plus faibles pour la jutosité et I’appréciation globale, indépendamment de la
température de cuisson. Des interactions (jury x températures de cuisson) significatives ont
été trouvées sur I’ensemble des attributs sensoriels avec des effets marquants pour la jutosité,
la flaveur et la flaveur anormale. Le jury Anglais a attribué des notes plus élevées pour
I'appréciation globale de la viande de bceufs par rapport aux génisses et taurillons, et ce, aux
deux temperatures de cuisson. Considerant toutes ces données, pour le jury Anglais,
I’appréciation globale était positivement corrélée avec la flaveur et la tendreté et
négativement avec la flaveur anormale. Pour le jury Francais, I’appréciation globale était
positivement corrélée avec la jutosité, la tendreté et la flaveur. Les analyses de régression
multiples ont montré que les attributs retenus pour I’appréciation globale différent entre les
deux jurys. Pour le jury Anglais, I’appréciation globale dépend fortement de la flaveur et
pour le jury Francais, principalement de la tendreté et jutosité.

Mots clés : Bovin; qualités sensorielles de la viande; température de cuisson; appréciation

globale; prédiction.
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Abstract

To identify the main drivers of meat eating acceptability, this study compared eating quality
scores of the same meat samples cooked to different end-point temperaturess(58°C)
and the country of origin of the panellists (France and the UK). Meat samples from young bulls
were assessed in both countries whereas the UK panel tested further meat samples from heifers
and steers cooked at 55 and 74°C. Tenderness and juiciness scores were higher after cooking at
55 than 74°C, irrespective of the animal type from which they were obtained and country of
origin of the panellists. Compared to the UK panel, the French panel gave higher scores for
beef flavour and lower scores for juiciness and overall liking, irrespective of cooking
temperature. The panel x cooking temperature interaction was significant for all sensory scores
with strong effects for juiciness, beef flavour and abnormal flavour. The UK panel gave higher
overall liking scores to meat from steers compared to heifers and young bulls at both cooking
temperatures. Considering all available data, for the UK panel, overall liking was positively
related with beef flavour and tenderness and negatively related with abnormal beef flavour. For
the French panel, overall liking was positively related with juiciness, tenderness and beef
flavour. Regression analyses showed that the drivers of overall liking differed also between UK
and French panels. For the UK panel, overall liking depended strongly on flavour and for the
French panel, predominantly on tenderness and juiciness.

Key words: Beef; meat sensory qualities; cooking temperature; overall liking; prediction.
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1. Introduction

Eating quality is one of the most important characteristica/fiigh consumers assess beef

(Grunert, Bredahl, & Brunsg, 2004Although factors such as the amount of visual fat and the

colour of the meat or extrinsic factors such as price, braod(reviewed byKlocquette et al.,

2012 influence purchase, aspects of the meat such as tastermiminess play an important
role in the decision to re-purchase after consumption of the (@aghoua, Micol, Richardson,
et al., 2013 Grunert et al., 2004Monson, Sanudo, & Sierra, 200%verall liking and the

individual preferences of consumers depend on the individual sensponses during meat

consumption, including perception of tenderness, juiciness, anduflaagaoua, Micol,

Richardson, et al., 2013eremiah & Gibson, 2003t is generally believed that tenderness is

the most important sensory trait of beef meat in comparisdretother attributedHuffman et

al., 1996. Various studies indicate that consumers are willing to garemium for beef meat

provided if it is guaranteed tendéBdleman et al., 199Miller, Carr, Ramsey, Crockett, &
Hoover, 2001 Platter et al., 2005

Despite considerable efforts to improve beef eating qualitgares has shown that there

can still be a high level of uncontrolled variability in baenderness Maher, Mullen,

Moloney, Buckley, & Kerry, 2004 This may the reason why consumers would like a system

to predict beef eating quality, which is adequate, simpléficwuntly documented and

controlled by an independent third parttetbeke et al., 20)0Eating quality is influenced by

both genetic and environmental factors including genotype, age, ahdadi well as pre-
slaughtering management apdst-mortermprocessing conditions. In addition, cooking is the
final step applied prior to consumption and gives meat its ¢imatacteristics and therefore, an

important factor Qbuz & Dikeman, 2003 Meat preferences of taste panellists depend further

on their previous cultural experiences and eating habitnéfield et al., 1984Grunert et al.,
2004 Oliver et al., 200%

The main objective of this study was to compare beef eatingygsabres of the same meat
samples cooked to two end-point temperatures (55°C or 74°@akyipi France and UK
respectively) and according to the country origin of the pane(istnce and UK). The UK
panel tested further meat samples from heifers and steersecc@dkb5 and 74°C. Results
allowed an evaluation of the effect of cultural background on prefeseof panellists. This
will increase our understanding of the contribution of various seratilgutes to the overall

liking prediction according to cooking temperature and to the countyinaf the panellists.
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2. Materials and methods

Animal handling followed the European Union directive number 86/609/EECenung

animal care.

2.1. Animals and diets
This study was conducted as part of the European “ProSafeBpafject

(www.prosafebeef.guThe overall aim of “ProSafeBeef” was to improve safeiy quality in

beef production and processing, across Europe through research and emnoMais study
was based on 240 cattle including young bulls, steers and heiéeesl i three European
experimental research centres, France, UK and Ireland ctegbe (Table 1). The experiment
in France involved 74 young bulls of 3 different breeds: Limousin @ijnd d’Aquitaine
(BA) and Aberdeen Angus (AA). The experiment in Ireland involved 9&ihealves of two
genotypes, Belgian-Blue x Holstein-Friesian (BF) and Aberd&egus x Holstein-Friesian
(AF). The experiment in United Kingdom involved 72 steers tlalffhich were Belgian-Blue
X Holstein (BH) and the other half Charolais crossbred (CHx)inQuhe finishing period, in
the three experimental farms, the animals were kept here@xtensive (grazing) or intensive

conditions (indoors) Gagaoua, Micol, Hocquette, et al., 2D1Basal diets offered to the

animals consisted of pasture, grass silage or high concedied$e and were supplemented

with lipids and/or antioxidants from plants additives.

2.2. Slaughtering and sampling

Animals were slaughtered when they achieved fat class 3 onUR©®E grid of carcass
classification (European Economic Community Regulations (EEC) No. 8P08rhey were
slaughtered under standard conditions in either a commercial or aerineaptal
slaughterhouse, depending on the facilities of each countrycarbasses were not electrically
stimulated and they were chilled and stored at 4°C until pédtmortem The Longissimus
thoracis(LT) muscle was excised from the right side of each carzds after slaughter. The
samples were cut into steaks and placed in sealed plasticamagsvacuum and kept between
2 — 4°C for 14 days (young bulls from France and heifers frolanidg or 10 days (steers from
UK) for ageing. Each loin sample was then frozen and stored aiC—@ffil sensory

assessment.

2.3. Sensory panel evaluation
Sensory assessment was conducted in two laboratories usingr siemiory protocols.
Meat samples from the young bulls (France) were assessadrisory scores in France (FR,
3
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Le Magneraud). Meat samples from the heifers (Ireland)steers (UK) and the young bulls
(France) were assessed for sensory scores in the United KinggonBristol) (Table 1).
Approximately forty hours before sensory assessment, sampleshveeved, without stacking
or overlapping, at 4-5°C. The morning of the analysis, the meat sam@te cut into two 1.50
cm steaks. In France they were grilled between two contdesgiaated to 310°C. Steaks were
heated for 2 min between two aluminium sheets, until the end-peimigerature of 55°C
usually used in France or 74°C usually used in the UK in the gaoroettre of the steak was
reached. After grilling, each steak was cut into twelwe 3 x 1.5 cm portions which were
immediately presented to 12 panellists trained in beef maabigeanalysis (one portion per
panellist). The panellists rated the steaks on a 0 to 10 unstadictoade to evaluate the
following attributes: global tenderness (0 — extremely tough, 10reregty tender), juiciness
(0 — extremely dry, 10 — extremely juicy), beef flavour intenéty- extremely weak, 10 —
extremely strong), abnormal flavour intensity (0 — extremelykw&@ — extremely strong) and
overall liking (0O — dislike very much, 10 — like very much). Tlkessons were carried out in a
sensory analysis room equipped with individual boxes under artificracaloured lighting.
The marks of the panellists on the line scales were then ted\ie numbers by measuring the
position of each one. The FIZZ program (Fizz v 2.20h, Biosyste@msternon, France) was
used for data entry, formatted in Excel. In the UK 1.9 cm thiekks were cooked under
domestic grills, turning every two minutes until the requiredperature as measured in the
geometric centre of the steak (measured by a thermocouple prabeg¢ached. After grilling,
each steak was cut into 3 x 2 x 2 cm portions which were imnegdiptesented to the
panellistsEach tasting booth was equipped with computer terminals linkedileserver also
running a sensory software programme (FIZZ v 2.20h, Biosyste@mgernon, France) that
facilitated the direct entry of assessor ratings on a @fale8. Assessors used a standard 8
point category scale for the same attributes, where for tegstefi= extremely tough, 2 = very
tough, 3 = moderately tough 4 = slightly tough 5 = slightly tenBler,moderately tender, 7 =
very tender and 8 = extremely tender, similarly for juicinge®f flavour and abnormal beef

flavour.

2.4. Statistical analysis

For that purpose, data from the Bristol panel were first coeweéo a 10 point scale to be
comparable to the French data. Variance analyses weredcaut using the PROC GLM of
SAS (SAS Version 9.1. SAS institute Inc., Cary, NC) seprdor each rearing site/gender
and country of origin of the panel, to test the effect of cookingpéeature Table 1). For the

4
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complete data set for young bulls, the effect of cooking temperahe country of origin of
the panels and their interaction was tested. Least squnesnseparation was carried out using
the Tukey test and the effects were considered as samifatP < 0.05.

To study relationships between overall liking and other sensoingsatZ-scores were
calculated for each temperature to remove the animal typeldgeand breed) and country
effects. Z-scores represent the deviation of each observatiative to the mean of the
corresponding animal type in each country and were calculategl i PROC STANDARD

of SAS, which standardizes data to a mean of 0 and standard atewatl. More precisely,

the standard score of a raw scoravas calculated using the following formula= xTT”

where:u is the mean animal type aads the standard deviation of each corresponding animal

type.

The PROC CORR of SAS was used to determine the Pearsoretatonr coefficients

between the attributes. Correlation values were considetezy were significant t& < 0.05.

Multiple regression analyses were subsequently performed onré&ssusing PROC REG
(SAS Version 9.1. SAS institute Inc., Cary, NC) to cregigmal models (maximal adjusted
r’) and explain overall liking according to end-point cooking tempegatand according to the
country of origin of the sensory panel (Ul FR) using global tenderness, juiciness, beef
flavour intensity and abnormal flavour intensity attributes scobemaximal number of 4
explanatory variables were retained, if significant in thedel. Partial R-squares and the
significance of each retained variable are given for al itiodels. Model accuracy was
compared using different statistics: the adjusted coefficéndetermination (adj. ¥, the
Akaike information criterion (AIC) and the root-mean-square gfRWSE). The absence of
collinearity was verified for each model, by producing condition ciesli and variance
proportions using the COLLIN option of SAS. Attributes were idesdifas collinear if they
possessed both a high condition index > 10 and a proportion of variation > o for more

traits.

Principal component analyses (PCA’s) were carried out to VWsilialstrate the effects of
temperature within the UK panellists and the effects of cowdtoyigin and temperature (bulls
only). The PCA’s were based on partial datasets of the Zsoaleulated per animal type,
country of origin of the panel and end-point cooking temperatures usiog FRINCOMP of
SAS. The Kaiser-Meyer-Olkin (KMO) measure, known also aséta Measure of Sampling
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Adequacy (MSA) was applied to test the validity of the sampliige overall MSAs were
computed using PROC FACTOR of SAS and are given for eaéh PC

3. Results

3.1. Effect of end-point cooking temperature on sensory attributes

Sensory analyses carried out in the Ukaljles 2 and3) showed that for all animal genders
(steers, heifers and young bulls), tenderness, juiciness and abfiavmar scores were higher
(P <0.0001) at 55 than at 74°C, ranging between +11 to +18% for stekleders Table 2)
and +19 to +42% for young bullF &ble 3). In contrast, beef flavour score was lowBr<g
0.0001) after cooking at 55°C than at 74°C: -5% for heifers, -12%téers Table 2) and -
16% for young bulls (Table 3). Overall liking was higher at 74°Gtaa55°C for heifers
(+6%, P < 0.01,Table 2) and for steers (+419%, < 0.0001,Table 2) but not for young bulls
(Table 3). Considering only the results of the UK panel, overall likives higher for steers
than heifers® < 0.0001) and higher for heifers compared to bills 0.0001) after cooking at
74°C. Overall liking was higherP(< 0.0001) for steers compared to heifers and bulls after

cooking at 55°C.

When considering the French panel for samples from young bull{Tatye 3), similar to
that noted by the UK panel, tenderness and juiciness scoreshigbey (+14 and +31%
respectively,P < 0.0001) at 55°C than 74°C. However, unlike for the UK panel, abhorma
flavour score was higher at 74°C than 55°C (+3P% 0.0001), overall liking score was

higher at 55°C (+17%R < 0.05) and no difference was observed between flavoursscore

3.2. Effect of country of origin of the panellists on the sensanputes for beef from young
bulls

Tenderness scores were higher for the UK compared to the Franehgfter cooking at
74°C (4.29s.3.80, +13%P < 0.05), but not at 55°C due to a significant panel x temperature
interaction Table 3), but average tenderness scores did not differ accordirg toountry of

origin of the panellists for samples from young bullal{le 3).

On average, juiciness scores were higher for the UK compardne French panel (+27%
and +37% at 74 and 55°C respectively,< 0.0001), with a highly significant panel x
temperature interactioP(< 0.0001). Similarly, overall liking scores were also higteerthe
UK than the French panel (+38% and +22% at 74 and 55°C respectvely).0001). In
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addition, overall liking scores were lower at 74°C for the Engpmanel but not for the British

one.

By contrast, beef flavour scores were higher for the French aeupo the UK panel
(+20% and +48% at 74 and 55°C respectivéty< 0.0001). The panel x temperature
interaction was significant due to the absence of a differencanoéffect of cooking
temperature for beef flavour for the French in contrast to tkeplinel. In addition, beef

flavour scores were lower at 55°C for the British panehiotifor the French one.

Whereas average scores for abnormal flavour did not differ angotdithe country of
origin of the panellists, a significant panel x temperatateraction was observed due to a

higher abnormal flavour score at 55°C and at 74°C for the UK semttF panels respectively.

3.3. Relationships between sensory attributes

Consistent correlations in partial datasets of the Z-scoees feund between the different
sensory attributes at the two cooking end-point temperatures f@athples assessed by the
UK panel Fig. 1). Overall liking was significantly and positively correlatedh beef flavour
(P < 0.0001; r= 0.61 and 0.66 at 55 and 74°C, respectively) and tendeatiests]ower at
55°C P < 0.0001; r = 0.31) than at 74°@ & 0.0001; r = 0.47). Overall liking was further
negatively correlated with abnormal flavo? € 0.0001; r = -0.60 and —0.59), while no
relationships were found between overall liking and juicinessspedive of cooking
temperature. Beef flavour was significantly and negbtigerrelated with abnormal flavouP (
< 0.0001; r=-0.60 and —0.53). Juiciness and tenderness were posidivelgted P < 0.0001;
r = 0.31vs 0.32; at 55 and 74°C, respectively).

Similarly, when the UK and FR assessments of the samplesurfgybulls only were
considered, consistent correlations were found between theediffensory attribute&iQ. 2).
Some correlations for the UK and French panels were similéwose tfound for the complete
UK data setKig. 2a). At both 55 and 74°C, overall liking was positively correlatethwieef
flavour (P < 0.0001; r =-0.61 and r = 0.74) and tenderness (r = B.89).001; and r = 0.6%;
< 0.0001). Overall liking and abnormal flavour were negaticelyelated for the UK paneP(
< 0.0001; r =-0.82 and r = —0.70). For the French panel, this correlaoweak P < 0.01; r
= -0.38) or not significantHig. 2b). No relationships were found between overall liking and
juiciness at either temperature for the UK panel whereasdhisonship was significanP(<

0.0001) for the French panel (r = 0.45 and r = 0.71). In addition, juicinasspositively
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correlated with beef flavour for the French panel only at 55°Q.2¢5P < 0.05) and 74°C (r =
0.49,P < 0.0001).

Relationships between sensory scores were visualized ust@fagraph. When the PCA
was computed using the UK sensory ratings of samples of all layimes Fig. 3a), 52.2 % of
the variability was explained with the first two axes wéh overall Kaiser's Measure of
Sampling Adequacy (MSA) of 0.67. The first principal component @&xipig 33.9% was
mainly characterized by global tenderness, beef flavour andlbiiking on the positive side,
and abnormal flavour on the negative side. Apart from juicinelsattabutes scored over 0.5
on the first principal component. Overall liking and beef flavosseased at 55°C were
projected opposite to abnormal flavour on the second component whictaitssthe negative

correlations between these variables.

PCA combining the UK and FR sensory ratings of the young bulls sangflg. 3b)
explained 45.3% of the variability with the first two axes andngihan overall MSA of 0.70.
Again, abnormal flavour ratings at both temperatures for the pgamels were projected
opposite to the overall liking and beef flavour scores for the UK |paree four global
tenderness scores were projected together reflecting positivelations between these four

variables.

The PCA illustrates the effects of end-point cooking tentpera according to country of
origin of the panellists. First, juiciness was associatel tenderness at both temperatures for
French panellists only. Second, beef flavour was associated testtierness at both
temperatures for French panellists and with overall liking ah hemperatures for UK
panellists. Third, overall liking was relatively stronglsaciated with beef flavour (positively)
and abnormal flavour (negatively) at both temperatures for UK pstsetind relatively
strongly associated with juiciness, tenderness and beef fldatlupositively) for French

panellists.

3.4. Contribution of various sensory attributes to the overall likeggession models

Results of the correlation analyses were further interpresgth regression analyses to
determine how the individual sensory attributes contribute to ovikiaty scores. Statistically
significant variables that consistently added to predictivétyalwere retained in the model,
whereas those variables that demonstrated no relationship omeensistent were discarded.
Tenderness, abnormal flavour and beef flavour variables werededlin the models for
overall liking in the case of heifers and young bulls assessed byKhpanel (Table 4).

8



259  Abnormal flavour and beef flavour variables were the only varidbtdgded in the models of
260 steers at 55°C only. Juiciness did not contribute to overall likinthe UK panel, irrespective
261  of animal type or cooking temperature. In contrast, juicinesaddition to tenderness and beef
262  flavour were included in the model of overall liking in the casgoning bulls assessed by the
263 FR panel. Abnormal flavour was not retained in the overall likeggession model of the FR

264  panel.

265 Regression analyses on the overall liking of heifer samplessess in the UKT(able 4)
266 retained beef flavour, tenderness and abnormal flavour explainingnd967% of the
267 variability between samples, cooked at 55 and 74°C, respectiVeéy results showed that
268 overall liking was driven by beef flavour (partial R-square = Ov820.41) followed by
269 tenderness (partial R-square = 0v520.13) and abnormal flavour (partial R-square = @95
270  0.13), at 55 and 74°C, respectively.

271 Regression analyses on the overall liking of samples of stedhe® UK cooked at 74°C
272  assessed in the UKTéble 4) retained also beef flavour, tenderness and abnormal flavour
273  explaining 53% of the variability between samples. The regreggjoation for the overall
274  liking of samples of steers cooked at 55°C retained only abnoravaluil and beef flavour and

275 explained only 33% of the variability.

276 For the young bulls assessed in the UK, regression equafiabte(4) found that beef
277  flavour, tenderness and abnormal flavour explained 77 and 68 % of tabilitgrin overall
278  liking of beef samples cooked at 55 and 74 °C, respectivelyn@agwas not retained in the
279  models. Irrespective of end-point cooking temperature, abnormal flaaouthe largest impact

280 on overall liking explaining 65 % and 46%, at 55 and 74°C, respectivel

281 For the young bulls assessed by the panel from France, regresgiations Table 4)
282  found that beef flavour, tenderness and juiciness explained 56 and 62h& \@&riability in
283  overall liking of samples cooked at 55 and 74°C, respectively. efreads had the largest
284  impact after cooking at 55°C and juiciness after cooking at 74%erall liking. Beef flavour

285 was the second variable to influence the overall liking at bodking temperatures.
286 4. Discussion

287 Understanding consumers’ perception of beef meat attributes, stehdasness, juiciness,

288 flavour and overall acceptability is of great importance tfog meat industry but these
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attributes differ according to cooking temperatures as shown isttidy with the same beef

samples.

4.1. Effect of end-point cooking temperature on sensory attributes
4.1.1. Tenderness and juiciness
The results showed that irrespective of animal type and countyigih of the panellists,

tenderness and juiciness scores were higher at 55°C than at 74°C.

Tenderness findings are in agreement with numerous studies repogtieg tenderness (or
low toughness) when meat is cooked at lower temperatures (< @g2@yholm, Tgrngren, &
Aaslyng, 2014 Cross, Stanfield, & Koch, 1976&omes, Pflanzer, de Felicio, & Bolini, 2014
Joseph, Awosanya, Adeniran, & Otagba, 199brtensen, Frgst, Skibsted, & Risbo, 2012

Tornberg, 200p For example, Lorenzen, Davuluri, Adhikari, & Grin, 20D%eported that

acceptability of tenderness decreased as end-point teomgemtreased from 55 to 82°C.

Similarly, (Lorenzen et al., 2003ound that shear values for top sirloin steaks increastd wi
increasing endpoint temperature. Indeed, cooking is believedréoehmarked effect on meat
tenderness due to modification of both the connective and thBtmNar structures (actin and

myosin) as a result of thermal transitioBgjerholm et al., 20%4ubost et al., 20 Martens,

Stabursvik, & Martens, 1982Purslow, 2013 According to Christensen, Purslow, & Larsen,

2000 and McCormick, 2009, meat tenderness decreases in two distinct phasegstHeoim
40 to 50°C and the second from 60 to 80°C with a significant inefeetsveen 50 and 60°C.
Furthermore, Tornberg, 2005Wulf, Morgan, Tatum, & Smith, 199&eported that collagen

solubilisation occurs with increasing temperatures above 55°C (@&ndhberg, 200pb

hypothesized that above 65°C, elasticity increases, reducidprteess. Hence, we can
speculate that irrespective of animal type, cooking rabave 55°C reduces tenderness due to

increased elasticity, despite solubilisation of coltage

The higher juiciness scores at 55°C than at 74°C were gisoted by the previous cited
studies and many otherBdwers, Dikeman, Murray, & Stroda, 201@omes, Pflanzer, Cruz,

de Felicio, & Bolini, 2014Martens et al., 1992For example, beef cooked to a rare endpoint

temperature (< 60°C) tends to be more tender and juicy thah coeked to a well-done
endpoint (> 70°CYBowers, Craig, Kropf, & Tucker, 198 Dbuz & Dikeman, 2003 Meat

juiciness plays a key role in meat texture and refers tonththfeel of the moisture released

during mastication. Thus, juiciness is indicative of the mogstontent in meat released during

chewing and from saliva in response to lipid stimulati8avell et al., 1989 Warner’'s team

10



321 recently suggested that water acts as a plasticizer oflenpsoteins and its loss influences
322  structural properties by increasing the stiffness and hardriet®e awooked meatHughes,

323  Qiseth, Purslow, & Warner, 20L4Water is lost from the myofibrillar lattice structuas a

324 result of protein denaturation and contraction of muscle strigctyeincreasing cooking
325 temperature. In additionAéslyng, Meinert, Bejerholm, & Warner, 201gdostulated that the

326 major juiciness loss is a result of actin denaturatitddar{ens et al., 1992proposed the
327 possibility of the thermally induced protein-protein aggregationctihan the myofibrils to

328 expel water from the myofibril, either by reducing the waiading capacity of the native gel-
329 like structure in the myofibril, or by contraction of the myofiyrilgsulting from the formation

330 of new aggregation cross links.

331 4.1.2. Beef flavour, abnormal beef flavour and overall liking

332 The effect of cooking temperature on beef flavour, abnormal flavadiogerall liking was
333 less pronounced than on tenderness and juiciness. As also indigatedresults, beef flavour
334 is an important component of the overall acceptability of miat a complex sensory
335 attribute, influenced by a variety of factors and much rebkdaas focused on understanding its
336 chemistry Mottram, 1998. The effect of cooking temperature on the interaction between
337 temperature and volatile components depends on the range of endepmatdtures used and
338 the nature of the proteiMpttram, 1998. Our findings are in agreement with various studies
339  with panellists from the USA showing higher beef flavour scoreesnnmeat is cooked well
340 done (temperatures > 70°C) compared to very rare or rarpdtatures < 60°C)Jross et al.,
341 1976 Savell et al., 1999 The low beef flavour scores in meat grilled at low temipegaare in

342 agreement with the strong contribution of volatile compounds gexkesd high temperatures
343 to meat flavour Mottram, 1998. Despite this, Bowers et al., 1987found highest flavour

344  scores at lower (55 — 60°C) cooking temperatures. One explamdtiba latter result is that

345 beef flavour may be masked, that it, its intensity is redultes to the presence of other flavour
346 components, for instance abnormal beef flavour, which in our stusiyhigher after cooking at

347 lower temperatured.éwless & Heymann, 20)0

348 Overall liking scores followed similar trends as beef flav@werall liking or acceptability
349 reflects the hedonic liking from the panellists: whetherrtteat was perceived as satisfactory,

350 agreeable or pleasing. Only a few reports are available wongethe effect of end-point

351 cooking temperature on the overall liking of beef mebbrdnzen et al., 20Q05found no

352  differences in overall acceptability of steaks cooked at end-peimperatures of 55, 60, 63,

353 71, 77 or 82 °C. In another studyzdmes, Pflanzer, Cruz, et al., 2014bing two cooking
11
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methods (ovenws. griddles) and three end-point temperatures (65, 71 and 77°C) foundthighes
overall liking at 65°C with the griddles method and the highestatlvéiking at high
temperatures by the oven method. Earlier studies have showmdbeptability of steaks

decreased with increasing cooking temperat@mgs et al., 19796 The relationships found

between cooking temperature and overall liking may be due teefiect on flavour
development and consequently, on overall liking. Previous work has shatfiavour is the
most important determinant of beef eating satisfaction int médn acceptable levels of
tendernessKillinger, Calkins, Umberger, Feuz, & Eskridge, 200@n the other hand, sensory

evaluation has shown an increased intensity of browned and sppemfc flavour scores as

the end-point temperature of the meat increaBewvérs et al., 19871t is believed that higher

temperatures lead to more Maillard reaction produetsidre & Mottram, 2009 therefore, at

higher cooking temperatures, beef flavour intensity may be imgagimultaneously with

overall liking.

Abnormal beef flavour was significantly higher either at 55f@to74°C depending on the
country of origin of panellists. Abnormal flavour can occur becaafséhe original meat
composition (high iron content for example) or because of changesoticatr during
processing, cooking, or storage. The latter effects depend cantbent of lipids and fatty

acids or their quality. Studies on meat products suggest thattiats a solvent for volatile

compounds, thus delaying flavour release or its developnigntofe & Mottram, 2009
Negative effects involve rancidity due to peroxidation of polyunsat fatty acids and the

development of rancid flavour, potentially resulting in a losdesirable flavour compounds.

4.2. Differences and similarities between the panellists iggpect to country of origin

The effect of country of origin of the panellists on the beef senatinbutes was
investigated on the complete data set of young bull samplemeks@and overall liking scores
were the highest for the UK panel whereas beef flavour masighest for the French panel.

(Dransfield et al., 1984have shown that strong beef flavour is a positive attribut&riemch

panellists. Tenderness was higher after cooking at 55 than 74°theldecrease in tenderness

after cooking at 74°C was greater in the perception ofid bf French panellists.

Thus, cooking beef at lower temperatures was an advantagems tértenderness and
juiciness for both countries, but a disadvantage in terms ofamekebnormal flavour for UK
panellists and in terms of abnormal flavour for French panelli$tese differences can be
explained by the different habits of consumers and panellists, tanagsin terms of cooking
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methods, including cooking temperature. For example, in the Ukerfeansumers are likely
to prefer rare steakD(ansfield et al., 1984 Similar preferences were found for the USA
(Neely et al., 1999Savell et al., 1999

For the UK panel, overall liking was positively correlated viidef flavour and tenderness
and negatively with abnormal beef flavour. The absence of cooreddietween overall liking
and juiciness for the UK panel indicates that juiciness isanatnportant attribute for overall

liking for this panel, in contrast to various other studigalkins & Hodgen, 20Q7Corbin et

al., 2015% O'Quinn et al., 2012 For the French panel, overall liking was positively datesl

with beef flavour, tenderness and juiciness. Similar resu#se found in American and
Spanish studiesClorbin et al., 20150'Quinn et al., 20%2Savell et al., 1999 Part of these

associations may be explained by the halo effect, where iecrgaginess increases the

perception of tenderness and vice vefSdl gt al., 2010 Jenkins et al., 2031 This may also

explain correlations observed between tenderness and juiciness, wdrietstronger for the

French compared to the UK panel.

Thus, for the two panels, increased ratings for flavour wemmctsd with higher ratings

for overall liking. (Neely et al., 199Bindicated that for American consumers, flavour may be

as important as tenderness in determining acceptability, as flaothur and tenderness
correlated similarly with overall liking of beef steakdowever, although the French panel
gave higher ratings for flavour, they gave lower ratingsdieerall liking at both cooking
temperatures. The reason may be that tenderness and glicatkba relatively large impact on
overall liking. Juiciness was also reported as one of the reasons for pork meat liking in
Sweden Bryhni et al., 200B

Except for one data set (the French panel with beef from young tadked at 55°C),
normal and abnormal beef flavour were negatively correlatediléBifindings were reported
in beef Campo et al.,, 2006Gill et al., 2010 and lamb meat sample&Karamichou,
Richardson, Nute, Wood, & Bishop, 2007These relationships may result from lipid-

dependent mechanisms of flavour and aroma development during cookingye stara
processingCalkins & Hodgen, 20Q7EImore & Mottram, 2009Mottram, 19983.

4.3. Contribution of various sensory attributes to the regression mofleleerall liking
Results of the regression models show that the drivers oélbliking differ between UK
and French panels in interaction with the end-point temperaturegcordance with earlier
studies Dransfield et al., 19840liver et al., 2008 The prediction level of the models was
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418  higher at 74 than 55°C except for beef from young bulls assessbd b)Ktpanel. Texture (in
419 fact tenderness at 55°C and juiciness at 74°C) was the mean dfioverall liking only in the

420 case of beef from young bulls assessed by the French panel.

421 For the samples tested by the UK panel, overall liking wasamau by beef flavour,
422 abnormal beef flavour and tenderness, except for steer saoaplesd at 55°C where overall
423 liking was explained by normal and abnormal beef flavours only. Tisesm@ybe due to the
424  important role on flavour of intramuscular fat content higher inrstidsan in young bulls (data
425  not shown). Thus, for UK panels, flavour oriented their preferean¢erms of overall liking.
426  Earlier studies indicate that flavour has a large impacicoapability if the meat is perceived
427  as tenderHuffman et al., 199€Killinger et al., 2004 Neely et al., 1998Robbins et al., 2003

428  Eating context may also play a role. Thusyifman et al., 1996found that 51% of consumers

429 in a survey indicated that tenderness was the main attfifnutsating satisfaction, but, when
430 steaks were evaluated at home, flavour affected overalglgtores more than tenderness. The
431 important role of flavour found in the present study is consistetht the earlier suggestion
432  that flavour may be as important as tenderness in determiningllohdeng for fresh beef
433  steaksonson et al., 20Q09Mottram, 1993.

434 Independently from animal type and end-point temperature, juicimassnot correlated
435  with overall liking in any of the regression models of data ftdkhpanel. These findings are
436  consistent with a previous study, which found that juiciness wad fags important and

437  flavour more important to consumers who preferred steaks thatwedlrdone rather than at

438  lower degrees of donenedgefcks et al., 2001 Our results are in line with those @litsch,
439 2000 who found tenderness and flavour to be the most important attriioute=ef eating

440 quality by UK consumers while juiciness had a relatively lioyact.

441 Overall, the results indicate that for the UK panel, ovdikallg depends mainly on flavour

442 and for the French panel, it depends mainly on texture (te@seand juiciness).
443 5. Conclusion

444 Results of this study indicate that the French and the UK Imisehave different
445  perceptions of meat samples and that overall liking is constiraiifierently. For the French
446  panel, overall liking was driven by texture, i.e. tendernesglacidess, and for the UK panel,
447 by flavour. Irrespective of animal type and origin of the péastg] tenderness and juiciness
448 were higher at 55 °C than 74°C, indicating that cooking at a lowpemi temperature
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improved beef texture for panels of both countries. However, cookingwatend-point
temperature presented a disadvantage in terms of beef flavdwabamormal flavour for UK
panellists and in terms of abnormal flavour for French panelistguiciness and tenderness
were the main drivers of overall liking for the French panebking at lower temperatures
improved overall liking. Similarly, cooking at higher temperatunggroved beef flavour from
the UK perspective, and consequently overall liking. For the ofdhe young bulls, the effect
of higher cooking temperatures on UK overall liking was only nmalgdespite its positive

effects on abnormal (decrease) and normal (increase) bemtfirfla
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Tablel

Numbers ofLongissimus thoracibeef samples assessed by the two sensory panels from the
United Kingdom (UK) and from France (FR) at two end-point cookingpezatures (55 and
74°C)

Panel from United Panel from France
Kingdom (UK) (FR)
Gender Breeds 55°C 74°C 55°C 74°C
Young AA 24 24 24 24
bulls .
Li 25 25 25 25
BA 25 25 25 25
Steers  CHx 16 32 - -
BH 40 40 - -
Heifers AF 47 47 - -
BF 47 47 - -

Abbreviations young bulls (AA: Aberdeen Angus, Li: Limousin,
BA: Blond d’Aquitaine); Heifers (AF: Aberdeen Angus x Friesian,
BF: Belgian-Blue x Friesian), and Steers (BH: BelgianeBIx
Holstein, CHx: Charolais cross-bred). Beef samples indidaged)

were unevaluated.



Table2
Effect of cooking temperature on beef sensory attributes of siadrieifers assessed by

the UK panel at two end-point cooking temperatures (55 and 74°C)

Cooking temperature

SEM® P-value®

Attributes” 55 °C 74°C

Steers
Tenderness 6.40 5.79 0.08 Fkk
Juiciness 7.17 6.08 0.08 *kk
Beef flavour 5.40 6.13 0.06 i
Abnormal flavour 3.81 3.37 0.05 Fkk
Overall liking 451 6.35 0.11 ek

Heifers
Tenderness 6.51 5.73 0.06 Fkk
Juiciness 7.40 6.57 0.05 *kk
Beef flavour 5.17 5.45 0.03 Fkk
Abnormal flavour 3.00 2.68 0.03 Fkk
Overall liking 4.27 4.53 0.05 *

& Data used correspond to steers and heifers (as in Table 1)efesameples
assessed by panellists from the United Kingdom at 55 and 74°C

| Smeans of each attribute (scored from 0O to 10).

“Standard error of mean

d Significance level: P < 0.05; ***: P < 0.0001.
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Figure captions

Figurel

Pearson correlation coefficients performed on the pooled witlimed type Z-scores of all
animals types for sensory scores evaluated by panellists fiomt 85 and 74°C. The solid
and dotted lines correspond to positive and negative correlatiqgrectiesly. Significance t
P <0.05; *P<0.01; *P < 0.001; ** P < 0.0001.

Figure2

Pearson correlation coefficients performed on the pooled withinahrype Z-scores of
young bulls for sensory scores evaluatedappanellists from UK andb) from France at 55
and 74°C. The solid and dotted lines correspond to positive and negathetations
respectivelySignificancet P < 0.05; *P < 0.01; **P < 0.001; *** P < 0.0001.

Figure3

Principal component analyses (PCA).

a) PCA performed on the pooled within-animal type Z-scores ddrathal types (n = 240)
evaluated by panellists from UK at 55°@&) (and 74°C Q) as indicated in Table 1. The
overall Kaiser's Measure of Sampling Adequacy (MSA) found is @BPCA performed on
the pooled within-animal type Z-scores showing relationships batveessory scores
evaluated by panellists from UK and Franced) at 55°C (white markers) and 74°C (gray
markers). Data used correspond to all young blAA, Li and BA as indicated in Table 1.
The overall MSA found is 0.7Qbbreviations GT: global tenderness; JUIC: juiciness; BF:

beef flavour; ABF: abnormal flavour.
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Résumé :

Une meilleure compréhension et un contr6le de la qualité sensorielle de la viande est un
objectif majeur pour la filiere viande. La qualité sensorielle de la viande bovine est trés
variable et dépend de nombreux facteurs interdépendants pré et post-abattage. La qualité
finale de la viande percue par les consommateurs dépend de I’appréciation globale et de leurs
préférences individuelles. Ces critéres dépendent des réponses sensorielles individuelles lors
de la consommation de la viande, tels que la perception de la tendreté, la jutosité et la
flaveur. De nombreuses études indiquent que I’appréciation globale de la viande implique
plusieurs attributs sensoriels et que les relations trouvées sont variables selon les races ou
muscles considéres. La présente étude vise a mieux comprendre la contribution des différents
attributs sensoriels sur I’appreéciation globale de la viande bovine d’animaux de race et sexe
différents. Elle vise donc a expliquer et prédire les notes de I’appréciation globale. Pour
atteindre nos objectifs, un effectif de 248 animaux (bceufs, taurillons et génisses) de 8 races
différentes ou de races croisées a été étudié. Les échantillons du muscle Longissimus thoracis
grillés a 55°C ont été évalués par un jury sensoriel entrainé. Les analyses de régression
multiples ont montré que 27% de la variabilité de I’appréciation globale de la viande de
beeufs aprés 10 jours de maturation s’explique par les notes de la flaveur anormale. Pour la
viande de génisses apres 10 jours de maturation, 51% de la variabilité s’explique par la
tendreté, la jutosité, la flaveur normale et anormale. Pour la viande de taurillons aprés 14
jours de maturation, 75% de l'appréciation globale s’explique par la tendreté, la flaveur
normale et anormale, ainsi qu’un effet race prononcé. Parmi les caractéristiques musculaires
analysées, seule I’activité de la citrate synthase est capable d’expliquer une partie de
I’appréciation globale chez les jeunes taurillons. Les résultats de cette étude montrent que,
pour comprendre les contributions relatives des divers attributs sensoriels sur I'appréciation
globale, il est nécessaire de prendre en compte I’effet sexe ou d'autres facteurs liés a I’animal.

Mots clés : Bovin; qualités sensorielles de la viande; panel de dégustation ; appréciation
globale.
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RELATIONSHIPS BETWEEN OVERALL LIKING SCORE AND
SENSORY MEAT ATTRIBUTES IN DIFFERENT TYPES OF BEEF
CATTLE
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Abstract — This study aimed to explain overall liking
score. It investigated sensory meat qualities of 248
animals (steers, young bulls and heifers) of 8
different breeds or cross breeds finished in France,
Germany, Ireland and UK were investigated.
Samples from Longissimus muscle aged for 10 or 14
days and cooked at 55 °C were rated by sensory
panels in France (French and German animals) and
UK (British and Irish animals). Regression analyses
showed that 27% of the variability in overall liking
of beef aged 10 days from steers could be explained
by the scores for abnormal beef flavour. For beef
aged 10 days from heifers, 51% of the variability in
overall liking could be explained in terms of
tenderness, juiciness, beef flavour and abnormal
beef flavour. For beef aged 14 days from bulls, 75%
of the overall liking could be explained by
tenderness, beef flavour and abnormal beef flavour
scores as well as by breed. Among muscle
characteristics analysed, only citrate synthase
activity explained a part of overall liking in young
bulls from France and Germany. The results from
this study show that to understand the relative
contributions of various sensory attributes to overall
liking it is necessary to take into account the gender
or other aspects of the animal type, and possibly also
the laboratory and protocol relative to sensory
analysis.

Key Words — beef, meat qualities, sensory panel

l. INTRODUCTION

A better understanding and control of beef sensory
quality is a major research objective. Beef sensory

guality is very variable and depends on many
interacting factors before and after slaughter. The
perceived overall quality of meat depends on the
overall liking and the individual preferences of
consumers. Both criteria depend on the individual
sensory responses during meat consumption,
including perception of tenderness, juiciness, and
flavour [1]. Other studies indicate that overall
liking of beef may involve several sensory
attributes and that the exact relationships vary
across studies comparing different breeds [2, 3] or
muscles [4, 5]. The present study aimed to
increase our understanding of the contribution of
various sensory attributes to the overall liking of
beef from different breeds, gender and finished in
different European countries. The study is part of
the ProSafeBeef project (www.prosafebeef.eu) [6].

Il. MATERIALS AND METHODS

Two hundred and forty-eight animals were studied
in four experiments in four European countries,
including young bulls, steers and heifers. Bull
breeds were Limousin (LIM; n=25), Blond
d’Aquitaine (BA; n=25) and Aberdeen Angus (AA;
n=24), finished in France and Holstein (HO; n=25)
finished in Germany. Heifers were Belgian-Blue x
Friesian (BF; n=47) and Angus x Friesian (AF;
n=47) finished in Ireland. Steers were Belgian-
Blue x Holstein (BH; n=40) and a Charolais
crossbred (CH; n=16) finished in the UK. Studies
complied with welfare regulations of each country.
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After slaughter under standard conditions in either
commercial or experimental slaughterhouses in
each country, the carcasses were chilled and stored
at 4 °C until 24 h postmortem. Longissimus
thoracis muscle was excised from the right side of
each carcass. The loins of the carcasses were
divided into different parts for sensory analysis.
Muscles for sensory analysis were cut into steaks
and placed in sealed plastic bags under vacuum
and kept between 2—4°C for 14 days (bulls from
France and Germany and heifers from ireland) or
10 days (steers from UK) for ageing. Subsequently,
the samples were trimmed, vacuum-packed and
frozen individually at -20°C until sensory analysis.
German and French samples were assessed for
sensory scores in France (Le Magneraud). Irish
and British samples were assessed for sensory
scores in UK (Bristol). The same protocol was
used in both laboratories. Forty hours before the
analysis, samples were thawed and placed in a
refrigerator at 4-5°C. The morning of the analysis,
the meat samples were cut into two 1.50 cm steaks
and grilled between two contact plates heated to
310°C. Steaks were heated for 2 min between two
aluminium sheets, until the end-point temperature
of 55°C was reached. After grilling, each steak
was cut into 6 portions which were presented to 12
panellists trained in meat sensory analysis. The
panellists rated the steaks for global tenderness
(GT), juiciness (JUIC), beef flavour intensity (BF),
abnormal flavour intensity (ABF), and overall
liking (OL), on a 0 to 10 unstructured scale. The
sessions were carried out in a sensory analysis
room equipped with individual boxes under
artificial non-coloured lighting. The FIZZ program
(Fizz v 2.20h, Biosystemes, Couternon, France)
was used for data entry, formatted on Excel.

Glycolytic (PFK, phosphofructokinase and LDH,
lactate dehydrogenase) and oxidative (ICDH,
isocitrate dehydrogenase, CS, citrate synthase and
COX, cytochrome c oxydase) enzyme activities
were assayed as in [7] and muscle fibre properties
were quantified as described by [8].

Statistical analysis used SAS 9.2 and XLSTAT
2009 software and was based on Principal
Component Analysis (PCA), involving all sensory
attributes and multiple regression analyses in order
to explain overall liking scores in terms of the
other sensory attributes and animal type effects.
The regression analyses selected best models using

the option ‘optimal model, maximal 5 variables’ in
terms of % of variability explained. The
introduction of muscle fibres characteristics into
the models was also tested. The GLM method was
used to compare sensory attributes between animal
types and loadings on the first and second
principal axis between breeds/genders/countries.

Il RESULTS AND DISCUSSION

Sensory attributes of each group of animals are
presented in Table 1. The PCA explained 84% of
the variability between animals in sensory
attributes (Figure 1a). Abnormal beef flavour
loaded positively on the 2™ axis (PC 2 = 15%) and
the remaining attributes positively on the 1% (PC 1
= 69%). Beef steaks from heifers and steers scored
higher (p<0.0001) on the 1* axis than beef aged 14
days from bulls (Figure 1b). Beef aged 10 days
from steers scored higher (P<0.0001) on the 2™
axis than from heifers (Figures 1a, b).

Within steers, CH had higher (P<0.01) scores for
global tenderness, juiciness and beef flavour and

lower (P<0.0001) scores for abnormal beef flavour.

Within young bulls, AA had higher (P=0.05)
scores for tenderness than HO. AA and HO had
higher (P<0.01) scores for beef flavour and overall
liking than LIM while BA had the lowest (P<0.01)
scores. AA had lower (P<0.001) scores for
abnormal beef flavour than the other breeds.
Within heifers, no significant breed effects were
found.

Table 1. Animal group (breed/gender/ageing time/
country) effect on meat sensory attributes.

Sensory scores for different beef type
(Country of rearing/ageing time/gender)

Country (_Jf Ireland UK France,
origin Germany
Ageingtimeand 14 qave 10 days 14 days
sensory analysis
location UK UK France
' Gender  Heifers Steers Bulls SEM  P-value
Attributes
GT 65 6.4° 48" 006  *rx
JUIC 7.4° 7.2 4.7° 0.08 Fkke
BF 52° 5.42 4.1° 0.04  Hxx
ABF  3.0° 3.82 2.4° 0.03  *xx
oL 43 5.62 2.9° 0.06  *x*
On a same line, different superscripts indicate

significant differences (P < 0.05).
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Figure 1. Principal component analysis. a) Plot of the
individual scores of the first two principal components
of the 248 animals (using different symbols for bulls (A,
ageing time 14 days), heifers (o) and steers (O, (ageing
time 10 days)) using all sensory attributes; b) PCA
loadings of the sensory attributes on the 1% (PC1) and
2" (PC2) axis explaining 84% of the variability.

Gender effects were to a large extent confounded
with breed, the country of production and ageing
time and to a lesser extent, to the country of
sensory analyses. Differences between 10-days
aged beef from heifers and steers assessed for
sensory scores in UK on the one hand and 14-days
beef from bulls assessed for sensory scores in
France on the other hand may be related to the
country of sensory analysis.

The higher scores for tenderness and juiciness and
lower scores for beef flavour, abnormal flavour
and overall liking of heifers compared to steers
may be related to the country of experimentation,
diet and/or gender.

Concerning breed effects in young bulls, cooked
meat of AA and LIM had higher shear values than
CH, while HO had intermediate values [9]. An
earlier study found no differences in tenderness or
flavour, but higher juiciness in LIM compared to
AA or CH [10].

As gender, ageing time and country of the
experiment had a large impact on the sensory
attributes, the regression analyses were carried out

for each gender separately, while taking into
account breed effects where relevant.
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Figure 2. Correlations between predicted and measured
overall liking scores for steers (a), heifers (b) and bulls
(c). Prediction equations used were: Overall Liking =
7.7-0.5* ABF (steers); =-0.4+0.2* TG +0.2 *
JUIC + 0.6 * BF — 0.4 * ABF (heifers), and =-0.2 +
04*TG+0.5*BF-0.3* ABF + 0.2 * AA breed -
0.3 * BA breed + 0.6 * HO breed (bulls).

Results show (Figure 2a) that 27% of the
variability in overall liking (OL) in steers could be
explained by the scores for abnormal beef flavour.
In heifers, 51% of the variability in OL could be
explained in terms of tenderness, juiciness, beef
flavour and abnormal beef flavour. In bulls, 75%
of the OL could be explained by tenderness, beef
flavour and abnormal beef flavour scores as well
as breed effects.
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When muscle characteristics were introduced into
the models, only CS was significant and only in
young bulls, and the model obtained had less
predictive power (OL =22+ 0.1*CS+ 0.6 * AA
breed — 0.4 * BA breed + 0.8 * HO breed ; 45% of
variability explained). This result may be
interpreted in terms of its relationship with other
muscle characteristics. It was shown that CS
activity is strongly associated with genetic
selection for muscle growth [11] and nutritional
factors [12] compared to ICDH and LDH.

CONCLUSION

The results of this study show that to understand
the relative contributions of various sensory
attributes to overall liking of beef meat, it is
necessary to take into account the animal type
(gender, breed, age). Sensory analysis conducted
in UK found that for steers, the separate sensory
attributes were only weakly related to overall
liking. For young bulls finished in France and
Germany and analysed in France, overall liking
could be predicted to a large extent from sensory
attributes and breed. Heifers finished in Ireland
and analysed in UK had intermediate predictability
of overall liking. Use of muscle characteristics
contributed little to the predictive power of the
regression models. Further studies are needed to
determine which breed-related characteristics
contribute to the overall liking scores in young
bulls. Studies are also needed to evaluate the role
of protocols used, including ageing, and of
differences in country-specific sensory
appreciation in the differences in the results of
sensory analyses between UK and France.
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Introduction

Les attributs sensoriels de la qualité de la viande (couleur, tendreté, flaveur et jutosité)
impactent fortement les préférences et attentes des consommateurs (Dransfield et al., 2003).
Ces attributs sont influencés par les caractéristiques musculaires de I’animal et les
modifications biochimiques post-mortem (Ouali 1990; Dransfield et al., 2003; Jurie et al.,
2007). Les caracteéristiques musculaires, sont par ailleurs influencées par de nombreux facteurs
liés ou non a I’animal tels que la race, I'age, le sexe et lI'alimentation (Cuvelier et al., 2006;
Jurie et al., 2006). Ces caractéristiques dépendent d’une part, des propriétés contractiles et
métaboliques des différents types de fibres (type I, type lIA, type 11X et/ou type IIB) qui
composent les muscles squelettiques des bovins (Picard et Cassar-Malek, 2009). D’autre part,
de la jonction de ces fibres a la trame conjonctive dont le collagéne représente la composante
protéiqgue majeure (Nishimura 2010; Dubost et al., 2013). Les teneurs en lipides
intramusculaires ont été également rapportées pour jouer un rble prépondérant et par

conséquent influencer les qualités sensorielles (Mandell et al., 1997; Scollan et al., 2001).

Les mécanismes qui régissent les relations entre la composition en types de fibres
musculaires et les qualités sensorielles de la viande sont complexes et les résultats rapportés
dans la littérature sont souvent en désaccord. Pour exemple, dans une étude sur les jeunes
taurillons Charolais, 25 a 30% uniquement de la variabilité de la tendreté de la viande pourrait
étre expliquée par les caractéristiques du collagéne et propriétés métaboliques (Renand et al.,
2001). Dans une autre étude, combinant sept races de différentes expérimentations, le muscle
Longissimus thoracis caractérisé par de faibles teneurs en collagéne et des activités contractiles
et métaboliques intenses, avaient des notes de tendreté élevées. Cependant, les corrélations
n’expliquaient qu’environ 4% de la variabilité entre les animaux (Chriki et al., 2012). Dans
d'autres etudes, les caractéristiques musculaires pouvaient prédire les qualités sensorielles pour
un muscle, mais pas pour plusieurs muscles et présentaient de faibles pouvoirs explicatifs
(Keith et al., 1985; Bonny et al., 2015).

La présente étude vise a comparer les relations entre quelques caractéristiqgues musculaires
objectives a savoir le type de fibres, les teneurs en collagene (soluble et insoluble), les teneurs
en lipides intramusculaires et les activités enzymatiques (ICDH, COX, CS, LDH et PFK) et les
qualités sensorielles de la viande du muscle Longissimus thoracis de différents types
d’animaux. L'objectif principal était de déterminer si des relations consistantes existaient entre
les qualités sensorielles et les caractéristiques musculaires, indépendamment du sexe et de la

race. Cette étude a été réalisée dans le cadre du projet européen ProSafeBeef.
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Differences and similarities in associations among muscle characteristics and sensory

qualities of meat from eight different types of cattle
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Bauchart, A. Boudjellal, N.D. Scollan, R.I. Richardson, B. Picard,

Soumis pour publication dans Journal of Integrative Agriculture (2015) xx, XXX - XXX

Résumé :

La présente étude vise a comparer huit races bovines qui different par leur génotype
(génisses, jeunes taurillons et beeufs), afin de déterminer les relations entre les
caractéristiques musculaires et les qualités sensorielles de la viande du muscle Longissimus
thoracis (entrecdte) grillée a 55°C. Les résultats obtenus ont montré que les types d’animaux
different pour I'ensemble des caractéristiques musculaires et qualités sensorielles. De
nombreuses corrélations entre les caractéristiques musculaires et les qualités sensorielles sont
consistantes pour la plupart des types d'animaux. L’activité de I’enzyme ICDH a permis une
véritable discrimination des muscles en complémentarité des proportions des isoformes de
myosines MyHC-I et ce, sur I’ensemble des types d'animaux. Les activités métaboliques de
la LDH et PFK étaient corrélées positivement chez la plupart des types d'animaux.
L’appréciation globale a été corrélée avec la flaveur et la flaveur anormale pour I’ensemble
des types d'animaux et avec la tendreté globale, exceptés pour les jeunes taurillons de la race
Charolaise croisée. De plus, pour I’ensemble des types danimaux, excepté les croises
Aberdeen Angus x Friesian, la flaveur et la flaveur anormale ont été corrélées négativement.
L appréciation globale n'a pas été trouvé corrélée avec la jutosité pour I’ensemble des types
d’animaux. Les activités métaboliques de PFK, ICDH et CS étaient fortement associées a la
tendrete, la flaveur et I’appreciation globale lorsque les valeurs moyennes pour tous les types
d'animaux ont été utilisées. Toutefois, les associations entre les caractéristiques musculaires

et les qualités sensorielles chez tous les types d'animaux étaient faibles ou inconsistantes.

Mots clés : Bovin; caractéristiques musculaires ; qualités sensorielles de la viande; sexe;

race; prédiction,
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Abstract

The present study compared eight breeds of cattle differing in gender (heifers, bulls and
steers), to determine associations between muscle characteristics and meat sensory qualities in
the Longissimus thoracis muscle. Animal types differed in all the muscle characteristics and
sensory qualities. Many correlations among muscle characteristics and among sensory qualities
were consistent for most animal types. ICDH activities allowed discrimination of muscles with
respect to MyHC-I proportions for all animal types. LDH and PFK activities were positively
correlated for most animal types. Overall liking was correlated with beef flavour and abnormal
flavour in all animal types and with global tenderness for all animal types except for Charolais
cross breed steers. For all animal types except for Angus x Friesian heifers, beef flavour and
abnormal flavour were negatively correlated. Overall liking was not correlated with juiciness.
PFK, ICDH and CS activities were strongly associated with tenderness, beef flavour and
overall liking when average values for all animal types were used. However, associations
between muscle characteristics and sensory qualities within animal types were weak and
inconsistent.

Key words: Cattle; muscle characteristics; meat sensory qualities; gender; breed; prediction.
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1. Introduction

Meat quality attributes (colour, tenderness, flavour and juiciness) have major effects on the

satisfaction of the consumer (Dransfield et al. 2003). These attributes are influenced by muscle

characteristics of the animal and post-mortem biochemical reactions (Ouali 1990; Dransfield et

al. 2003; Jurie et al. 2007). Muscle characteristics are influenced by management factors such

as breed, age, sex and diet (Cuvelier et al. 2006; Jurie et al. 2006). They depend on the

contractile and metabolic properties of the different categories of the myofibres (type I, type
ITa, type IIx and/or type IIb) that compose the bovine skeletal muscles (Picard & Cassar-Malek

2009) and on the attachment of these fibres to the intramuscular connective tissues (IMCT) of

which collagen is the major protein component (Nishimura 2010; Dubost et al. 2013).

Intramuscular fat (IMF) content is also believed to influence sensory qualities (Mandell et al

1997; Scollan et al. 2001).

The mechanisms underlying the relationships between muscle fibre type composition and
sensory qualities are complex and results are inconsistent across studies. In a study on young
Charolais bulls, 25 to 35% of variability in global tenderness could be explained by collagen

characteristics and metabolic properties (Renand et al. 2001). In a study combining seven

breeds and cross-breeds from different experiments, Longissimus thoracis muscles with lower
collagen contents and increased contractile and metabolic properties had greater tenderness, but

each correlation explained at most 4% of the variability between animals (Chriki et al. 2012a).

In other studies, muscle characteristics could predict sensory qualities across, but not within

muscles and with varying precision (Keith ef al. 1985; Bonny et al. 2015).

The present study aims to compare relationships between muscle characteristics (fibre type,
collagen, intramuscular fat contents and enzyme activities) and meat sensory qualities in
Longissimus thoracis muscle between different types of cattle. The main objective was to
determine whether consistent relationships exist between sensory qualities and muscle
characteristics, independently of gender and breed or rearing site. The study is a part of the

European ProSafeBeef project (www.prosafebeef.eu).

2. Results

2.1. Associations among muscle characteristics and sensory qualities at the level of the

animal type

http://www.sciencedirect.com/science/journal/16712927
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Differences between animal types in terms of LT muscle characteristics and sensory
qualities are described in Table 1. Correlations based on values of Table 1 indicate that certain
traits are strongly associated at the level of the animal type (Table 2a-c; Fig 1). For example,
animal types with high COX activity had also high ICDH activity but low LDH activity. High
COX activity was further associated with high MyHC-I proportions, low MyHC-IIx+b
proportions and high ultimate pH. Animal types with higher proportions of MyHC-Ila had
higher levels of collagen. Certain correlations did not reach significance due to the low level of
degrees of freedom (df = 6). Animal types with high tenderness had high beef flavour and
overall liking and were characterised by low PFK and high CS activities (Table 2c). High
tenderness was also associated with high IMF (Table 2c). The PCA plots illustrate visually the
relationships between muscle characteristics and sensory qualities (variable loadings: Fig. 2a)
and the similarities and differences between the breeds and genders of the different
experiments (average individual scores: Fig. 2b). The first principal component accounting for
28% of variability was positively correlated with oxidative enzyme activities (ICDH, COX and
CS), MyHC-I fibres, tenderness, juiciness, beef flavour and overall liking and negatively
correlated with MyHC-IIx+b and the activity of the glycolytic enzymes PFK and LDH. The
second principal component accounting for 21.7% of the variability was relatively strongly
positively correlated with total and insoluble collagen and negatively with IMF content and the
activity of the glycolytic enzyme LDH. Individual scores of the first axis averaged per breed
discriminated between nearly all breeds, apart from AF heifers and Ho bulls, who had similar
scores, and BF heifers and AA bulls, who had also similar scores (Fig 2c). Briefly, CHx and
BH steers were characterised by high activities of oxidative enzymes and MyHC-I and high
scores for tenderness, juiciness, beef flavour and overall liking, while for Li and BA bulls this
was the opposite. BF heifers and AA bulls had the same profile as the latter group, but less
extreme. AF heifers and Ho bulls had intermediate profiles. Individual scores of the second
axis averaged per breed formed 3 groups that differed significantly (Fig. 2c). The AA and Ho
bulls scored relatively high for collagen and PFK and low for LDH and MyHC-IIx+b while BF
and AF heifers scored the opposite. The BA and Li bulls and BH and CHx steers had
intermediate levels. In conclusion, the eight groups differed on at least one of the two first

principal axes.

2.2. Correlations among muscle characteristics within animal types

http://www.sciencedirect.com/science/journal/16712927
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Correlations calculated per animal type using Z-scores (Fig. 3a) found that MyHC-IIx+b
proportions were negatively correlated with MyHC-I and MyHC-IIa proportions for nearly all
animal types. LDH and PFK activities were weakly positively correlated for all breeds apart
from BA and Ho. ICDH, COX and CS were positively correlated for at least half of the animal
types. ICDH and LDH, and MyHC-I and LDH were negatively correlated for four animal
types. These correlations were not gender specific, as the three genders were represented in
each of the correlations. Total collagen content was strongly correlated to insoluble collagen
for all animal types, as expected. In addition to the figure, for BH heifers LDH activity were
negatively correlated (r=-0.44; P < 0.05) with COX activity, and for AA bulls, with CS activity
(r=-0.44; P < 0.05).

2.3. Correlations among sensory qualities within animal types

With respect to sensory qualities, for all animal types, overall liking was positively
correlated with beef flavour and negatively with abnormal flavour. For all animal types except
for AF heifers, beef flavour and abnormal flavour were negatively correlated (Fig. 3b). Overall
liking was further correlated with global tenderness for all animal types except for CHx steers.
These correlations were again not gender specific, as the three genders were represented in
each of the correlations found. In addition, global tenderness was positively correlated with
juiciness for three of the animal types and with beef flavour, also for three animal types (Fig.
3b). None of the animal types showed a correlation between juiciness and beef flavour (r

between -0.20 and 0.28; NS).

2.4. Correlations between sensory qualities and muscle characteristics within animal
types

It was not possible to establish a coherent correlation network for correlations between
sensory qualities and muscle characteristics as only one significant (P < 0.05) correlation was
found that showed some consistency across animal types. Tenderness was correlated with CS
content for Li bulls (r = 0.43), AF heifers (r = 0.34) and BH steers (r = 0.39). For these animal
types, the overall r-value (on Z-scores) was 0.38 (P < 0.0001). In addition, fourteen more
correlations were found between muscle characteristics and sensory qualities with r-values
over 0.40 (P < 0.05), but showing no consistency across animal types. Most correlations were
found for Li bulls: abnormal beef flavour with PFK (r=0.47), beef flavour with MyHC-IIa,
MyHC-IIb+x and LDH (r=0.40; -0.47 and -0.52, respectively), overall liking with insoluble

collagen and PFK (r=-0.63 and -043, respectively) and juiciness with pHu (r=0.48). For Ho
4
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bulls, beef flavour was correlated with MyHC-IIa and COX (r=-0.52 and 0.49, respectively)
and juiciness with MyHC-Ila, ICDH and COX (r=-0.50; 0.51 and 0.67, respectively). For AF
heifers, juiciness was correlated with insoluble collagen and lipid content (r=-0.40 and 0.55,
respectively). Other significant correlations were found for AF and BF heifers and BH steers,

but they were relatively weak (r < 0.40).

The lack of consistency between animal types explains the weak explanatory power of the
regression models subsequently established. When genders were considered separately using
raw data of muscle characteristics, the models explained between 4.6 and 39.5% of the
variability between animals (Table 3). However, breed explained most of the variability and
the contribution of muscle characteristics was weak. The strongest contribution was IMF,
explaining 9 % of the variability in overall liking between bulls. LDH activity in heifers, and

pHu and CS activity in steers, contributed between 6 and 7% to tenderness.

The explanatory power of regression analyses between Z-scores of sensory qualities and
muscle characteristics (Table 3) was also very weak. For tenderness, regression analyses using
Z-scores found that CS, MyHC-Ila and IMF explained together 4.8% of the variability between
animals. For overall liking, total collagen content and IMF explained together 7.2 % of the

variability between animals in overall liking.
3. Discussion

The present study compared Longissimus thoracis muscle characteristics and sensory
qualities to explore consistencies and differences in correlations between muscle characteristics
and sensory qualities in eight animal types. The animals were similar in age and had all been
subjected to a finishing period of 100 days in average. The animal types differed in breed,
gender and rearing site, where each rearing site corresponded to a given gender and breed.
Untransformed data were used to compare animal types, and Z-scores, after removing the

effects of animal type, were used to describe similarities across animal types.

Across all animal types, the LT muscle had high glycolytic and intermediate oxidative

properties. Similarly, (Chriki et al. 2012b) classified the LT muscle as fast oxido-glycolytic.

The animal types differed in all the measured contractile and metabolic muscle characteristics
and sensory qualities. The animal types were characterised by significantly different positions
along the first principal axes of the PCA indicating that the first two axes had good

discriminatory power for the animal types used in the study. Due to the choice of breeds, breed
5
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effects were stronger for steers and bulls than for heifers. Overall, the LTs of heifers and steers
were more glycolytic and oxidative oriented, respectively, while the LT of bulls was

intermediate, as also previously reported (Jurie et al. 2009). More specifically, compared to the

steers and bulls, the heifers had lower MyHC-I proportions, higher LDH and lower COX
activities. The fibre type distribution of the BH steers was close to the distribution observed in

the heifers, while CHx steers had high MyHC-I proportions.

Sensory analysis revealed also many significant differences between animal types. Steers
had the best and bulls the worst scores for sensory qualities, with intermediate levels for
heifers. The best scores were obtained for the CHx steers. The CHx steers and Ho bulls and
both heifer breeds scored high for juiciness and Ho bulls scored high for beef flavour compared
to the other bulls. These observations agree with earlier results reporting better sensory scores

for steers than heifers and for heifers than bulls (Wulf et al. 1996; Choat et al. 2006; Bure$ &

Barton 2012). Other results found, in contrast, no differences between steers and heifers or

between young bulls and heifers (Hoving-Bolink et al. 1999) in terms of tenderness. Another

study found, also in contrast to our results, higher scores for juiciness and beef flavour for

heifers compared to steers (Hennessy & Morris 2003).

Correlations on average values of animal types found coherent associations between fibre
type composition and glycolytic and oxidative enzymes. Coherent associations among muscle
characteristics were also found within animal types. The correlation network shows that
oxidative characteristics (MyHC-I, ICDH, COX and CS) were negatively associated with
glycolytic characteristics (MyHC-IIx+b and LDH) for a majority of animal types.

For the eight animal types studied, ICDH activity was correlated with the proportion of slow
oxidative fibres, MyHC-I. These results are coherent with earlier results showing that MyHC-I
proportions may be appropriate to characterise the muscle in terms of oxidative capacity in pigs

(Gil et al. 2003), cattle (Olivan et al. 2004), rabbits (Ramirez et al. 2004), and sheep (Sazili et

al. 2005). Overall, results are coherent with existing knowledge on the associations between
metabolic and contractile characteristics of muscle fibres, but apart from the correlation
between ICDH activity and MyHC-I proportions, many variations existed within the animal
types. The relatively weak explanatory power of muscle characteristics is in accordance with

other studies (Keith et al. 1985; Chriki et al. 2012b; Bonny et al. 2015).
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The comparison between the analyses within animal type and the analysis on average values
of animal types indicates that although overall, similar biological laws operate in the eight
animal types, when looked at in detail, the precise balance between enzymes may be regulated
differently according to animal type. For example, PFK and CS activities were strongly
negatively correlated when average values of animal types were used but this correlation was
not found within animal types, suggesting that these enzymes are not directly causally related.
The negative association between LDH and ICDH observed in part of the animal types may be
explained by the competition relative to the fate of pyruvate, conversion into lactate or entrance
into the citric acid cycle. The absence of consistent correlations between two traits may be also
related to the fixed effects. For example, PFK and LDH activities were not correlated when
average values were used, because bull breeds had much higher PFK activity but similar LDH

activity compared to the other breeds.

Correlations between sensory qualities within animal types or using averages per animal
type associated high beef flavour, high tenderness and high overall liking. Beef flavour and
juiciness were correlated when average values of animal types were used, but not within any of
the animal types, suggesting that meat from certain animal types (i.e. heifers, steers and Ho
bulls) had more beef flavour and were juicier but that there was no causal link between the two
traits. The correlations show a strong consistency in the determinism of overall liking across
animal types and suggest that flavour may be as important as tenderness in determining overall

liking for fresh beef steaks as also early indicated (Mottram 1998; Monson et al. 2005). No

relationship was found between overall liking and juiciness. These findings are consistent with
a previous study, which found tenderness and flavour to be the most important attributes in
beef eating quality by UK consumers while juiciness had a relatively low impact (Glitsch
2000). In contrast, a previous study on bulls found that overall liking was associated with

tenderness and flavour, but also with juiciness (Monson et al. 2005).

In contrast to overall liking, the determinism of tenderness in terms of other sensory
attributes showed little consistency when animal types were considered separately. The only
correlation showing some consistency was between tenderness and juiciness: for three animal
types, CHx steers and AF and BF heifers. Similar results were earlier reported (Serra et al.

2008; Oury et al. 2009; Gagaoua et al. 2013). These animal types had higher tenderness and

juiciness scores than the other animal types. Possibly, at higher levels of tenderness and

juiciness, the perceptions of tenderness and juiciness reinforce each other mutually. Meat

7
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juiciness is considered to arise from moisture released by meat during chewing, and moisture

from saliva (Juarez et al. 2012).

The negative association between tenderness and abnormal beef flavour observed for bulls
may be related to the halo effect, i.e. the perceived level of a sensory quality is influenced by
another sensory quality (Gill ef al. 2010). In bulls, abnormal beef flavour scores were relatively

high compared to heifers and steers.

Correlations between muscle characteristics and sensory qualities were weak within and
inconsistent across animal types. In contrast, high CS activities, high IMF contents and low
PFK activities were very good predictors for good tenderness and overall liking, but only when
average values of animal types were used. These correlations were however inconsistent with
correlations within animal types. Thus, the relationships between high tenderness and overall
liking, and high CS activities and IMF contents and low PFK activities were, at least in part,
only indirect. The associations found in the regression models were, albeit weak, coherent with
earlier studies. For example, tenderness was slightly better in meat from young bulls containing
more MyHC-IIa, from steers with higher CS activity and from heifers with lower LDH
activity. This is coherent with earlier studies showing positive correlations between LT

tenderness and proportions of slow oxidative fibres (Renand et al. 2001; Chriki et al. 2012a).

(Zamora et al. 1996) found a positive relationship between myofibre resistance and CS

activity. However, other studies found negative (Ozawa et al. 2000), or little or no correlations

(Vestergaard et al. 2000).

IMF content was retained in several explanatory models of tenderness and overall liking; the
only meaningful contribution of IMF content was to overall liking in the young bulls, where it

reached 9%. For comparison, (Wheeler et al. 1994) who evaluated 1667 cattle and (Bonny et

al. 2015) who evaluated 6 muscles from 36 cattle found that IMF explained at most 5 to 6% of
the variation in palatability traits. Recently, another study conducted by our group found no

effect of IMF on the tenderness score in LT muscle of young bulls and cows (Chriki et al.

2013).

Total collagen content had a weak negative effect on overall liking both in heifers and
steers. Although negative associations between total collagen content and overall liking and

tenderness were earlier reported, these associations existed only across but not within muscles,

http://www.sciencedirect.com/science/journal/16712927

Page 8 of 25



Page 9 of 25

©CoO~NOUTA,WNPE

251
252

253
254
255
256

257

258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270

271
272
273
274
275
276

277

278
279
280

Journal of Integrative Agriculture (formerly Agricultural Sciences in China)

suggesting that in contrast to our study, in these studies, there was no direct causal relationship,

but rather an effect of muscle (Schonfeldt & Strydom 2011; Bonny ef al. 2015).

Finally, pHu was weakly correlated with tenderness in steers. Earlier reports indicated that
ultimate pH may influence meat including flavour, juiciness and tenderness (Mottram 1998;

Calkins & Hodgen 2007; Boudjellal et al. 2008). The absence of relationships for heifers and

bulls may be related to the narrow range of ultimate pH in these animal groups (5.50 to 5.62).
4. Conclusion

Overall, on the level of animal type, markers of oxidative metabolism and slow contractile
fibres, and increased IMF content were strongly associated with higher tenderness and overall
liking of the LT muscle. Nevertheless, the biological indicators varied and the associations
were much weaker. For example, in heifers, higher tenderness was associated with lower LDH
activity and in steers with higher CS activity. These differences and the weak correlations
illustrate the multifactorial nature of the determinism of tenderness and overall liking (Renand

et al. 2001; Purslow 2005). In addition, associated characteristics may have opposite effects.

For example, animal types with higher proportions of oxidative fibres (I and Ila) had higher
tenderness but higher proportions of MyHC-Ila were associated with higher total collagen
content, which reduced tenderness. Thus, a given characteristic such as high proportions of a
given fibre type may produce contrasting effects on sensory qualities. Multiple and partly
opposite effects add to the complexity of the determinism of sensory qualities and may explain

the relatively strong effects of animal type in the present study.

In conclusion, when considering average values per animal type, the present results show
strong associations between increased tenderness and overall liking, and oxidative and slow
contracting muscle fibre characteristics of the LT muscle. However, to understand and predict
meat quality at the level of the individual animal based on muscle characteristics, the animal
characteristics need to be taken into account, including breed, gender and undoubtedly also,

age.
5. Materials and methods

5.1. Animals
The study used 265 beef cattle of comparable chronological age (less than two years old)

and different genders of four different experiments of the European ProSafeBeef project. The

9
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eight animal types included young bulls (B), i.e. 25 Limousin (L1i), 25 Blond d’Aquitaine (BA)
and 24 Angus (AA) reared in France (FR) and 25 Holstein (Ho) reared in Germany (DE);
steers (S), i.e. 40 Belgian-Blue x Holstein (BH) and 32 Charolais crossbred (CHx) reared in
Wales (UK); and heifers (H), i.e. 47 Belgian-Blue x Friesian (BF) and 47 Angus x Friesian
(AF) reared in Ireland (IE). Hence each experiment corresponded to a different gender of
cattle, and young bulls were reared in two experiments. The aim of the study was not to
compare genders or breeds, but to evaluate differences and similarities between different

animal types.
5.2. Management, slaughtering and sampling

During the finishing period (90 to 110 days), the animals were housed in groups of 4
animals of a same breed in 4 x 4 m pens with ad libitum access to high energy feed in the four
experimental farms. The diets of the animals consisted of pasture, grass silage or concentrates,
supplemented with lipids and/or antioxidant from plants additives according to ProSafeBeef

project. Results presented in the present study were not influenced by feed composition.

The 265 beef animals were slaughtered when they achieved the fat class 3 on the EUROP
grid of carcass classification (European Economic Community Regulations (EEC) No.
1208/81). Each research group slaughtered approximately equal numbers of cattle from each
nutritional diet/animal type combination on each slaughtering day. They were all slaughtered
under standard conditions in either commercial or experimental slaughterhouses, depending on
the facilities of each country. Before slaughter, all animals were food deprived for 24 hours and
had free access to water. Slaughtering was performed in compliance of the welfare regulations
of each country. The carcasses were not electrically stimulated and they were chilled and
stored at 4°C until 24 h post-mortem. Ultimate pH was recorded between the 6™ and 7™ rib

using a pH meter equipped with a glass electrode, 24h or 48 h (Ireland) post-mortem.

The Longissimus thoracis muscle (LT, fast oxido-glycolytic) was excised from the right side
of the carcass 24 h after slaughter. The epimysium was carefully dissected and about 400g of
muscle was taken between the sixth and eleventh ribs of the LT muscle. Muscle cuts were
divided into 3 parts, one for sensory evaluation and two for biochemical analysis. Part of the
sample was frozen in liquid nitrogen and kept at —80°C until analysed for determination of
enzyme activities, protein extraction and myosin heavy chain (MyHC) quantification. Another

part of the sample was cut in pieces (1-2 cm cross-section), vacuum packed and stored at —

10
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20°C until analysed for collagen and intramuscular fat content. Samples for sensory evaluation
were cut into steaks and placed in sealed plastic bags under vacuum and kept between 2 — 4°C
for 14 days (bulls from France and Germany and heifers from Ireland) or 10 days (steers from
UK) for ageing. Each loin sample was then frozen and stored at —20°C until sensory
evaluation. All evaluations of muscle characteristics, intramuscular fat content excepted (using

the same protocol), were conducted by the same laboratory (INRA, France).
5.3. Enzyme activities measurement

Glycolytic enzyme activities [phosphofructokinase (PFK; EC 2.7.1.11); lactate
dehydrogenase (LDH; EC 1.1.1.27)] and oxidative enzyme activities [isocitrate dehydrogenase
(ICDH; EC 1.1.1.42), citrate synthase (CS; EC 4.1.3.7) and cytochrome ¢ oxidase (COX; EC
1.9.3.1)] were quantified as described by (Jurie et al. 2006). Two hundred mg of frozen muscle

was thawed, ground and homogenized with a Polytron during 15 s in a 5% (w/v) solution
buffer of 10 mM Trizma-Base (pH 8.0), 250 mM sucrose and 2 mM EDTA. One aliquot of
homogenate was centrifuged at 6000g for 15min at 4°C for determination of PFK, LDH and
ICDH activities. The rest of the homogenate was freeze thawed and sonicated for
determination of CS and COX activities before centrifugation for the determination of CS
activity. Enzyme activities (means of triplicate) were measured at 25°C or 28 °C using an
automatic spectrophotometric analyser. The results were expressed as units per gram of wet

muscle.
5.4. Intramuscular connective tissue measurement

Lyophilized muscle powder was prepared for collagen determination as described by (Jurie
et al. 2007). Briefly, frozen muscle was homogenized in a household cutter, freeze-dried for
48h, pulverized in a horizontal blade mill and stored at 4°C until analysed. To estimate total

and insoluble collagen, the amount of total hydroxyproline (OH-prol) content was measured.

Total collagen content was determined after overnight hydrolysis of 50 mg of lyophilized

muscle powder with 10 ml HCI 6 N at 105°C according to the method of. (Listrat et al. 1999).
Insoluble collagen was determined in triplicate according to a procedure adapted from (Hill
1966). Lyophilised muscle powder (100 mg) was rehydrated for 1 h in 10 ml of buffer (0.23 M
NaCl, 25 mM Trizma, pH 7.4) before being heated in a water bath at 75°C for 1 h. After
centrifugation at 4000 g for 15 min at 20°C, the pellets were evaporated for 4 h to dryness at

45°C. After this, they were hydrolysed with 10 ml of HC1 6 N and treated as for total collagen.
11

http://www.sciencedirect.com/science/journal/16712927



©CoO~NOUTA,WNPE

343
344

345

346
347
348
349
350
351

352

353
354
355

356

357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369

370
371

Journal of Integrative Agriculture (formerly Agricultural Sciences in China)

The data (means of triplicates) are expressed in pg of OH-prol per mg of dried matter for both

total and insoluble collagen.
5.5. Intramuscular fat content (IMF) measurement

Steaks (20 mm thick) of LT muscle were taken as described by (Scollan ez al. 2001) for the

analysis of fatty acids (FA) composition. Briefly, total intramuscular fat content from a tissue
powder were extracted with chloroform-methanol (2:1, v/v) according to the method of Folch

(Folch et al. 1957) by homogenisation at room temperature. The lipid contents were

determined by gas liquid chromatography (GLC) on CP Sil 88 glass capillary column. Muscle
total lipids are reported as g of fatty acid per 100 g wet tissue.

5.6. Protein content quantification

The protein concentrations of the samples were determined according to the Bradford
method (Bradford 1976) using the Bio-Rad Protein Assay. Bovine serum albumin (BSA) at a

concentration of 1 mg/mL was used as standard.
5.7. Electrophoresis and quantification of MyHC

Myofibrillar proteins from the LT muscles were extracted on ice as described by (Picard et
al. 1994). Briefly, 100 mg of frozen muscle were ground in 5ml of extraction buffer solution
containing 0.5 M NaCl, 20 mM Na Pyrophosphate, 50 mM Tris, 1 mM EDTA and 1 mM
Dithiothreitol. After 10 mn at 4°C on ice, the sample was centrifuged for 5 min at 5000g.
Following centrifugation, the supernatant was diluted 1:1 (v/w) with glycerol at 87% and
stored at —20°C until used. The samples were then mixed with an equal volume of loading
buffer containing 4% SDS (w/v), 125 mM Tris, pH 6.8, 20% glycerol (v/v), 10% B-
mercatptoethanol (v/v) and 0.02% pyronin Y (w/v). The proteins were separated by SDS-
PAGE electrophoresis according to (Picard et al. 2011) using 9.2% polyacrylamide gels which

were made in the Bio-Rad mini-Protean II Dual slab cell system. After staining, the gels were
scanned and the proportions of the different myosin heavy chain (MyHC) bands were
quantified by densitometry with ImageQuant Software 5500 (Amersham Biosciences/GE
Healthcare).

The quantification of the bands revealed the existence of MyHC-IIb isoform (Picard &
Cassar-Malek 2009) in only 22 of the 265 animals (BH (8); BA (6); CH (5); AA (2); and Li
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(1)) with a maximal percentage of 5.5 %. Consequently MyHC-IIb percentages were totalled
with those of MyHC-IIx creating a new variable “MyHC-1Ix+b” (fast glycolytic fibres).

5.8. Sensory analysis

Sensory analysis was performed at Bristol university in the United Kingdom on the LT

muscle taken 24 h after slaughter as previously described (Karamichou et al. 2007; Gagaoua et

al. 2013). Each loin sample was aged 14 days (bulls from France and Germany and heifers
from Ireland) or 10 days (steers from United Kingdom). Approximately forty hours before
sensory assessment, samples were thawed, without stacking or overlapping, at 4-5°C. The
morning of the analysis, the meat samples were cut into two 1.9 cm thick steaks and cooked
under domestic grills, turning every two minutes until the temperature of 74°C (typical in the
UK) was reached as measured in the geometric centre of the steak (measured by a
thermocouple probe). After grilling, each steak was cut into 3 x 2 x 2 ¢cm portions which were
immediately presented to 10 panellists trained in beef meat sensory analysis. Each tasting
booth was equipped with computer terminals linked to a fileserver also running a sensory
software programme (FIZZ v 2.20h, Biosystemes, Couternon, France) that facilitated the direct
entry of assessor ratings on a 0 to 10 unstructured scale to evaluate the following attributes:
global tenderness (0 — extremely tough, 10 — extremely tender), juiciness (0 — extremely dry,
10 — extremely juicy), beef flavour intensity (0 — extremely weak, 10 — extremely strong),
abnormal flavour intensity (0 — extremely weak, 10 — extremely strong) and overall liking (0 —
dislike very much, 10 — like very much). All sensory assessments were completed under red

light in a purpose built sensory analysis room.
5.9. Statistical analysis

The SAS software (Version 9.1, 2002; SAS Institute Inc.) was used to verify the normality
of the data and to conduct ANOVA and principal component analyses (PCA). Pearson
correlations, ANCOVA and regression analyses were carried out using XlIStat (Version
2009.1.01, Addinsoft ®). Data were normally distributed (Shapiro-Wilk test). ANOVA was
used to compare animal types. For these comparisons, the General Linear Model (GLM)
procedure fitting animal type as fixed effect, and Tukey test were used to compare LSmeans
(SAS Version 9.1, 2002; SAS Institute Inc.). PCA (Pearson) was conducted on all variables
using all animal types to produce graphs to illustrate visually the different characteristics of the

animal types. An overall Kaiser’s Measure of Sampling Adequacy (MSA) was calculated using
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PROC FACTOR of SAS. Variables with low MSA (< 0.5) were removed from the final PCA.
ANOVA was carried out to compare the individual PCA scores on the first and second axis

between breeds.

Pearson correlations were calculated across animal types using average values to determine
which muscle characteristics and sensory qualities were associated at the level of animal types.
Pearson correlations were further calculated within animal types, to determine consistency of
relationships among muscle characteristics and sensory qualities across animal types. Results
are reported in figures referred to as “correlation networks”. ANCOVA was used to determine
relationships among sensory qualities and muscle characteristics within genders while taking

into account breed.
The ANCOVA model used was y; =p + a; + P(x;; — X) + &;

where

yij is the value of the dependent variable for jth observation in the ith animal type.

u is the overall (constant) mean value of the dependent variable.

0, is the effect of ith animal breed on the dependent variable.

B is the pooled regression slope of the dependent variable with the explicative variable for each
breed.

xij is the value of the explicative variable for the jth observation from the ith breed.

X is the common mean of x of all samples,

gij is the random or unexplained error associated with the jth observation in the ith animal type

group not explained by the animal type of the explicative variable.

If non-significant, breed was removed from the model, i.e. a; = 0, and the model became a

simple linear regression (y; = p + B(x; — X) + ;).

For ANCOVA and regression analyses, the option “optimal model” was selected. This
option produces the model with the highest adjusted r* value. The adjusted r* value expressed
as a percentage will be referred to as the % of variability explained. The maximal number of
explanatory variables was fixed at 3. Variables that were significant but contributed less than
2% in terms of explanatory power (r*) were excluded from the model. The standardised
coefficients are reported in the Results section and refer to how many standard deviations the

explained variable will change, per standard deviation change in the explanatory variable.
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Finally, for all variables Z-scores were calculated, removing animal type effects. This data
set was used to determine associations among variables after removal of breed effects. More
specifically, breeds showing a significant correlation between two given variables were
combined and an overall r-value was calculated using Z-scores and reported in the “correlation

networks.
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Figure captions

Fig. 1. Correlation graphs to illustrate associations between average values per animal type of

COX activities and ultimate pH (a) and PFK activities and tenderness (b)

Fig. 2. Principal component (PC) analysis using all studied variables related to beef quality
and muscle characteristics.

a) Loadings on the first two principal axes: (m) collagen characteristics, (®) sensory quality
attributes, (A ) metabolic characteristics as indicated by glycolytic and oxidative enzymes, (¢)
MyHC isoformes, (x) Intramuscular fat content, and (°K) pHu; b) individual scores averaged
per animal type (breed x gender/site) for the first two axes. The width and height of each oval
represent the standard error of the mean for the first and second axis, respectively. ¢) Mean
scores per animal type on the 1st (top) and 2nd (bottom) axis of the PCA. An overall MSA
(Kaiser’s Measure of Sampling Adequacy) of 0.75 was obtained after removal of the variable
MyHC-IIa which had the lowest MSA value (MSA = 0.32). Abbreviations: ColTot: Total
collagen; Collns: Insoluble collagen; PFK: Phosphofructokinase; LDH: Lactate
dehydrogenase; ICDH: Isocitrate dehydrogenase; COX: Cytochrome c oxidase; CS: Citrate
synthase; MyHC: Myosin Heavy Chain-I, and -IIx+b; IMF: Intramuscular fat content; T:
tenderness; JUIC: Juiciness; BF: Beef flavour; ABF: Abnormal beef flavour; OL: Overall
liking for m. Longissimus thoracis samples. Animal-type for breed-gender/site designation:
Heifers (AF: Aberdeen Angus x Friesian, BF: Belgian-Blue x Friesian), Bulls (Ho: Holstein,
Li: Limousin, BA: Blond d’Aquitaine, AA: Aberdeen Angus) and Steers (BH: Belgian-Blue

x Holstein, CHx: Charolais cross-bred).

Fig. 3. Correlation network representing consistent correlations between a) muscle
characteristics and b) sensory qualities.

Positive correlations are represented by a continuous line; negative correlations are
represented by a dotted line. The animal types for which the correlation was significant are
indicated next to the arrow. If “all” is indicated, the correlation was significant for all animals.
The values next to the arrows represent the regression coefficients calculated using Z-scores
including only the animal types for which the correlation was significant. Abbreviations:
LDH: lactate dehydrogenase; PFK: phosphofructokinase; ICDH: isocitrate dehydrogenase;
COX: cytochrome ¢ oxidase; CS: citrate synthase; MyHC: Myosin Heavy Chain-I, -Ila and
[Ix+b.
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Table 1

Effect of animal type' on muscle characteristics and sensory qualities of Longissimus thoracis muscle.

Journal of Integrative Agriculture (formerly Agricultural Sciences in China)

Breed AF BF Ho Li BA AA BH CHx
Traits 2 Gender Heifers Bulls Steers SEM?® P-value* CV (%)
(n) 47 47 25 25 25 24 40 32

Metabolic enzyme activities (umol .min™ .g™")

LDH 1131*  1181° 921° 1007° 989" 807¢ 877°  740° 12.03 e 34.2
PFK 83.3¢  79.8¢ 180" 154 159° 132° 749 64¢ 338 ek 25.4
ICDH 1.28° 1.24° 1.62° 096  0.77° 1.11%¢ 2,08 2.14° 0.04  wx 47.7
CoX 1404 13.5¢ 18.0°  16.9° 14.1¢ 20.8° 20.5° 259 037  Hxk 51.8
cs 6.54"  6.84° 454> 533° 5.11° 5.20° 721* 7127 0.09 20.0
Collagen contents (ug OH-prol / mg DM)

Total collagen 2.84°  2.95° 3.74° 333 326 4.40° 457" 335" 0.07  *x* 32.1
Insoluble collagen 2.09° 219 3.03* 249" 244" 335 3390 2.64° 0.05  ** 31.0
Mpyosin Heavy Chain - MyHC (%)

MyHC-1 1874 15.8¢ 28.5°  23.6° 1919 273" 19.6°  39.6° 0.62  *¥x 43.9
MyHC-IIa 34.9%  29.9° 50.2°  30.7° 2394 544 37.7° 388" 0.81  x* 36.0
MyHC-IIx+b 46.3°  54.2° 212°  45.6° 57.0° 18.3¢ 027 215 1.07  exx 43.6
Muscle characteristics

Ultimate pH 5.50°  5.52° 5.56°  5.55° 5.53¢ 5.62° 557 573 0.007  *x* 2.29
Int lar fat tent

nitamuseutar fat content 5 gy 3900 241° 1520 1180 349 2405 3.68° 011  * 570
(g/100 g wet tissue)
Sensory qualities (0 — 10 scale)

Tenderness 5.74%° 57180 420°  3.79%¢  3.50° 4.12° 545>  6.21° 0.08  *** 25.9
Juiciness 6.60°  6.54° 6.76"  4.78 4.30¢ 4.65° 553 6.75° 0.06  *** 18.1
Beef flavour 5.60%  5.30° 526°  2.95° 2.92¢ 3.78¢ 587"  6.46 0.08  ** 26.2
Abnormal beef flavour 2.53%¢  2.82° 3.99°  257%%  266% 236 3.46° 3.6 0.04  *x* 25.7
Overall liking 4.84°  420° 3.51°  3.43° 3.14° 3.94¢ 581"  7.03 0.09  ** 31.5

! Heifers (AF: Aberdeen Angus x Friesian, BF: Belgian-Blue x Friesian), Bulls (Ho: Holstein, Li: Limousin, BA: Blond d’Aquitaine, AA: Aberdeen
Angus) and Steers (BH: Belgian-Blue x Holstein, CHx: Charolais cross-bred).
?Least square means in the same row for animal type effect not followed by a common letter (a-¢) differ significantly: P < 0.05.

3 standard error of mean
4k P <0.0001.

http://www.sciencedirect.com/science/journal/16712927
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Table 2

Journal of Integrative Agriculture (formerly Agricultural Sciences in China)

Correlations between averages of animal types.

a) Muscle characteristics

Variables LDH PFK ICDH COX Total —Insoluble "\ e 1 \rypcinia MyHC-TIxb
collagen collagen
ICDH -0.52  -0.57
(6(0): ¢ -0.92 -0.28 0.72
CS 0.02 -098 0.62 0.28
Total collagen -0.67 0.09 036 054 -0.10
Insoluble collagen -0.73 0.16 041 0.60 -0.17 0.98
MyHC-I -0.81 -0.02 0.51 0.86 0.00 0.18 0.31
MyHC-Ila -0.57 0.16 033 053 -0.27 0.62 0.71 0.50
MyHC-IIx+b 0.77 -0.10 -047 -0.77 0.18 -0.50 -0.62 -0.82 -0.90
Ultimate pH -0.87 -028 0.59 095 027 0.32 0.40 0.91 0.41 -0.72
IMF 0.26 -0.62 021 -0.04 048 -0.33 -0.34 -0.01 0.20 -0.13
b) Sensory qualities
Attributes Tenderness Juiciness Beef flavour Abnormal beef
flavour
Juiciness 0.76
Beef flavour 0.90 0.86
Abnormal beef flavour 0.19 0.54 0.56
Overall liking 0.84 0.50 0.81 0.28
¢) Sensory qualities and muscle characteristics
LDH PFK ICDH COX  CS IMF Icn(fl‘l’:g;f C;f;;n
Tenderness 0.04 -0.92 0.69 0.29 0.90 0.72 -0.21 -0.20
Juiciness 0.14 -045 0.61 0.13 0.44 0.62 -0.25 -0.34
Beef flavour -0.15  -0.72  0.87 0.41 0.71 0.60 0.05 0.01
Abnormal beef flavour -0.31 0.06 0.71 0.35 0.03 -0.21 0.39 0.28
Overall liking -045  -0.84 0.85 0.70 0.85 0.42 0.12 0.12

Significant correlations (P < 0.05) are shown in bold characters.

http://www.sciencedirect.com/science/journal/16712927
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Table 3

Journal of Integrative Agriculture (formerly Agricultural Sciences in China)

Regression analyses (optimal models) per gender between sensory qualities and muscle characteristics including within-gender breed effects.

Equation terms ' Partial adjusted R-square (%) S&"ificance Total adjusted
Constant 1% term 2" term 3" term 1¥term  2™term 3™ term R-square (%)
Tenderness
Heifers 8.5 —2.39 (0.28) LDH - - 6.6 ** - - 6.6 **
Bulls 3.2 +0.02 (0.23) MyHC-IIa - - 4.6 * - - 4.6 *
Steers 14.1 —1.02 (0.54) BH Breed —1.88 (0.30) pHu +0.40 (0.31) CS 14.9 *** 6.9 ** 6 * 27.8 *¥**
Z-scores All | +0.16 CS +0.13 MyHC-IIa +0.13 IMF 2.1 % 14 1.3% 4.8 %
animal types
Overall liking

Heifers 5.0 +0.61 (0.37) AF Breed —0.27 (0.25) Total collagen - 13.8 *** 54 ** - 19.2 ***
Bulls 3.0 +0.24 (0.24) IMF - - 9.0 ** - - 9 **
Steers 7.6 —1.02 (0.54) BH Breed —0.17 (0.24) Total collagen - 355 %% 40%* - 39.5 xxx
Z-scores All ~0.17 (0.24) Total collagen  +0.13 IMF - 48+ 24w 7.2 %%

animal types

' Maximal number of variables allowed was set at three, minimal explanatory power was set at 2% apart for the global models using Z-scores.

2 A global model based on Z-scores is presented in bold letters.

http://www.sciencedirect.com/science/journal/16712927
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Introduction

La qualitée de la viande bovine depend des caractéristiques sensorielles (tendreté, flaveur,
jutosité, couleur, etc.), de la valeur nutritive, de la qualité hygiénique et de la qualité
technologique (qui se réferent a des parametres de qualité intrinseques) ainsi que d’autres
facteurs tels que le bien-étre des animaux, les conditions environnementales, la tracabilité, etc
(qui se réferent a des parametres de qualité extrinseques). Une des causes majeures de
I’insatisfaction des consommateurs est la variabilité élevée et incontr6lée de la qualité
sensorielle de la viande, en particulier la tendrete (Verbeke et al., 2010). Par ailleurs, I’autre
contrainte est que la qualité intrinséque de la viande ne peut étre déterminée qu’au moment de
la consommation, c’est-a-dire aprés abattage et cuisson, ce qui entrave la production d’une
viande de bonne et constante qualité.

Afin de mieux contrdler la qualité sensorielle de la viande bovine, il est aujourd’hui urgent
d'avoir des outils prédictifs, notamment de la tendreté. La filiére viande bovine est a la
recherche d'indicateurs biologiques ou moléculaires pour discriminer les animaux vivants sur
la base des parameétres de qualité souhaités, afin d’aider les producteurs de la filiere a choisir
les systemes de production les plus appropries ainsi que les types d'animaux et marchés de
commercialisation. Pour atteindre ces objectifs, plusieurs programmes transversaux
combinant la génomique, la transcriptomique, la protéomique, la bioinformatique et la
biochimie ont été menés au cours de ces deux derniéres décennies (Hocquette et al., 2007;
Picard et al., 2010; QOuali et al., 2013; Picard et al., 2013; Gagaoua et al., 2014). L utilisation
de la technique d’électrophorése bidimensionnelle (2-DE) pour comparer des groupes de
tendreté extrémes (tendre vs. dure) a permis de mettre en évidence et d’identifier une liste de
protéines potentiels marqueurs, dont I’abondance est associée a la tendreté (Picard et al.,
2010; Picard et al., 2012a,b ; Picard et al., 2013). Ces protéines sont représentatives de
plusieurs voies métaboliques : des protéines de structure, du métabolisme énergétique, du
stress cellulaire et oxydant, de la protéolyse et de la mort cellulaire programmée ou apoptose
(Guillemin et al., 2011; Ouali et al., 2013).

L'objectif de la présente étude est de tester le pouvoir prédictif des 21 protéines
biomarqueurs les plus fortement associées a la tendreté au sein d’un autre groupe de types
d’animaux. Nous avons donc analyse les relations entre I'abondance de ces biomarqueurs et la
tendreté (sensorielle, mécanique et indice synthétique) chez trois races a viande de jeunes
taurillons qui different par leur précocité et caractéristiques physiologiques. Il s’agit de i) la
Blonde d'Aquitaine, une race fortement musclée et a faibles teneurs en lipides
intramusculaires (Listrat et al., 2001), ii) I’Aberdeen Angus connue pour étre une race grasse
et productrice d’une viande marbrée, et iii) la Limousine aux caractéristiques intermédiaires
(Jurie et al., 2011). Deux muscles qui différent dans leurs caractéristiques métaboliques et par
leur tendreté, a savoir le Longissimus thoracis (entrec6te, plus tendre : muscle a griller) et le
Semitendineux (rond de gite, moins tendre) ont été étudiés. Les abondances des 21 protéines
ont été quantifiées par la technique immunologique Dot-Blot développée par Guillemin et al.
(2009) et permettant I'analyse simultanée d'un grand nombre d'échantillons par protéine. Les
relations entre les trois estimations de la tendreté et I’abondance relative des 21 protéines
biomarqueurs ont été évaluées par le biais d'analyses statistiques multivariées : analyses en
composantes principales (ACP) et régressions multiples.
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Résumé :

Les récents travaux de protéomique, nous ont permis d’établir une liste de protéines
biomarqueurs de la tendreté de la viande. Dans la présente étude, nous avons quantifié
I'abondance relative de 21 protéines appartenant a cette liste de biomarqueurs par la
technique de Dot-Blot dans les muscles Longissimus thoracis (entrecote) et Semitendinosus
(rond de gite) de 71 jeunes taurillons de trois races a viande: Aberdeen Angus (AA),
Limousine (LI1) et Blonde d'Aquitaine (BA). Pour les deux muscles étudiés, la tendreté a été
évaluée par i) analyse sensorielle, ii) mesure instrumentale exprimee par la force de
cisaillement de Warner-Bratzler, et iii) un indice synthétique calculé en combinant les
mesures sensorielles et mécaniques. Des régressions multiples basées sur les abondances
relatives de ces protéines ont été utilisées pour proposer des équations de prédiction et ce,
pour les trois estimations de la tendreté. La protéine Hsp70-1A/B ressort comme étant un bon
biomarqueur de la dureté chez les trois races et dans les deux muscles. D autres protéines
telles que la lactate déshydrogénase-B, la chaine lourde de myosine I1x, les petites protéines
de stress (Heat Shock Proteins : Hsp20, Hsp27 et aB-crystalline) sont liées a la tendreté,
mais inversement selon le muscle et la race. Les résultats de cette étude révelent que la
prédiction de la tendreté doit tenir compte des caractéristiques musculaires et métaboliques et

du type d'animal.

Mots clés : Biomarqueurs ; tendreté de la viande ; muscle squelettique ; protéines de choc

thermique (Hsp) ; prédiction ; dot-blot.
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Inverse Relationships between Biomarkers and Beef Tenderness
According to Contractile and Metabolic Properties of the Muscle

Brigitte Picard,*’Jr’i Mohammed Gagaoua,T’§ Didier Micol,T’i Isabelle Cassar-Malek,T’i
Jean-Francois Hocquette,d(’i and Claudia E. M. Terlouw"*

"INRA, UMR 1213 Herbivores, F-63122 Saint-Gends- Champanelle, France
Clermont Université, VetAgro Sup, UMR 1213 Herbivores, B.P. 10448, F-63000 Clermont-Ferrand, France
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ABSTRACT: Previous proteomic analyses established a list of proteins biomarkers of beef tenderness. The present study
quantified the relative abundance of 21 of these proteins by dot-blot technique in the Longissimus thoracis and Semitendinosus
muscles of 71 young bulls from three breeds: Aberdeen Angus (AA), Limousin (LI), and Blond d’Aquitaine (BA). For both
muscles overall tenderness was estimated by sensory analysis; shear force was measured with a Warner—Bratzler instrument, and
an index combining sensory and mechanical measurements was calculated. Multiple regressions based on relative abundances of
these proteins were used to propose equations of prediction of the three evaluations of tenderness. Hsp70-1B appeared to be a
good biomarker of low tenderness in the three breeds and in the two muscles. Proteins such as lactate dehydrogenase-B, myosin
heavy chain IIx, and small heat shock proteins (Hsp27, Hsp20, and aB-crystallin) were related to tenderness but inversely
according to the muscle and breed. The results demonstrate that prediction of tenderness must take into account muscle

characteristics and animal type.

KEYWORDS: biomarkers, beef tenderness, skeletal muscle, heat shock proteins, prediction, dot-blot

Bl INTRODUCTION

Beef quality includes sensory quality traits (tenderness, flavor,
juiciness, color, etc.), nutritional value, healthiness, and
technological quality (which all refer to intrinsic quality traits)
as well as issues such as animal welfare, environmental
concerns, and traceability (which refer to extrinsic quality
traits). A major cause of consumer dissatisfaction is the high
and uncontrolled variability in sensory beef quality, especially
tenderness.' Muscle characteristics (fiber type, collagen,
intramuscular lipids) can explain only up to 30% of the
variability in tenderness.””* Another problem is that meat
intrinsic quality can only be determined at the time of eating,
that is, after slaughter and cooking, which hampers the
production of beef of consistent good quality. To better
control sensory quality, it is necessary to have tools to predict
eating quality, especially tenderness, in live animals. Therefore,
the beef sector is looking for biological or molecular indicators
to identify live animals with desired quality attributes, to help
beef producers to choose the most appropriate production
system, animal types, and markets. To meet this objective,
several genomics programs combining genomics, transcriptom-
ics, proteomics, computational biology, and biochemistry have
been carried out over the past years (for reviews see refs 5—9).
Using 2-D electrophoresis techniques, comparisons of two
groups of high versus low tenderness allowed the identification
of proteins of which abundance was associated with tender-
ness.**'%!" These proteins are representative of several
biological functions: muscle structure, contraction, energetic
metabolism, cellular stress, and proteolysis.”'* The objective of
the present study was to test the predictive power of the 21
proteins most strongly associated with tenderness in another

W ACS Publications © 2014 American Chemical Society
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group of experimental young bulls. To do so, we analyzed the
relationships between protein abundances and tenderness in
young bulls from three beef breeds differing in their precocity
and physiological characteristics. The French Blond d’Aquitaine
breed is highly muscled with low intramuscular fat content, and
'3 the Angus breed is known to be fat, producing marbled meat,
whereas the Limousin French breed has intermediate proper-
ties."* Two muscles with differences in metabolic characteristics
and tenderness, Longisssimus thoracis (LT) and Semite-
ndinosus (ST), were studied. The abundances of the 21
proteins were quantified by the immunological technique dot-
blot developed by Guillemin et al,'* allowing the simultaneous
analysis of large numbers of samples for one protein.
Relationships between tenderness traits and protein relative
abundance were evaluated using multiple regression analyses.

B MATERIALS AND METHODS

The study was carried out in compliance with the current French
welfare recommendations for the use of experimental animals.
Animals and Samples. The study was conducted using 71 young
entire males of three pure breeds: Aberdeen Angus (AA) (n = 21),
Limousin (LI) (n = 25), and Blond d’Aquitaine (BA) (n = 25).
Animals (12 months old at start) were assigned to a 100 day finishing
period before slaughter. They were housed in groups of four animals of
the same breed in 6 X 6 m pens with straw bedding and individually
fed and weighed every 2 weeks. Diets consisted of concentrate (75%)
and straw (25%). Animals were slaughtered at the same age (around
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17 months) and final live weight (around 665 kg) to avoid weight and
age effects on muscle characteristics and beef meat quality.

All bulls were directly transported in a lorry (3 X 2 m) from the
experimental farm to the experimental abattoir situated at 1 km from
the rearing building, with two bulls of the same home pen per
transport to avoid social isolation stress. After unloading, they were
slaughtered within 3 min in the slaughterhouse of INRA institute
(Saint-Genés-Champanelle, France) in compliance with the current
ethical guidelines for animal welfare. Bulls were stunned by captive
bolt prior to exsanguination.

Muscle samples from Longissimus thoracis (LT, mixed fast oxido-
glycolytic muscle 23% of type I fibers, 36% IIA, and 39% of IIX) and
Semitendinosus (ST, mixed fast glycolytic 8% of type I fibers, 24% of
IIA, and 64% of IIX) were excised from the carcass of each animal
within 15 min after slaughter. Muscle samples were immediately frozen
in liquid nitrogen and stored at —80 °C until protein extraction for
protein marker quantification. Samples of the two muscles for sensory
evaluation and mechanical measurement were cut into steaks 24 h after
slaughter and placed in sealed plastic bags under vacuum and kept
between 2 and 4 °C for 14 days for aging, then frozen, and stored at
—20 °C until analysis.

Meat Quality Evaluation. LT and ST samples were grilled on a
preheated grill at 310 °C, resulting in an internal cooked temperature
of 55 °C. For sensory analysis, a trained sensory panel (12 experienced
panelists) evaluated the steak samples of the same muscle. The panel
evaluated overall tenderness attribute on a continuous and
unstructured scale with scores from 0 to 10 (0 = hard, 10
tender).'%"7

Toughness of cooked meat was further evaluated instrumentally by
Warner—Bratzler shear force (WBSF) using an Instron 5944 as
described by Lepetit and Culioli.'® Force at rupture during shear
compression testing was expressed in N/ cm?.

Sensory and mechanical values of tenderness were used to compute
a synthetic tenderness index by combining standardized normal
sensory and mechanical tenderness/toughness values.'” This was
calculated for each muscle as the difference within each breed between
the standardized values of tenderness score minus the standardized
value of the WBSF measure. This index was suggested to take into
account the very close genetic correlation underlying the moderate
phenotypic correlation observed between both traits,”® suggesting both
traits are under the control of common genes.

Dot-Blot Analysis. The 21 proteins analyzed are described in
Table 1. The conditions for use and specificity of primary antibodies
against these 21 proteins in bovine muscle have been determined
previously by Guillemin et al.*' using Western blot techniques (Table
2).

Total protein extractions were performed according to the method
of Bouley et al.>* in a denaturation extraction buffer (8.3 M urea, 2 M
thiourea, 1% DTT, 2% CHAPS). The protein concentration was
determined using the Bradford protein assay.”* Protein extractions
were stored at —20 °C.

Relative abundances of proteins were evaluated following the dot-
blot technique as described by Guillemin et al.>' Briefly, protein
samples were spotted in quadruplicate on a nitrocellulose membrane
with the Minifold I dot blot from Schleicher & Schuell Biosciences
(Germany) and hybridized with the specific antibody of each protein,
with conditions described in Table 2. Secondary fluorescent-
conjugated IRDye 800CW antibodies (anti-mouse, anti-sheep, and
anti-rabbit) were supplied by LI-COR Biosciences (Lincoln, NE, USA)
and used at 1/20000. Subsequently, membranes were scanned by an
Odyssey (LI-COR Biosciences) scanner at 800 nm. Protein relative
abundance for each sample, given in arbitrary units, was normalized by
comparison to a reference sample constituted by mixing all samples
from young bulls from this experiment in equal proportions. The
technical coefficient of variation of this technique is on average 9%.>'

Statistical Analysis. Analysis of variance was performed using the
GLM procedure of SAS for repeated measures (version 9.1, 2002; SAS
Institute Inc.). The effects of breed, muscle type (LT vs ST), and
breed X muscle type interaction are reported. When significant effects
were detected, differences were evaluated by the PDIFF option of SAS.
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Table 1. 21 Protein Biomarkers of Beef Tenderness
Investigated in This Study”

protein name gene UniProt ID

hea shock proteins

aB-crystallin CRYAB P02511

Hsp20 HSPB6 014558

Hsp27 HSPB1 P04792

Hsp40 DNAJA1 P31689

Hsp70-1A/B HSPA1B P08107

Hsp70-8 HSPAS P11142

Hsp70-Grp75 HSPA9  P38646
metabolism

Eno3 (enolase 3) ENO3 P13929

LDH-B (lactate dehydrogenase chain B) LDHB P07195

MDH1 (malate dehydrogenase 1) MDHI1 P40925
structure

CapZ-f (F-actin-capping protein CAPZB P47756

subunit /)

a-actin ACTAlL P68133

MyLC-1F (myosin light chain 1F) MYL1 P05976

MyBP-H (myosin binding protein H) MYBPH Q13203

MyHC-I (myosin heavy chain-I) MYH7 P12883

MyHCI (MyHC Ila + IIx + IIb)) MYH2 QYUKX2

MyHC-IIx (myosin heavy chain-IIx) MYH1 P12882
oxidative resistance

DJ-1 (Parkinson disease protein 7) PARK7 Q99497

PRDX6 (cis-peroxiredoxin) PRDX6 P30041

SOD1 (superoxide dismutase Cu/Zn) SOD1 P00441
proteolysis

pi-calpain CAPN1 P07384

“Protein biomarkers of beef tenderness established by our group in
previous proteomic studies (for reviews see Guillemin et al,”” and
Picard et al.%®'%1),

Principal component analyses (PCAs) were performed using the
factor procedure of SAS to study the overall relationships between the
studied variables (tenderness traits and protein relative abundances).

Multiple regression analyses were carried out using XLStat 2009
software to explain overall tenderness, WBSF, and tenderness index
traits for the two muscles separately, presenting the 21 protein
biomarkers as potential explanatory variables, as well as breed. The
“optimal model” explaining maximal variability option was used with
“maximal four variables”. The percentage of variability in meat quality
parameter explained by proteins is based on the adjusted 7* value of
the regression analysis X 100%.

Absence of collinearity was verified for each model. Condition
indices and variance proportions were produced using the COLLIN
option of SAS, with components identified as collinear if they
possessed both a high condition index >10 and a proportion of
variation >0.5 for two or more variables.

B RESULTS

Tenderness Traits. The values of tenderness evaluated in
three ways are presented in Table 3. For the LT muscle,
significant breed effects were found for overall tenderness only,
AA bulls being more tender than BA and LI bulls (Table 3). In
the ST muscle, significant differences between breeds were
observed for the WBSF and the tenderness index. A significant
muscle X breed interaction was observed for the WBSF and the
tenderness index, Limousin ST muscle being tougher than BA,
whereas AA had intermediate values (Table 3). Overall
tenderness (Table 3) was much higher in the LT. For the
WBSEF, this was only a tendency.

dx.doi.org/10.1021/jf501528s | J. Agric. Food Chem. 2014, 62, 9808—9818
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Table 2. Suppliers and Conditions for Each Primary
Antibody Used in This Study

target protein antibody references dilution”
heat shock proteins
aB-crystallin - monoclonal anti-bovine assay designs 1/500
SPA-222
Hsp20 monoclonal anti-human Santa Cruz 1/200
HSP20-11:SC51955
Hsp27 monoclonal anti-human Santa Cruz 1/3000
HSP27 (F-4):SC13132
Hsp40 monoclonal anti-human Santa Cruz 1/250
HSP40-4 (SPM251):SC-56400
Hsp70-1A/B  monoclonal anti-human Abnova 1/2000
HSPAIB (M02), clone 3B7
Hsp70-8 monoclonal anti-bovine Santa Cruz 1/250
HSC70 (BRM22):SC-59572
Hsp70-Grp7S monoclonal anti-human RD systems 1/250
clone 419612
metabolism
Eno3 monoclonal anti-human Abnova Eno3 1/45000
(Mo01), clone SD1
LDH-B monoclonal anti-human Novus LDHB 1/50000
NB110-57160
MDH1 monoclonal anti-pig Rockland 1/1000
100-601-145
structure
CapZ-p monoclonal anti-human Abnova CAPZB  1/250
(M03), clone 4HS
a-actin monoclonal anti-rabbit Santa Cruz a- 1/1000
actin (5C5):SC-58670
MyLC-1F polyclonal anti-human Abnova MYL1 1/1000
(A01)
MyBP-H monoclonal anti-human Abnova MYBPH  1/4000
(MO1), clone 1F11
MyHC-I monoclonal anti-bovine Biocytex 5B9 1/2000
MyHC-Hb monoclonal anti-bovine Biocytex 15F4 1/4000
MyHC-IIx monoclonal anti-bovine Biocytex 8F4 1/500
oxidative resistance
DJ-1 polyclonal anti-human Santa Cruz DJ-1 1/250
(FL-189):SC-32874
PRDX6 monoclonal anti-human Abnova PRDX6  1/500
(MO1), clone 3A10-2A11
SOD1 polyclonal anti-rat Acris SOD1 1/1000
APO3021PU-N
proteolysis
pi-calpain monoclonal anti-bovine Alexis yi-calpain ~ 1/1000
9A4HS8D3

“Dilution of each antibody was defined according to Guillemin et al.””
“MyHC II corresponds to fast MyHC: Ila+IIx+IIb isoforms.

Protein Relative Abundances. Significant breed effects
were found for at least one of the two muscles for most of the
proteins except for Hsp70-1B, MyBP-H, and SOD1 (Table 4).
The two muscles of AA bulls presented higher levels of aB-
crystallin, Hsp27, Eno3, and PRDX6 and lower levels of
MyHC-IIx. Most proteins showed an effect of muscle or a
muscle X breed interaction, apart from MyLC-1F, MyBP-H,
SOD1, and p-calpain (Table 4).

Relationships between Biomarkers and Tenderness
Traits. Descriptive Analysis. The PCA illustrating the
relationships between relative abundances of protein bio-
markers and tenderness traits evaluated by (i) sensory analysis
(overall tenderness), (ii) Warner—Bratzler shear force (WBSF),
and (iii) tenderness index are presented in Figure 1. In the two
muscles, overall tenderness and tenderness index were
positively correlated, and both were negatively correlated with
the WBSF

(a) LT Muscle. As illustrated in Figure la, high overall
tenderness scores were positively associated with small Hsp
proteins (Hsp27, Hsp20, aB-crystallin), Eno3, structural
protein CapZ-f, and antioxidants PRDX6 and DJ-1 when
considered across breeds. Low tenderness scores were
associated with proteins of the Hsp70 family (Hsp70-8,
Hsp70-1A/B, and Hsp70/Grp75) or related to fast glycolytic
muscle fibers (e.g, LDH-B, MyHC-IIx). The average loadings
of the different breeds (Figure 1b) differed on the first axis (BA
< LI < AA; P = 0.0001), and on the second axis, the AA bulls
differed from the other breeds (AA > LI, BA; P = 0.001).
Compared to LI and BA, LT muscles of AA bulls were
characterized by higher abundances of small Hsp (Hsp27,
Hsp20, aB-crystallin), Hsp40, Eno3, CapZ-f, PRDX6, and DJ-
1 and lower abundances of LDH-B and MyHC-IIx (cf. Table
4).
(b) ST Muscle. In the ST muscles, overall tenderness scores
were positively associated with LDH-B and MyHC-IIx (Figure
Ic) and negatively with small Hsps (Hsp27, Hsp20, aB-
crystallin), Hsp40, Eno3, MyHC-I, CapZ-f5, PRDX6, and DJ-1.
On the first axis (Figure 1d), AA differed significantly (P <
0.0001) from the other breeds (LI, BA < AA), and on the
second axis all breeds differed significantly (AA < LI < BA; P <
0.01). As in the LT, AA were characterized by higher
abundances of small Hsp, Hsp40, Eno3, MyHC-I, CapZ-§,
PRDX6, and DJ-1 and lower abundances of LDH-B and
MyHC-IIx.

(c) Comparison of the PCAs of the LT and ST Muscles. The

PCA demonstrates inverse relationships between some proteins

Table 3. Effect of Breed and Muscle on Beef Tenderness Trait Evaluated Using Three Analysis Methods

breed (B)*

variable muscle AA 21 BA 25 LI 25
overall tenderness LT® 5.27a 4.85b 4.75b
ST 4.58 4.66 449

WBSF LT 40.62 44.24 41.69
ST 45.91ab 41.35b 47.80a

tenderness index LT 0.67 —0.14 —0.26
ST —0.14ab 0.58a —0.56b

muscle (M)¢ significance?

SEM" LT 70 ST 68 B M BxM
0.08 4.94a 4.58b * #k ns
0.05 ns
1.27 4227 44.90 ns t *
1.01 *

0.20 0.04 —-0.03 ns ns *
0.18 *

“Breed designation: AA, Aberdeen Angus; BA, Blond d’Aquitaine; LI, Limousin. bStandard error of mean. “Muscle designation: LT, Longissimus
thoracis; ST, Semitendinosus %, <0.1; %, <0.05; %, <0.001. “Least-square means in the same row for breed and muscle effects not followed by a
common letter (a, b) differ significantly: P < 0.0S. SWarner—Bratzler shear force test.
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Table 4. Breed, Muscle, and Breed X Muscle Interaction Effects on the 21 Protein Biomarkers of Beef Tenderness

variable

aB-crystallin®

Hsp20

Hsp27

Hsp40

Hsp70-1A/B

Hsp70-8

Hsp70/Grp75

Eno3

LDH-B

MDHI1

CapZ-p

a-actin

MyLC-1F

MyBP-H

MyHC-I

MyHC-IT

MyHC-IIx

DJ-1

PRDX6

SOD1

muscle

LT
ST

LT
ST

LT
ST

LT
ST

LT
ST

LT
ST

LT
ST

LT
ST

LT
ST

LT
ST

LT
ST

LT
ST

LT
ST

LT
ST

LT
ST

LT
ST

LT
ST

LT
ST

LT
ST

LT
ST

breed (B)”

AA 21 BA 25 LI 25
26.5a 16.1b 18.4b
12.5a 7.0b 7.9b
20.2 17.5 179
13.6 12.9 13.3
28.7a 19.0b 21.4b
21.0a 13.7b 14.3b
18.1a 17.1ab 16.1b
13.8 12.8 12.6
17.6 17.8 19.3
12.0 12.6 12.8
15.8b 17.5a 16.6ab
15.0 16.0 15.8

9.1c 16.6a 12.6b
133 12.6 12.0
17.5a 14.9ab 13.4b
15.5a 13.3b 12.9b
10.2¢ 19.1a 14.2b
11.2¢ 15.0a 13.5b
12.3b 154a 14.1ab
15.4 15.1 142
19.3a 15.9b 15.4b
14.9 13.4 13.8
16.9b 19.5a 16.3b
17.5 174 179
14.9ab 15.5a 14.3b
15.0 15.7 15.0
14.9 13.3 13.7
13.8 124 12.0
17.7 16.9 18.4
14.3a 10.2¢ 12.4b
13.7¢ 16.5a 15.0b
16.3 16.9 17.2

4.2¢ 23.3a 14.3b
18.4c 28.6a 24.8b
17.1 16.0 16.6
14.6a 13.1b 13.0b
15.5a 13.4b 13.3b
17.7a 15.6b 15.2b
17.6 15.8 15.6
16.1 10.2 12.4
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SEMP

0.84
0.4S

0.51
0.35

1.08
0.60

0.26
0.22

0.46
0.29

0.22
0.19

0.44
0.24

0.56
0.35

0.59
0.33

0.4
0.37

0.42
0.28

0.40
0.31

0.20
0.18

0.84
0.36

0.33
0.35

0.30
0.22

1.08
0.74

0.33
0.26

0.22
0.23

0.42
1.22

muscle (M)¢ significance?
LT 71 ST 69 B M B XM
20.0a 8.9b skok sk *
k%
18.5a 13.2b t X ns
ns
22.7a 16.0b % T ns
sk
17.0a 13.0b *ok sk ns
*
18.3a 12.5b ns XS ns
ns
16.7a 15.6b * ok ns
t
13.0 12.6 sokok ns sk
ns
15.1a 13.4b * * ns
E]
14.7 13.4 sk t ok
sk
14.1 14.9 * ns *
ns
16.7a 14.0b sk sk %
ns
17.6 17.6 ok ns Hok
ns
14.9 15.2 * ns ns
ns
14.0 12.7 ns ns ns
ns
17.7a 12.4b ns T sk
sk
15.1b 16.8a *% X *
ns
14.5b 24.34a stk sk *3k
sk
16.5a 13.5b ns RS ns
*
14.0b 16.1a sk sokk ns
sk
16.3 16.7 ns ns ns

ns
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Table 4. continued

breed (B)”
variable muscle AA 21 BA 25 LI 2S
p-calpain LT 14.2b 15.9a 14.0b
ST 13.6b 15.2a 14.1ab

muscle (M)¢ significance?
SEM" LT 71 ST 69 B M BxM
0.28 14.7 14.4 ok ns ns
0.26 *

“Breed designation: AA, Aberdeen Angus; BA, Blond d’Aquitaine; LI, Limousin. bStandard error of mean. “Muscle designation: LT, Longissimus
thoracis; ST, Semitendinosus dt, <0.1; *, <0.0S. 3%, <0.001; #sk:, <0.0001. “Least-squares means in the same row for breed and muscle effects not
followed by a common letter (a—c) differ significantly: P < 0.0S.
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Figure 1. Principal component analysis: (a, c) distribution of protein abundance and meat tenderness traits (overall tenderness, WBSF, and
tenderness index) for the LT and ST muscles, respectively; (b, d) distribution of the three breeds on the first two principal axes (mean + standard

errors) for LT and ST muscles, respectively.

and tenderness in the two muscles. MyHC-IIx and LDH-B
were positively associated with tenderness in ST muscle and

negatively in LT. In contrast, proteins from the small Hsp
family, Eno3, Hsp40, CapZ-f, PRDX6, and D]J-1, were
negatively correlated with tenderness in ST and positively in
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LT muscle. In addition, the graphs show that the Angus breed
was associated with high tenderness values in LT muscle and
with low tenderness in the ST muscle.

Regression Analyses. Multiple regression analyses carried
out on the pooled data of the three breeds showed that, for the
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Table S. Equations of Best Models (Parameters Including the Direction and Level of Significance) To Predict Overall

Tenderness across Breeds and for Each Breed

P P P predictive P value
breed” parameter 1 value” parameter 2 value parameter 3 value parameter 4 value power model
Semitendinosus Muscle
AA + PRDX6 sk — Eno3 * — q-actin § 43 *
BA — Hsp70-1A/B * + replicate * 39 *
LI + MyHC-1I Hokesk — PRDX6 ok + Hsp70/Grp75 ¥ S3 Hok
all breeds  — Hsp20 * + LDH-B § + PRDX6 § — Hsp70-1A/B * 14 *
Longissimus thoracis Muscle

AA — MyLC-1F BT + MyHC-1Ix § + replicate ¥ 35 §
BA + DJ-1 Hokeok — MyBP-H § + replicate * 40 *
LI — Hsp70-1A/B # + MyLC-F1 * 35 "
all breeds — MyHC-IIx § + Hsp20 § — Hsp70-1A/B § 17 *

“Breed designation: AA, Aberdeen Angus; BA, Blond d’Aquitaine; LI, Limousin. bSigniﬁcance of differences: : P = 0.06; §, P < 0.05; *: P < 0.01;
#%: P < 0.001; ##%: P < 0.0001. >(%) of variability between animals explained by the model.

Table 6. Equations of Best Models (Parameters Including the Direction and Level of Significance) To Predict WBSF across

Breeds and for Each Breed

breed” parameter 1 P value? parameter 2 P value parameter 3 P value predictive power® P value model
Semitendinosus Muscle
AA — aB-crystallin § + Eno3 * + Hsp70-1A/B § 36 §
BA — MyHC-IIx + + Eno3 oo — a-actin § 22 §
LI — MyHC-IIx * — MyHC-II § — replicate Hokok 60 sk
all breeds — MyHC-IIx * + Hsp70-1A/B § 15 *
Longissimus thoracis Muscle

AA

BA — a-actin 8 21 §
LI + LDH-B ok — MDH]1 ok + Hsp70-1A/B ok 60 ok
all breeds + Hsp70-1A/B * + replicate § 10 *

“Breed designation: AA, Aberdeen Angus; BA, Blond d’Aquitaine; LI, Limousin. bSigniﬁcance of differences: ¥, P = 0.1; §, P < 0.05; *, P < 0.01; =,
P < 0.001; s, P < 0.0001. “Percent of variability between animals explained by the model.

Table 7. Equations of Best Models (Parameters Including the Direction and Level of Significance) To Predict Tenderness Index

across Breeds and for Each Breed

P P P predictive P value
breed” parameter 1 value? parameter 2 value parameter 3 value parameter 4 value power” model
Semitendinosus Muscle
AA + aB-crystallin § + PRDX6 § — Eno3 * 47 *
BA — Hsp70-1A/B § + replicate § 24 *
LI — aB-crystallin * + Hsp40 * + MyHC-II ok — PRDX6 *ok 73 ok
all breeds + MyHC-IIx § + replicate * 12 *
Longissimus thoracis Muscle
AA — Eno3 § + Hsp27 * — CapZ-p + 29 *
BA — CapZ-p 8 + Hsp40 oo + a-actin * — Hsp70-8 * 28 §
LI — LDH-B ek + MDH1 *k + CapZ-p * — Hsp70-1A/B sokeok 66 ke
all breeds + q-actin § — Hsp70-1A/B * — MyHC-IIx * 17 *ok

“Breed designation: AA, Aberdeen Angus; BA, Blond d’Aquitaine; LI, Limousin. bSigniﬁcance of differences: £, P = 0.1; §, P < 0.05; *, P < 0.01; =3,
P < 0.001; s, P < 0.0001. “Percent of variability between animals explained by the model.

LT and ST muscles, the proteins explained only 10—17% of the
variability of the three tenderness measurements (Tables 5—7).
The models for overall tenderness retained (Table 5) LDH-B,
PRDX6, Hsp20, and Hsp70-1A/B for the ST muscle and
Hsp20, MyHC-IIx, and Hsp70-1B for the LT muscle. The
models for WBSF retained Hsp70-1B for the two muscles and
MyHC-IIx for the ST muscle (Table 6). The models of the
tenderness index retained MyHC-IIx for the ST and LT
muscles. The LT tenderness index was further correlated with
a-actin and with Hsp70-1A/B (Table 7).

9813

When breeds were considered separately, the prediction
power (adjusted r*) improved, although it varied according to
breed and tenderness measurement (Tables S—7). The models
for LI bulls had the most predictive power. The model of
overall tenderness of the ST muscle of LI bulls retained (Table
S) fast MyHC, Hsp70/Grp7S, and PRDX6, explaining 53% of
the variability between animals. MyLC-1F and Hsp70-1A/B
explained 35% of variability in overall tenderness of the LT
muscle between LI bulls. The model for WSBF explained even
60% of the variability of the LI breed in both muscles (Table
6). Proteins retained in the models were MyHC-IIx and -II for

dx.doi.org/10.1021/jf501528s | J. Agric. Food Chem. 2014, 62, 9808—9818
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Figure 2. Correlations between predicted and measured beef tenderness traits (for tenderness, WBSF, and tenderness index) using best models for
the three breeds among LT (a—c) and ST muscles (d—f). Adjusted r-squares corresponding to the prediction equations shown in Tables (5—7) for
each breed are given. Breed designation: AA, Aberdeen Angus; BA, Blond d’Aquitaine; LI, Limousin.

the ST muscle and LDH-B, Hsp70-1A/B, and MDHI for the
LT muscle (Table 6). The model for the tenderness index for
both muscles had high predictive power, explaining 73 and 66%
of the variability for the ST and LT, respectively (Table 7).

Correlations between predicted and measured values for each
tenderness trait among the two studied muscles are shown
(Figure 2).

For the AA bulls, none of the 21 quantified protein
biomarkers could predict the WBSF of the LT muscle (Table
6). In the ST muscle, the WBSF was predicted by Eno3 and
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Hsp70-1A/B (positively) and by aB-crystallin (negatively).
Overall tenderness and tenderness index were better predicted
in the ST than in the LT muscle.

For the BA bulls, prediction powers were similar in the two
muscles with better prediction for overall tenderness by Hsp70-
1A/B (negatively) in ST and by DJ-1 (positively) and MyBP-H
(negatively) in LT muscle (Table S). The predictions of WBSF
and tenderness index were lower than in the two other breeds
(Tables 6 and 7).
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Figure 3. Schematic illustration of the relationships between muscle metabolic and contractile properties and tenderness depending on the muscle.
(Left) For the Longissimus thoracis (fast oxido-glycolytic muscle), higher degrees of fast glycolytic properties are associated with lower tenderness.
(Right) For the Semitendinous (fast glycolytic muscle) higher degrees of fast glycolytic properties are associated with higher tenderness.
Consequently, biomarkers associated with contractile and metabolic properties of the muscles such as MyHC IIx and LDH-B are positively or
negatively associated with tenderness of the ST and LT muscles, respectively. The opposite is found for other biomarkers such as small Hsps
(Hsp20, Hsp27, aB-crystallin). ST and LT muscles from Angus breed (AA) have lower levels of fast glycolytic properties than those of Limousin
(LI) and Blond d’Aquitaine (BA) breeds. Therefore, their LT and ST muscles are more and less tender, respectively, than those of the LI and BA

breeds.

Overall, the results demonstrate that among the 21 quantified
proteins, Hsp70-1A/B was often retained in the prediction
models of the different breeds and negatively correlated with
the different tenderness measurements in both muscles.
Proteins representing fast glycolytic fiber types such as
MyHC-IIx or LDH-B were correlated with tenderness in the
two muscles for the three tenderness traits, but the direction of
the correlation depended on the muscle, as also illustrated in
the PCA (Figure 1): they were positively correlated with
tenderness measurements in the ST and negatively correlated
in the LT muscle. The glycolytic Eno3 enzyme was correlated
with the three tenderness indicators in the ST muscle of the AA
bulls. PRDX6 was correlated with ST overall tenderness and
tenderness index but never with WBSF.

B DISCUSSION

The first objective of this study was to determine in two
different muscles of young Aberdeen Angus, Limousin, and
Blond d’Aquitaine bulls the relationships between tenderness
indicators and several protein biomarkers previously identified
as good predictors of meat tenderness.® The second objective
was to propose prediction equations of tenderness based on the
abundances of the biomarkers. Among the quantified proteins,
Hsp70-1A/B was the only protein associated with the different
tenderness indicators in the two muscles and the three breeds.
Other proteins including LDH-B, MyHC-IIx, and various small
Hsps were associated with tenderness, but oppositely in the ST
compared to the LT muscle. These data suggest that different
mechanisms underlie tenderness, some which are common
between both muscles, whereas others differ. The underlying
mechanisms appear to be related to the contractile and
metabolic properties of the muscle, and they differ in the sense
that the direction of the correlation with tenderness depends on
the muscle.

Muscle- and Breed-Specific Biomarkers of Tender-
ness. Our findings show that MyHC-lIIx and LDH-B are
positively and negatively correlated with tenderness of the ST
muscle (fast glycolytic) and LT muscle (fast oxido-glycolytic,
respectively. These opposite correlations are in agreement with
earlier studies. For example, Chaze et al."’ showed in young
bulls from three main French beef breeds that in the LT muscle
several proteins representing fast glycolytic properties were
negatively correlated with tenderness and several proteins
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corresponding to slow oxidative properties were positively
correlated with tenderness. Studying the same muscle in young
Blond d’Aquitaine, Morzel et al.** found succinate dehydrogen-
ase, an oxidative enzyme, to be a good marker of tenderness. In
Charolais young bulls, fast proteins such as Troponin T fast
isoforms, phosphoglucomutase, fast MyHC, and glycogen
phosphorylase were found to be potential biomarkers of
toughness, and slow MyHC, ATP synthase §, and ApoBEC
were associated with increased tenderness.'”> Other studies
based on fiber types and enzyme activities showed positive
relationships between slow oxidative fiber types and tenderness
in the LT and a negative relationships in the ST muscle.” This
was further confirmed in a meta-analysis combining more than
332,000 data on fiber types and enzyme activities of these two
muscles in several types of cattle.* The present results indicate
also that in the case of a fast glycolytic muscle such as ST,
muscles containing a greater proportion of fast glycolytic fibers
will produce more tender meat and, in the case of a more
oxidative muscle such as LT, muscles containing a greater
proportion of slow oxidative fibers will produce more tender
meat. In the present study, LT meat of AA bulls was more
tender and ST meat was less tender compared to the LI and BA
breeds. This is coherent with the opposite correlations
described above. Irrespective of breed, for the LT muscle, the
more glycolytic it is, the less tender it is, and for the ST muscle,
the more glycolytic it is, the more it is tender. The LT of AA
was less glycolytic compared to the other breeds and,
consequently, more tender. The ST of AA was less glycolytic
compared to the other breeds and, consequently, less tender.
Other factors, such as lipid content, may of course also play a
significant role.

The positive correlation between MyHC-IIx and tenderness
observed in the LT muscle of the AA bulls may seem to
contrast with the above idea. Other authors found similarly
positive relationships between fast glycolytic type and tender-
ness in LT muscle from animals with muscles with oxidative
characteristics. For example, D’Allessandro et al.*> in Long-
issimus dorsi from Chianina beef cattle observed that the tender
meat group on the basis of WBSF was characterized by higher
levels of glycolytic enzymes.

Overall, existing results demonstrate that the contractile and
metabolic properties of muscle play a major role in the
elaboration of tenderness.
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The present study found other opposite associations between
proteins and tenderness according to the muscle or breed.
Thus, proteins from the small Hsp family (Hsp20, Hsp27, and
aB-crystallin) were inversely associated with tenderness
depending on the two muscles. These proteins were negatively
associated with tenderness in the ST muscle and positively in
the LT muscle. These data are in agreement with the results of
Guillemin et al,?® who demonstrated that in the ST muscle,
Hsp from both the Hsp70 family and small sHsp family were
inversely correlated with tenderness as observed in the present
study. Nevertheless, these Hsps were not correlated with
tenderness of the LT muscle. In a previous experiment with
Blond d’Aquitaine young bulls, we found inverse relationships
between sHsp abundances and tenderness in ST and LT
muscles.'” This could demonstrate that the functions of sHsp
depend on the contractile and metabolic properties of the
muscle. Guillemin et al*” showed that slow oxidative fibers
have the highest abundance of aB-crystallin. This is in
accordance with our data showing higher abundances in LT
than in ST muscle and earlier data reported by Guillemin et
al.*¢ showing higher abundances in Charolais young bulls and
AA than in LI and BA.

Overall, these results allow understanding why the
correlations between one biomarker and tenderness could be
reversed as described in the literature. Our results give
explanations as described in Figure 3. These relationships
according to muscle and breed types need to be confirmed in
other muscles and animal types.

In the present study, PRDX6, an antioxidant enzyme, was
associated with tenderness mainly of the ST muscle, but in
opposite directions, depending on the breed. This is in
accordance with earlier results. Guillemin et al*’” found that
PRDX6 is a biomarker of low tenderness of the ST muscle in
young Charolais bulls, whereas Jia et al*® reported an
overexpression of PRDX6 in tender meat in young Norwegian
Red bulls. The antioxidant action of PRDX6 is based on the
hydrolysis of hydrogen peroxides and facilitation of the repair
of damaged cell membranes via reduction of peroxidized
phospholipids.”*® Antioxidant enzymes such as PRDX6 and
also SOD1 are involved in the protection of the cell against
oxidative stress, which is causal of free radicals of oxygen,
resulting in the formation of protein aggregates.’® These
aggregates may hamper the tenderization process of the meat.
In agreement with this finding, D’Alessandro et al.>* proposed
that oxidative stress promotes meat tenderness and elicits heat
shock protein responses. Ouali and co-workers™' proposed
that the first step of the conversion of muscle into meat is the
onset of apoptosis. This death process is energy dependent and
involves a large number of proteins including Hsp families.
D’Alessandro et al.>® discusses the possible causes of opposite
relationships between abundances of oxidative enzymes and
tenderness. The authors speculate that post-mortem metabo-
lism in tender and tough meat is subtly modulated via higher
levels of specific enzymes and amino acidic residue
phosphorylation in a breed-specific fashion. Results of the
present study showing that PRDXG6 is positively associated with
overall tenderness in AA and negatively in LI young bulls are in
accordance with this suggestion. Guillemin et al.”” showed that
the relationship between antioxidant enzymes such as PRDX6
and also SOD1 was more significant in Charolais steers than in
young bulls, suggesting that gender may also play a role. They
showed that SOD1 was correlated with tenderness only in
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steers, which may explain the absence of an association between
tenderness and SOD1 in the present study.

Overall, these data demonstrate that the contractile and
metabolic properties of muscles play a major role in the
elaboration of tenderness. It is likely that mechanisms
underlying the determinism of tenderness involve several
biological processes such as apoptosis, oxidative stress, and
proteolysis, which depend probably on these muscle properties.

Hsp70-1A/B Is a Good Candidate Biomarker of Meat
Tenderness in the Three Breeds. Proteins from the Hsp70
family (Hsp70-1A/B, Hsp70-8, GRP 75) were recently found
to be related to tenderness.® In the present study, among
Hsp70s, only Hsp70-1A/B (gene HSPA1B), also called Hsp70-
2 depending on species, was negatively associated with overall
tenderness and tenderness index and positively with WBSF in
the two muscles across the three breeds.

The members of the Hsp70 family serve a variety of roles: (i)
they act as molecular chaperones facilitating the assembly of
multiprotein complexes, (ii) they participate in the trans-
location of polypeptides across cell membranes and to the
nucleus, and (iii) they help in the proper folding of nascent
polypeptide chains.’® In the Diaphragma muscle from
Holstein—Friesian cattle, Sugimoto et al®® showed that
misfolding of energy-related proteins due to Hsp70 deficiency
might lead to protein aggregation and muscle fiber degener-
ation. This is in coherence with the negative association with
tenderness observed in the present study. Moreover, the study
of Crawford and Horowits®* showed that, in particular,
scaffolding proteins and chaperone proteins such as Hsp90
and Hsp70 are required for individual steps in the assembly of
myofibril. The study of Miyabara et al.>> showed that Hsp70
improves structural and functional recovery of skeletal muscle
after disuse atrophy. This is in agreement with several studies
showing that Hsp70 is one of the most important heat shock
proteins for maintenance of cell integrity during normal cellular
growth as well as under pathophysiological conditions.***’
These data suggest that Hsp70 is important for maintaining
structural, ultrastuctural, and functional properties of skeletal
muscle. Possibly, Hsp70-1A/B plays also an important role in
structural modifications during post-mortem aging. Hsp70-1A/
B has further an antiapoptotic role in skeletal muscle. Gao et
al.* reported a function of Hsp70-1A/B in regulating TNF-a-
induced cell apoptosis. By forming the complex Hsp70/CHIP/
ASK1, Hsp70 promotes ASK1 proteasomal degradation and
prevents TNF-a-induced cell apoptosis. Hsp70 proteins are
also known to sequester pro-apoptotic factors such as BCL-2.>*
These data are in agreement with the important role of
apoptosis in meat :;1ging.7’39

The present study found that in contrast to Hsp70-1A/B, the
association between the relative abundance of the other Hsp70s
and tenderness traits differed according to breed and muscle.
This may be explained by different regulation of the expression
of these Hsp70s in the muscle. In the present study, Hsp70/
Grp75 and Hsp70-8 were less abundant in AA than in BA,
particularly in the LT muscle. However, Hsp70-1A/B
abundance did not differ between breeds in the two muscles.
These data are in agreement with the results of Guillemin et
al,”” who showed no effect of gender on Hsp70-1A/B
abundance between steers and young bulls. This would explain
the association between Hsp70-1A/B and tenderness across
muscles and breeds observed in the present study. The lack of
consistent associations between tenderness and Hsp70/Grp75
may be explained by the fact that it is exclusively expressed in
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the mitochondrial matrix and that it is involved in the
translocation and folding of nascent golypeptide chains of
both nuclear and mitochondrial origin.*

These findings suggest that Hsp70-1A/B could be a relatively
general biomarker of tenderness in different muscles and breeds
compared to proteins discussed earlier, which appear to be
quite strongly muscle- or breed-specific.

In conclusion, this study shows that some biomarkers of
tenderness such as MyHC IIx, LDH-B, and small Hsp are
dependent on the contractile and metabolic properties of the
muscle (cf. Figure 3), explaining their opposite relationships
with tenderness in the ST compared to the LT muscle and in
AA compared to LI and BA bulls. It further shows that Hsp70-
1A/B is a biomarker of low beef tenderness across the breeds
and muscles studied. All of these biomarkers need further
testing in various muscles from cattle of different genders and
breeds before they can be used as biomarkers in routine
immunological testing.
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Résumé :

La filiere bovine est aujourd’hui a la recherche d’un outil permettant de prédire
précocement la tendreté de la viande. Cet outil qui doit étre bien caractérisé et robuste,
permettra de manager la variabilité non maitrisée de la tendreté qui induit I’insatisfaction des
consommateurs. L’objectif de cette étude est de mettre en evidence les relations existantes
entre la tendreté et l'abondance de 21 protéines précédemment identifiées comme des
biomarqueurs potentiels de la tendreté de la viande. Pour cela, un effectif de 71 jeunes
taurillons de trois races, (Aberdeen Angus, Blonde d'Aquitaine et Limousine) ayant un age
moyen de 17 mois ont été utilises. Les protéines ont été quantifiées par la technique de Dot-
Blot sur les muscles Longissimus thoracis (entrecote) et Semitendinosus (rond de gite), en
utilisant des anticorps spécifiques. Les résultats révelent une relation négative entre la
tendreté et certaines protéines associées aux fibres glycolytiques rapides dans le muscle
Longissimus thoracis. De plus, nos resultats confirment que les protéines protectrices contre
le stress oxydatif telles que les protéines de stress (Hsp) et Prdx6 sont associées a la tendreté.
Par contre, la direction des relations est race-dépendante. Les résultats sont cohérents avec
I'nypothése que la tendreté soit liée au rapport petite Hsp/large Hsp70s. Les équations de
régression expliquant la variabilité de la tendreté sont specifiques pour chaque race et aussi a

la température de cuisson de la viande évaluée.

Mots clés : Viande ; biomarqueurs ; tendreté ; qualité sensorielle ; taurillons ; prédiction.
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BIOMARKERS OF BEEF TENDERNESS IN YOUNG BULLS OF THREE
BREEDS

B. Picard®, M. Gagaoua'?, M. Kammoun®, C. Terlouw?", J.F. Hocquette! and D. Micol*

LINRA, VetAgro Sup, UMR1213 Herbivores, F-63122 Saint-Genés-Champanelle, France
2INATAA, Constantine 1 University, Route de Ain El-Bey, 25000, Algeria

Abstract —The aim of this study was to validate the
relationships between tenderness and the abundance
of 21 proteins previously identified as potential
biomarkers of beef tenderness in several genomic
experiments. Seventy 17-month-old young bulls of
three breeds, Angus (AA), Blond d’Aquitaine (BA)
and Limousin (LIM) were used. Proteins were
qguantified by dot-blot with specific antibodies. The
results confirm a negative relationship between
tenderness and proteins associated with fast
glycolytic fibres in Longissimus thoracis muscle.
They confirm that proteins protecting against
oxidative stress such as PRDX6 and Heat shock
proteins (Hsp) are associated with tenderness but
the direction of the correlation is breed dependent.
Results are coherent with the hypothesis that
tenderness is related to the ratio “small
Hsp’s/Hsp70s”. Regression equations predicting
tenderness were specific for breed and cooking
temperature.

Key Words — meat, sensory quality, cattle, proteins.

l. INTRODUCTION

For the beef sector, it is of major interest to be able
to predict for consumers tenderness of the meat of
live animals, carcass or cuts, as variability in beef
tenderness causes dissatisfaction of consumers.
For several years, various scientific programs
aimed to identify genomic biomarkers for
tenderness [1]. Transcriptomic and proteomic
analysis on bovine muscles with low or high
tenderness assessed by sensory analysis and/or
mechanical measurements allowed us to produce a
list of several protein tenderness biomarkers [2].
The present study investigated in more detail the
relationships between the abundance of these
proteins and tenderness in young bulls of three
breeds differing in their earliness, as part of the
EU ProSafeBeef project.

. MATERIALS AND METHODS
The study used 70 young bulls: Aberdeen Angus
(AA; n =20), Blond d’Aquitaine (BA; n =25) and

Limousin (LIM; n =25). AA are known as fatty,
BA for their high muscle and low intramuscular
fat content and LIM have intermediate properties.
The young bulls (12-month-old) were assigned to
a 100 day finishing period. They were housed in
straw pens. Diets consisted of concentrate (75%)
and straw (25%). Animals were slaughtered at
about 17 months of age at a live weight around
665 kg. They were slaughtered at the experimental
abattoir of the INRA Research centre in
compliance with the current ethical guidelines for
animal welfare. The experience was carried out in
two replicates (2 consecutive years, during the
spring/summer  seasons) using a balanced
experimental design. Longissimus thoracis (LT,
mixed fast oxido-glycolytic muscle) samples were
excised from the 6™ rib 15 minutes after slaughter,
frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until
use. Total protein extractions were performed
according to Bouley et al. [3]. The abundance of
the 21 proteins was quantified by dot-blot analysis
according to the protocol described by Guillemin
et al [4] using specific antibodies previously
validated by western-blot. Protein abundance for
each sample, given in arbitrary units, was
normalised using a mix of different samples being
the reference. The proteins studied represented 5
different biological functions: (i) muscle fibre
structure with CapZ-B, a-actin, Myosin Light
Chain  (MyLC-1F), Myosin Binding Protein
(MyBP-H), Myosin Heavy Chain (MyHC) IIx and
Il (Ha+1Ix); (ii) muscle metabolism with Enolase
(Eno3), Lactate dehydrogenase (LDH), and Malate
Dehydrogenase (MDHI1); (iii) proteolysis with p-
calpain; (iv) oxidative resistance with DJ-1,
Peroxiredoxin (PRDX6), and (v) Heat shock
proteins (Hsp) with Hsp20, 27, ap-crystallin,
Hsp40, Hsp70-1B, Hsp70-8, Hsp70/GRP75 [4].
Tenderness of LT steaks aged for 14 days was
assessed by sensory analysis with a trained panel
as described by Dransfield et al., [5]. Two grilled
cooking temperatures were used: 55 and 74 °C.
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Variance analysis (ANOVA) was used to compare
breeds. The relationship between protein
abundance and tenderness was evaluated by
principal components analysis (PCA) and across
breeds and per breed by multiple regression
selecting parameters amongst protein abundance,
breed (where applicable) and replicate to produce
best models in terms of variability explained.
XISTAT 2009 and SAS 9.2 software’s were used.

111. RESULTS AND DISCUSSION
The PCA on the abundance of 19 most relevant

proteins and tenderness scores for the three breeds
is illustrated in Figure 1.
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Figure 1. Principal component analysis. a) Distribution
of protein abundance and tenderness scores; b)
Distribution of the three breeds on the first two

principal axes (mean = standard errors).

The PCA shows that when considered across
breeds, high tenderness scores whether obtained at
55 or 74°C were associated with small Hsp
proteins (Hsp27, Hsp20, ap-crystallin), Enolase 3,
structural protein CapZ-p and antioxidants PRDX6
and DJ1. Low tenderness was associated with
proteins of the Hsp70 family (Hsp70-8, Hsp70-1B
and Hsp70/GRP75), or related to fast glycolytic
muscle fibres (e.g. LDHB, fast MyHC). These
data are coherent with the results of previous
experiments on the LT muscle of young bulls,
which found positive relationships between
tenderness and slow oxidative; and negative
relationships with fast glycolytic properties [6].
Our results are also in agreement with Guillemin
et al. [7] who suggested that small Hsp are
tenderness, and Hsp70s toughness markers. The
authors hypothesized that tenderness depends on
the Hsp20s/Hsp70s ratio which is coherent with
our results. Proteins involved in oxidative stress
such as DJ-1 and PRDX6 were also earlier found
to be associated with tenderness (for review see
Picard et al. [1]).

Multiple regression analyses across breeds (Table
1) found models with relatively weak predictive
power for tenderness obtained at 55°C and 74°C.
The three most explicative proteins were MyHC
l1x, Hsp 20 and Hsp70-1B at 55°C and PRDX®,
Hsp70/GRP75, and Hsp70-1B at 74°C.

The equations of prediction of tenderness
established for each given breed were tested on the
two other breeds. In none of the cases the models
were significant, indicating that each model was
specific for each breed (data not shown). This is in
accordance with the observation that the direction
of the correlations between tenderness and certain
proteins depended on the breed. For example,
MyHC-IIx was positively correlated with
tenderness in Angus but negatively in the across-
breed model (Table 1). Negative correlations
between MyHC-IIx and tenderness were earlier
observed in young bulls of French beef breeds
including BA, LIM or Charolais [6, 8], but not in
the Angus breed. The relationships found may
depend on the contractile and metabolic properties
of the muscle [9].
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Table 1. Equations of best models (parameters including the direction and level of significance) to predict tenderness
across breeds and for each breed

Parameter 1 p- 1 Parameter 2 P- Parameter 3 P- Predlcu;/e P- value
value value value power model
Cooking temperature 74°C
All breeds + PRDX6 e — Hsp70/GRP75 + —Hsp70-1B e 27 <.0001
AA - ENO3 FrK + MyBPH falekal + Hsp27 *x 79 <.0001
BA + af-crystallin + + a-actine * / / 32 0.005
LIM + PRDX6 + — Hsp70-1B * / / 30 0.008
Cooking temperature 55°C
All breeds — MyHC-lIx + + Hsp20 + —Hsp70 1B + 17 0.002
AA — MyLC-1F ok + MyHC-l1x + Replicate + 35 0.02
BA +DJ1 Fhx - MyBPH + Replicate * 40 0.003
LIM — Hsp70-1B * + MyLC-F1 * / / 35 0.003
! P-value: significance of differences, ***: P<0.0001 ; **: P<0.001 ; *: P<0.01 ; +: P<0.05; + : P=0.06
2 9 of variability between animals explained by the model.
7
Table 2. Breed effects on tenderness mAAL mAA2 a

Tenderness score (1-10) SEM  P-value
Cooking  Ap BA LM
temp.
55 °C 527a 4.85b 475b 0.08 0.04
74 °C 482a 405b 4.16b 0.08 0.0003
On a same line, different superscripts indicate

significant differences (P<0.05).

Multiple regression analysis carried out for each
breed separately revealed different prediction
equations of tenderness (Table 1; Figure. 2).
Moreover, ANOVA analysis found that Angus
produced more tender meat (Table 2).

Our earlier results showed that the LT muscle of
Angus young bulls is more slow oxidative and has
a higher intramuscular fat content compared to
LIM and BA [10]. Present results may indicate
that within breeds with muscles presenting slow
oxidative properties, animals with fewer oxidative
fibres were more tender. In breeds having muscles
presenting fast glycolytic properties, animals with
relatively high proportions of oxidative fibres were
more tender. This hypothesis was already
proposed by Morzel et al. [11] for BA young bulls.
We observed the same differences for the Hsp
from the small Hsp family. Guillemin et al. [9]
showed that the abundance of small Hsp depended
on the type of muscle and of animal.

Adjusted
R=0.79

Global tenderness rating (1-10)

Adjusted
R2=0.32

Global tenderness rating (1-10)

Adjusted
R2=0.30

Global tenderness rating (1-10)

4 5
Predicted Global tenderness (74°C)

Figure 2. Correlation between predicted and measured
tenderness of meat cooked at 74°C for the AA (a), BA
(b) and LIM breed (c).
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Variations in results found in the literature may
thus be explained by the existence of different
mechanisms according to muscle properties.

Our results are also coherent with earlier
suggestions that proteins associated with oxidative
stress are related to tenderness in cattle [1] and
pigs [12]. The underlying cellular mechanism may
involve Hsp, which protect structural proteins
against oxidative stress and proteolysis, known to
be involved in the tenderisation process. However,
the relationship between antioxidative proteins
such as PRDX6 and tenderness deserves further
investigation as its association with tenderness is
positive in some experiments as in the present
study, and negative in others (for review see
Picard et al [1]). The present results demonstrate
that to understand the mechanisms underlying
tenderness, it is necessary to establish prediction
equations of tenderness for each type of animal
separately.

V. CONCLUSION

The present results indicate that several proteins
are involved in the determinism of tenderness, but
that the proteins and the underlying mechanisms
depend on breed characteristics and on cooking
temperature. The antibodies corresponding to the
proteins validated as tenderness biomarkers will be
used to develop an antibody micro-array as a hew
practical tool for the evaluation of tenderness.
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Biomarqueurs du pH et de la

couleur de la viande

120



Introduction

La couleur est un critere de qualité important pour la viande et influence fortement les
décisions des consommateurs a I'achat (Mancini et Hunt, 2005; Mancini 2009). La couleur est
influencée par la teneur et I’état physico-chimique de la myoglobine et aussi par I’aspect
structural de la viande (Renerre et al., 1992; Abril et al., 2001). L’ aspect structural du muscle
est lié au pH ultime : a un pH ultime élevé, les fibres musculaires sont tres liées entre elles a
cause de la forte capacité de rétention d'eau, et comme résultat, la surface du muscle qui
absorbe peu de lumiere réfléchie et la viande apparait plus sombre (Renerre et al., 1992; Abril
et al., 2001). La vitesse de chute du pH apres la mort de I’animal, influence aussi les réactions
biochimiques mises en ceuvre, ainsi que les caractéristiques structurales des muscles et par
conséquent, la couleur de la viande (Lindahl et al., 2006; Boudjellal et al., 2008).

La myoglobine (Mb) joue un réle central dans la couleur de la viande. La teneur en Mb,
dépend du type de muscle et d'autres facteurs tels que la race, I'age et I'alimentation (Mancini et
Hunt, 2005; Mancini 2009). Les fibres musculaires oxydatives a contraction lentes sont riches
en Mb par rapport aux fibres glycolytiques a contraction rapide (Renerre et al., 1992). La Mb
contient un atome de fer central appelé heme et qui est forme d'un noyau tétrapyrrolique. Le
noyau ferrique de la Mb peut étre réduit (DeoxyMb; rose), oxygéné (MbO2: rouge vif) ou
oxydé (MetMb; brun) (Suman et Joseph, 2013). L'inter-conversion des trois formes dans une
viande fraiche dépend des teneurs en anti- et pro-oxydants présents (Joseph et al., 2015). La
perte de I’activité réductrice de la viande au cours du stockage est la résultante d’une
combinaison de facteurs, tels que la baisse du pH, I'épuisement des substrats nécessaires et
cofacteurs comme le NADH®, la présence de produits secondaires de la peroxidation, la
dénaturation d’enzymes induite par le pH et enfin la désintégration structurale et les pertes des
propriétés fonctionnelles de la mitochondrie (Faustman et al., 1999; Mancini et Hunt, 2005;
Joseph et al., 2015).

Les études comparatives de transcriptomique et protéomique ont révélé différentes voies
biochimiques impliquées dans la mise en place des qualités sensorielles de la viande, telles la
tendreté, la jutosité et la capacité de rétention d'eau (Kwasiborski et al., 2008; Bjarnadottir et
al., 2010; Quali et al., 2013; Picard et al., 2015). Ces voies métaboliques englobent des
protéines de structure, de protéolyse, du stress, de résistance au stress oxydant, de I'apoptose ou
du métabolisme énergétique (Guillemin et al., 2009; Ouali et al., 2013; Picard et al., 2014).
Nous supposons, que certaines de ces voies sont également impliquées dans le développement
de la couleur de la viande et sa stabilité. En particulier, les protéines liées aux processus
d'oxydation, donc le potentiel redox du muscle, ou du métabolisme énergétique, et par
conséquent la situation des réserves en NADH" et la vitesse de chute du pH, et au phénomeéne
d'apoptose (Sayd et al., 2006; Joseph et al., 2012; Desai et al., 2014; Canto et al., 2015).

Les recherches en protéomique ont permis a notre groupe d'établir une liste de protéines,
appelés biomarqueurs, potentiellement prédictifs de nombreuses qualités sensorielles (Picard et
al., 2015).). Par ailleurs, les investigations conduites par d’autres groupes sur la biochimie de la
couleur de la viande et les protéines potentiellement explicatives ont été effectuées 24 h ou plus
aprés abattage. Dans la présente étude, nous avons utilisé des biomarqueurs identifiés
précedemment pour la tendreté (Guillemin et al., 2009 ; 2011 ; Picard et al., 2014) afin
d’évaluer les relations entre I’abondance de ces protéines 45min aprés I’abattage, et les
parametres de chute du pH ainsi que les coordonnées L* a* b* de la couleur de la viande. Pour
atteindre ces objectifs, la technique immunologique du Dot-Blot a été utilisée comme un outil a
haut débit. Nos investigations ont eu lieu sur le muscle Longissimus thoracis de 21 jeunes
taurillons de la race Blonde d'Aquitaine, une race a viande tendre et a fort développement
musculaire qui se caractérise par une couleur relativement péle.
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Résumé :

Les études protéomiques antérieures conduites sur la stabilité de la couleur de la viande et
les mécanismes impliquant des protéines représentatives de différentes voies métaboliques
ont été réalisées apres 24h post-mortem ou au-dela. La présente étude réalisée sur le muscle
Longissimus thoracis de 21 jeunes taurillons de la race Blonde d'Aquitaine prélevé 1 heure
apres abattage, vise a évaluer les relations entre une liste de biomarqueurs protéiques,
initialement validée pour la tendreté, avec la chute du pH et les coordonnées L*a*b* de la
couleur. Les valeurs du pH a 45 min, 3h et 30h post-mortem sont corrélées avec 3, 6 et 7
biomarqueurs, respectivement. Les coordonnées L*a*b* 24h apres abattage, sont corrélées
avec 9, 5 et 8 biomarqueurs, respectivement. Les modeles de prédiction retiennent souvent
les protéines de stress (Hsp) et expliquent entre 47 et 59% de la variabilité du pH et entre 47
et 65% de la variabilité des coordonnées L*a*b*. Les protéines corrélées avec les paramétres
du pH et/ou de la couleur sont impliquées dans le phénomene de I'apoptose ou ont des
activités anti-oxydantes et chaperonnes. Parmi les résultats robustes, la Prdx6 a été trouvée
corrélée négativement avec le pH mesuré a 45min, 3h et 30h post-mortem, et qui
s’expliquent par les activités anti-oxydantes et phospholipases de la Prdx6. De méme, la
Hsp70-1A/B et p-calpaine sont interactivement corrélées avec les coordonnées L* a* b*, en
raison peut étre de l'action protectrice de Hsp70-1A/B sur I’activité protéolytique de la p-
calpaine et par conséquent sur la dégradation des protéines de structure. D’autres corrélations
ont été trouvées entre les enzymes glycolytiques, MDH1, ENO3 et LDH-B et la chute du pH
ou la stabilité de la couleur. Cette relation est probablement due a Il'implication de ces
enzymes dans les voies de la glycolyse, et donc, I'état énergétique de la cellule. Les résultats
de cette etude, montrent que les biomarqueurs peuvent étre utilisés efficacement pour la
prédiction ou la compréhension des mécanismes biologiques régissant la chute du pH et/ou le
développement de la couleur de la viande bovine juste apres abattage.

Mots clés: Bovin; Blonde d’Aquitaine; viande; couleur; pH; biomarqueurs; post-

mortem ; mécanismes biologiques.
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of Young Blond d’Aquitaine Bulls Using Protein Biomarkers

Mohammed Gagaoua;r 3 B M. Claudia Teﬂouw,T * Didier Micol, T Abdelghani Boudjellal, §

Jean-Francois Hocquette,T * and Brigitte Picard* "

TINRA, UMR 1213 Herbivores, F-63122 Saint-Genes Champanelle, France
*Clermont Université, VetAgro Sup, UMR 1213 Herbivores, B.P. 10448, F-63000 Clermont-Ferrand, France
§Equipe Magquav, INATAA, Université Freres Mentouri Constantine, Route de Ain El-Bey, 25000 Constantine, Algeria

ABSTRACT: Many studies on color biochemistry and protein biomarkers were undertaken in post-mortem beef muscles after
>24 hours. The present study was conducted on Longissimus thoracis muscles of 21 Blond d’Aquitaine young bulls to evaluate the
relationships between protein biomarkers present during the early post-mortem and known to be related to tenderness and pH
decline and color development. pH values at 45 min, 3 h, and 30 h post-mortem were correlated with three, seven, and six
biomarkers, respectively. L*a*b* color coordinates 24 h post-mortem were correlated with nine, five, and eight protein biomarkers,
respectively. Regression models included Hsp proteins and explained between 47 and 59% of the variability between individuals in
pH and between 47 and 65% of the variability in L*a*b* color coordinates. Proteins correlated with pH and/or color coordinates
were involved in apoptosis or had antioxidative or chaperone activities. The main results include the negative correlations between
PHys miy PH3 1, and pH,, and Prdx6, which may be explained by the antioxidative and phospholipase activities of this biomarker.
Similarly, inducible Hsp70-1A/B and p-calpain were correlated with L¥a*b* coordinates, due to the protective action of Hsp70-1A/
B on the proteolytic activities of y-calpain on structural proteins. Correlations existed further between MDHI1, ENO3, and LDH-B
and pH decline and color stability probably due to the involvement of these enzymes in the glycolytic pathway and, thus, the
energy status of the cell. The present results show that research using protein indicators may increase the understanding of early

post-mortem biological mechanisms involved in pH and beef color development.

KEYWORDS: beef, Blond d’Aquitaine, meat color, pH, protein biomarkers, post-mortem, biological mechanisms

B INTRODUCTION

Meat color is an organoleptic characterlstlc with a major influence
on purchase decisions by consumers."* Color is influenced by the
content and physicochemical state of myoglobin and by the meat
structure.”* The latter is directly related to the ultimate pH:
at high ultimate pH, muscle fibers are more tightly packed
together as a result of increased water-holding capacity of muscle
protein. As a consequence, its surface will scatter light less and the
meat will appear darker.** The rate of post-mortem pH decline
influences biochemical reactions and structural characteristics of
the muscles and may also influence color.>®

Myoglobin (Mb) plays further a central role in meat color.
Mb content depends not only on the muscle but also on other
factors such as breed, age, and diet. L2 Slow-twitch oxidative
muscle fibers are rich in Mb compared to fast-twitch glycolytic
fibers.> Mb contains a hemeatin nucleus with a central iron atom.
The iron atom of Mb may be reduced (DeoxyMb; purple),
oxygenized (MbO,; bright red), or oxidized (MetMb; brown).”
The interconversion of the three forms in fresh beef depends
on the levels of antioxidants and pro-oxidants present.® Loss of
reducing activity in meat during storage is due to a combination
of factors including pH decline, depletion of required substrates
and cofactors particularly NADH, the presence of secondary lipid
oxidation products, pH-induced denaturation of the enzymes, and
ultimately the complete loss of structural integrity and functional
properties of the mitochondria."®’

W ACS Publications  © 2015 American Chemical Society
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Comparative transcriptomic and proteomic studies have re-
vealed biochemical pathways involved in meat sensory qualities,
including tenderness, juiciness, and water-holding capacity.'*~"
These pathways are related to myofibril structure, proteolysis, heat
stress, oxidative stress resistance, apoptosis, or energy metabo-
lism.">'*'> At least part of these pathways may also be related
to meat color development and stability, particularly those related
to oxidative processes and the redox status of the muscle, to
energy metabolism, and consequently to the status of the NADH
pool and pH decline, and to apoptosis."®~"

Such transcriptomic and proteomic studies have allowed our
laboratory to establish a list of proteins, known as biomarkers,
potentially predictive of certain sensory qualities."> Many studies
on color biochemistry and protein biomarkers were undertaken
in post-mortem beef muscles after >24 h post-mortem. The
present study uses the earlier identified biomarkers to evaluate
the relationships between protein status in the early post-mortem
period, subsequent pH decline, and beef color as evaluated by
L*a*b* coordinates. The study uses a high through-put tech-
nique and was conducted on young bulls of the French Blond
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d’Aquitaine (BA) breed, characterized by good muscle develop-
ment, producing tender meat™® but with a relatively pale color.

B MATERIALS AND METHODS

Animals and Sampling. This study was part of the European
ProSafeBeef project (FOOD-CT-2006-36241). Twenty-one Blond
d’Aquitaine (BA) young bulls reared under intensive conditions and
finished over two consecutive years (two replicated groups) were used.
At 12 months of age, they were subjected to a 105 day finishing period
until slaughter. Diets consisted of concentrate (75%) and straw (25%).
Before slaughter, all animals were food deprived for 24 h and had free
access to water. The animals at a live weight of 635 + 52 kg were
slaughtered at the experimental abattoir of the INRA Research center
in compliance with the current ethical guidelines for animal welfare.
Bulls were directly transported (4.5 + 0.1 min) in a lorry (3 X 2 m
livestock compartment) from the experimental farm to the experimental
abattoir situated 2 km from the rearing building, with two bulls of the
same home pen per transport to avoid social isolation stress. After
unloading, they were slaughtered within 3 min.*' The mean hot carcass
weight was 410 = 42 kg (range from 337 to 500 kg). The carcasses were
not electrically stimulated, and they were chilled and stored at 4 °C from
1 h until 24 h post-mortem. Longissimus thoracis (LT, mixed fast oxido-
glycolytic) muscle samples were excised from the left side of the sixth
rib 30 min post-mortem and frozen in liquid nitrogen before storage at
—80 °C until protein extractions for Dot-Blot analysis or myosin heavy
chain (MyHC) quantification.

pH Measurements. For pH,s ,;,, measurement, biopsies were
made from the carcasses (10th rib), whereas pH;, and ultimate pH
(30 h; pH,) were measured directly on the carcass (right side). pH was
determined as in Bourguet et al.*' Briefly, 2 g of each LT sample
excised 45 min after slaughter was immediately homogenized in 18 mL
of S mM sodium iodoacetate and stored at 4 °C. The pH of the
homogenate was measured the following day at 6 °C. For pH;, and
pH,, the pH was recorded directly on the carcass between the sixth
and seventh rib using a pH meter (Hanna Instruments, HI902S)
equipped with a glass electrode suitable for meat penetration. For each
time point, five measurements were made (positioned on a horizontal
line with about 1.5 cm between two measurements).

Meat Color. The LT muscle was excised from the stored carcass at
the level of the sixth rib thoracis vertebra 24 h post-mortem to
determine color attributes. Instrumental meat color measurements
were recorded for lightness (L* = measures light reflected), redness
(a* = measures positive red and negative green), and yellowness (b* =
measures positive yellow and negative blue) directly on the tissue of the
muscle using a Minolta CR-300 chromameter (Minolta Co., Ltd,, Osaka,
Japan), with a 0° viewing angle, C illuminant, and 8 mm measurement
aperture. Fresh-cut slices of muscle of not less than 2.5 cm thick and
overwrapped were left on a polystyrene tray to refrigerate at 1 °C for 1 h
to allow blooming. Calibration was performed by using standard white
tiles (Y = 93.58, x = 0.3150, and y = 0.3217) prior to color determina-
tion. Three replicate measurements were taken, and an average value
was used for analysis. Color coordinates were expressed as L*, a*, b*
following the CIE-L*a*b* system.

Protein Extractions. Total protein extractions were performed to
use subsequently the soluble fractions for Dot-Blot analysis according
to the method of Bouley et al.>” Briefly, 80 mg of muscle was homo-
genized in a denaturation/extraction buffer containing 8.3 M urea, 2 M
thiourea, 1% DTT, and 2% CHAPS. After 30 min of centrifugation at
10000g at 8 °C, the supernatant was stored at —20 °C until use. The
protein concentrations of the extracts were determined according to
the Bradford method®® using the Bio-Rad protein assay. Bovine serum
albumin (BSA) at a concentration of 1 mg/mL was used as standard.

Dot-Blot Analysis. The abundances of 18 proteins (including intact
molecules and their fragments) corresponding to five different biological
functions (Table 1), muscle fiber structure (actin, MyBP-H, CapZ-f,
and MyLC-1F), metabolism (ENO3, LDHB, and MDH1), proteolysis
(u-calpain), oxidative resistance (DJ-1, Prdx6, and SOD1), and heat
shock proteins (aB-crystallin, Hsp20, Hsp27, Hsp40, Hsp70-1A/B,
Hsp70-8, and Hsp70-Grp75), were determined using the Dot-Blot

6800

Table 1. Eighteen Protein Biomarkers Quantified Using the
Dot-Blot Technique®

protein biomarker ~ UniProtKB monoclonal (Mo) or antibody
name (gene) ID polyclonal (Po) antibody ref dilution
heat shock proteins
aB-crystallin P02511 Mo anti-bovine Assay Designs 1/500
(CRYAB) SPA-222
Hsp20 (HSPB6) 014558 Mo anti-human Santa Cruz 1/200
HSP20-11:SCS1955
Hsp27 (HSPBI) P04792 Mo anti-human Santa Cruz 1/3000
HSP27 (F-4):SC13132
Hsp40 (DNAJAI) P31689 Mo anti-human Santa Cruz 1/250
HSP40-4 (SPM251):
SC-56400
Hsp70-1A/B P08107 Mo anti-human Abnova 1/2000
(HSPAIB) HSPAIB (M02), clone 3B7
Hsp70-8 (HSPAS) P11142 Mo anti-bovine Santa Cruz 1/250
HSC70 (BRM22):SC-59572
Hsp70-Grp75 P38646 Mo anti-human RD Systems ~ 1/250
(HSPA9 clone 419612
metabolism
enolase 3 (ENO3) P13929 Mo anti-human Abnova Eno3 1/45000
(M01), clone SD1
LDH-B (LDHB) P07195 Mo anti-human Novus LDHB 1/50000
NB110-57160
MDHI1 (MDH]I) P40925 Mo anti-pig Rockland 1/1000
100-601-14S
structure
CapZ-fi (CAPZB) P47756 Mo anti-human Abnova 1/250
CAPZB (MO03), clone 4H8
a-actin (ACTAI) P68133 Mo anti-rabbit Santa Cruz 1/1000
a-actin (5CS):SC-58670
MyLC-1F (MYL1) P05976 Po anti-human Abnova MYL1 1/1000
(A01)
MyBP-H (MYBPH) Q13203 Mo anti-human Abnova 1/4000
MYBPH (MO1), clone 1F11
oxidative resistance
DJ-1 (PARK?) Q99497 Po anti-human Santa Cruz 1/250
DJ-1 (FL-189):SC-32874
Prdx6 (PRDX6) P30041 Mo anti-human Abnova 1/500
PRDX6 (MO1), clone
3A10-2A11
SOD1 (SOD1) P00441  Po antirat Acris SOD1 1/1000
APO3021PU-N
proteolysis
p-calpain (CAPNI) P07384 Mo anti-bovine Alexis yi- 1/1000

calpain 9A4H8D3

“The suppliers and conditions for each primary antibody used in this
study are given. bFor protein marker abbreviations see Table 2.

technique.'*"* Compared to Western blot, Dot-Blot is a fast technique,
but with a similar coefficient of variation inter- and intra-assay (10%).
Optimal dilution ratios of the antibodies were determined, using the
conditions indicated by the supplier and adapted to bovine muscle
samples (Table 1). For that, Western blots were used to check the
specificity of all antibodies. An antibody was considered specific against
the studied protein when only one band at the expected molecular
weight was detected by Western blot. Western blots with all primary
antibodies show that all of the antibodies used bound specifically to the
bovine protein with the expected theoretical molecular weight.
Conditions retained and suppliers for all primary antibodies dilutions
are summarized in Table 1. Protein extracts (15 pug) of each of the 21
muscle samples were spotted (four replications per muscle sample) on a
nitrocellulose membrane with the Minifold I Dot-Blot apparatus from
Schleicher & Schuell Biosciences (Germany) in a random order on the
96-spots membrane. In addition, a mixed standard sample (15 /tg) was
deposited for data normalization as reported by Guillemin et al.”™> The
Dot-Blot membrane was air-dried for 5 min, blocked in 10% milk
blocking buffer at 37 °C for 20 min, and then hybridized and incubated
with the specific primary antibody of each protein (Table 1). Infrared
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Figure 1. Average means of (a) pH (4S5 min, 3 h, and ultimate (u)) and (b) L*a*b* meat color parameters of Longissimus thoracis muscle of Blond
d’Aquitaine young bulls (n = 21). The parameters are presented as box—whiskers plots: for each variable independently, the central point represents
the average value calculated over all of the observations. The box represents the average value + one standard deviation; the bar represents the

minimum and maximum values.

fluorescence detection was then used for quantification of the relative
protein abundances. Subsequently, the membranes were scanned by the
Odyssey scanner (LI-COR Biosciences) at 800 nm. The relative protein
abundances for each sample are given in arbitrary units.

Electrophoresis and Quantification of Myosin Heavy Chain
Isoforms. Three other biomarkers corresponded to MyHC and were
determined according to the method of Picard et al** using an adequate
SDS-PAGE and expressed in percentage. Briefly, 100 mg of frozen muscle
was ground in 5 mL of extraction buffer solution containing 0.5 M NaCl,
20 mM sodium pyrophosphate, 50 mM Tris, 1 mM EDTA, and 1 mM
dithiothreitol. After 10 min at 4 °C on ice, the sample was centrifuged for
5 min at 5000g. Following centrifugation, the supernatant was diluted 1:1
(v/w) with glycerol at 87% and stored at —20 °C until use. The samples
were then mixed with an equal volume of loading buffer containing
4% SDS (w/v), 125 mM Tris, pH 6.8, 20% glycerol (v/v), 10%
B-mercaptoethanol (v/v), and 0.02% pyronin Y (w/v). The proteins were
separated using 9.2% polyacrylamide gels. After staining, the gels were
scanned, and the proportions of the different MyHCs bands were
quantified by densitometry with ImageQuant Software 5500 (Amersham
Biosciences/GE Healthcare). The band quantification revealed the exis-
tence of MyHC-IIb isoforms in only some animals (4 animals of 21).
Consequently, MyHC-IIb percentages were totaled with those of MyHC-
IIx, creating a new variable “MyHC-IIx+b” (fast glycolytic fibers).

Statistical Analysis. For descriptive statistics, raw data were used.
For statistical analyses all data were standardized for replicate using the
Proc Standard of SAS 9.2 to obtain Z scores. A Z score represents
the number of standard deviations each observation is relative to the
mean of the corresponding animal: Z = ((x — p)/0), where x is the
raw value, p is the mean of the population, and o is the standard
deviation of the same population.

The PROC CORR of SAS was used to determine the Pearson’s
correlation coeflicients between the 21 biomarkers with pH and CIE-
L*a*b* color coordinates. Correlation values were considered significant
at P < 0.0S.

For each pH value and each color coordinate, a principal
component analysis (PCA) was carried out using PROC PRINCOMP
of SAS, using only the correlated biomarkers. PCA aimed to illustrate
visually the correlated biomarkers with pH and color coordinates. The
overall Kaiser’s measures of sampling adequacies of the performed
PCAs were >0.68 for pH parameters and >0.80 for L*a*b* color
coordinates.

Multiple regression analyses were performed using PROC REG of
SAS to create best models (maximal adjusted R*) for pH and color
coordinates (as dependent variables) using the 21 protein biomarkers
(as independent variables). Partial R-squares and significance of
each retained variable are given for the models. Regression analyses
were further conducted on L*, a*, and b* color coordinates to study
specifically the relationships with pH values and muscle fiber type
composition.
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The absence of collinearity was systematically verified for each
model, by producing condition indices and variance proportions using
the COLLIN procedure of SAS. Variables were identified as collinear if
they possessed both a high condition index >10 and a proportion of
variation >0.5 for two or more traits.

B RESULTS

pH Parameters, Color Traits, and Biomarker Abun-
dances. Average means of pH and color parameters are shown
in Figure 1. pH measured 45 min post-mortem was 6.87 (0.10)
and declined to 6.22 (+0.20) 3 h post-mortem, reaching 5.57
(£0.08) 30 h post-mortem (Figure 1a). Mean color coordinates
were 36.9 (£3.32) for lightness (L*), 12.40 (+1.74) for redness
(a*), and 15.81 (+2.65) for yellowness (b*) (Figure 1b).
Relative abundances of biomarkers expressed in arbitrary units or
in percentage (MyHC) are summarized in Table 2. The LT
muscle was characterized by 19.2% (+3.6) of type I fibers, 3.9%
(+4.3) of Ia, and 56.9% (+4.0) of IIx/b.

Relationships between Biomarkers and pH Parame-
ters. pHu was correlated with pHys .0 (r = 0.47; P < 0.05) and
pH;, (r = 0.59, P < 0.01). pHyg i, Was correlated with pHy 1,
(r = 047, P < 0.05). pH was further correlated with 11
biomarkers (Figure 2a). Prdx6 was negatively correlated with
pHus min (r = —0.49, P < 0.05), pH; , (r = —0.47, P < 0.05), and
pH, (r = —0.66, P < 0.01). Hsp70-Grp75 and DJ-1 were
negatively correlated with both pH;y, (r = —0.45 and —0.56,
P < 0.0, respectively) and pH,, (r = —0.4S and —0.43, P < 0.05,
respectively). Actin was negatively correlated with pH,s i, and
pH, (r = —0.40, P < 0.05). MDH1 was negatively correlated
(r = —0.48, P < 0.05) with pHys . only. MyBP-H (r = —0.43),
ENO3 (r = —0.46), LDH-B (r = —0.43), and Hsp20 (r =
—0.50) were significantly (P < 0.05) and negatively correlated
with pHj . MyHC-1Ix/b (positively) and CapZ-f (negatively)
were correlated with ultimate pH only (r = 0.40 and —0.55,
P < 0.0, respectively). The biomarkers that were significantly
correlated with pH were introduced into PCAs (Figure 3). The
first two PCA axes explained 80.7, 69.4, and 73.2% of the variability
between animals of pHys i, (Figure 3a), pHs, (Figure 3b), and
pH, (Figure 3c), respectively.

Regression Analyses of pH Parameters. The multiple
linear regression analyses, using pH parameters as dependent
and biomarker abundances as independent variables, revealed
significant relationships (Table 3; Figure 4). For pHys iy 47%
of the variability (P < 0.01) was explained by MDH1 and actin
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Table 2. Mean and Standard Deviation (SD) of the 21
Protein Biomarkers Quantified in Longissimus thoracis
Muscle of Blond d’Aquitaine Young Bulls

variable mean SD
heat shock proteins
aB-crystallin 15.61 4.23
Hsp20 17.39 3.55
Hsp27 19.04 5.33
Hsp40 17.40 2.47
Hsp70-1A/B 17.40 3.10
Hsp70-8 17.85 1.64
Hsp70-Grp75 17.16 1.90
metabolism
enolase 3 14.51 5.28
LDHB: lactate dehydrogenase chain B 19.69 3.89
MDHI: malate dehydrogenase 1 15.71 3.67
oxidative resistance
DJ-1: Parkinson’s disease protein 7 16.13 2.78
Prdx6: cis-peroxiredoxin 13.69 1.34
SODI: superoxide dismutase Cu/Zn 16.26 1.36
proteolysis
p-calpain 16.50 1.99
structure
CapZ-f: F-actin-capping protein subunit 15.90 2.33
actin 19.45 3.58
MyBP-H: myosin binding protein H 15.18 2.94
MyLC-1F: myosin light chain 1F 15.74 1.47
MyHC-I: myosin heavy chain-I (%) 19.21 3.65
MyHC-IIA: myosin heavy chain-Ila (%) 23.85 4.34
MyHC-IIx/b: myosin heavy chain-IIx/b (%) 56.94 3.98

Prdx6

Hsp20
LDH-B
ENO3
MyBP-H

CapZ-$
MyHC-1Ix/b
b Hsp70-1A/B
p-calpain
Lightness (L% Redness (a%)
Actin
MyHC-lla '\p,lg?g

MyBP-H
MyHC-I
ENO3
aB-crystallin
Hsp70-8

Hsp40

Yellowness (5%

Figure 2. Venn diagrams depicting a summary of the number of bio-
markers found significantly (P < 0.05) correlated with (a) pH parameters
and (b) color coordinates. The directions of the correlations are presented
in PCAs (Figures 3 and 5).
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Figure 3. Principal component analyses showing relationships between
(a) pHys miw (b) pHs, and (c) pH, and the correlated biomarkers.

(negative) and Hsp70-8 (positive). For pH;}, the model was
almost similar to the pHys ;, model and explained 59% of the
variability (P < 0.001) in terms of LDH-B and actin (negative)
and Hsp70-8 (positive). If included, Hsp27 (negative) was
retained (P < 0.05) in the model, which then explains 67% of
the variability. For ultimate pH, it was not possible to construct
a significant model with three variables. Hence, a fourth variable
was included, producing a model explaining 58% of the variability
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Table 3. Regression Equations of pH,g ..., pH; 1, and Ultimate pH of Longissimus thoracis Muscle of Blond d’Aquitaine Young

Bulls Using Protein Biomarkers

dependent variable adj-R** SE entered independent variable? partial R* regression coefficient t value P value
PHus min 0.47%% 0.17 MDH1 0.11 —0.55 —322 0.005
0.20 actin 0.12 —0.65 —-3.25 0.005
0.20 Hsp70-8 0.25 +0.58 +2.86 0.011
pH;z . 0.597%#% 0.15 LDHB 0.06 —0.66 —4.37 0.000
0.18 Hsp70-8 0.29 +0.87 +4.74 0.000
0.17 actin 0.25 —0.57 —3.24 0.005
pH, 0.58%*3* 0.19 Prdx6 0.31 —0.69 -3.72 0.002
0.23 Hsp70-1A/B 0.08 +0.68 +3.00 0.008
0.33 Hsp40 0.04 -0.86 —2.58 0.020
0.24 MyLC-1F 0.15 +0.58 +2.41 0.028

“Significance of the models: **, P < 0.01; ***, P < 0.001. Variables are shown in order of their entrance in the prediction models.
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Figure 4. Correlations between measured and predicted pHyg i, pHs 1, and ultimate pH parameters using the best models. Adjusted R-squares
corresponding to the prediction equations given in Table 3 for each parameter are shown.

(P < 0.001): Prdx6 and Hsp40 (negatively) and Hsp70-1A/B and
MyLC-1F (positively).

Relationships between Biomarkers and Meat Color
Traits. Pearson correlation analyses revealed that the three
measured color parameters were not correlated (r < 0.29). L*,
a*, and b* values were correlated with 12 biomarker abundances
(P < 0.0S; in Figure 2b). Hsp70-1A/B and p-calpain were cor-
related with all color coordinates: negatively with L* and posi-
tively with a* and b* (Figures S and Figure 6). These two
proteins were correlated together (r = 0.69, P < 0.001). Five
common correlations were found for L* and b*, although direc-
tions differed. L* and b* were correlated with aB-crystallin (r =
—0.56 and 0.55, P < 0.0, respectively), Hsp70-8 (r = —0.68 and
041, P < 0.0S; respectively), MyHC-I (r = —0.53 and 0.50,
P < 0.0S, respectively), ENO3 (r = 0.73 and —0.55, P < 0.01,
respectively), and MyBP-H (r = 044 and —0.53, P < 0.05,
respectively). Hsp40 was positively correlated with both a* and
b* (r = 0.65 and 045, P < 0.01, respectively). Actin (negatively)
and MyHC-Ila (positively) were correlated with L* only (r =
—0.51 and 0.46, P < 0.05, respectively). MDH1 and Prdx6 were
positively correlated with a* only (r = 0.63 and 0.46, P < 0.01,
respectively). These two proteins were closely related (r = 0.50,
P < 0.05). PCAs were carried out for each color coordinate,
introducing only the correlated biomarkers. The first two axes
of the PCA explained 68.8, 77.2, and 75.5% of the variability
between animals of L* (Figure Sa), a* (Figure Sb), and b*
(Figure Sc), respectively.

Regression Models for Meat Color Traits. Simple
correlations between pH values and color coordinates were
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not significant (—0.34 < r < 0.10; p > 0.13). The regression
models using L*a*b* coordinates as dependent and pH and
fiber types as independent variables found a significant model
only for L*, explaining 37.9% of the variability with pH,, (13.5%;
P < 0.05) and MyHC-I (24.4%; P < 0.01): L* = —0.4* pH, —
0.7% MyHC-I. The regression models using L*a*b* color traits
as dependent and biomarker abundances as independent
variables are presented in Table 4 and Figure 7. The models
were significant and explained between 47 and 65% of variability.
The model of L* explained 65% of the variability between
animals (P < 0.0001) by ENO3 (positive) and Hsp70-Grp75
(negative). The model of a* explained 62% of the variability
(P < 0.001) by Hsp40 (positive) and SOD1 and Hsp70-8 (both
negative). The model of b* explained 47% of the variability
(P < 0.01) by pi-calpain (positive) and Hsp70-Grp75 (negative).
Both L* and b* models included Hsp70-Grp7S, explaining 17
and 24%, respectively. All of the L*a* b* color coordinate
models included heat shock proteins, which explained between
17 and 50% of the variability.

B DISCUSSION

Results indicate that L*, a*, and b* color coordinates were
unrelated among themselves and that only L* was weakly
correlated with ultimate pH. Earlier studies on pork and cattle
found correlations between ultimate pH, L*, and b** The
absence of strong correlations with ultimate pH in the present
study can be explained by the fact that ultimate pH values were
within the normal range.’ Redness (a*) is generally more
influenced by early post-mortem pH. Particularly, at least in
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Figure S. Principal component analyses showing relationships between
(a) lightness (L*), (b) redness (a*), and (c) yellowness (b*) and the
correlated biomarkers.

pork, the combination of low early post-mortem thigh muscle
temperature results in protein denaturation that leads to early
inactivation of oxygen-consuming enzymes.5 This promotes
formation of MbO,, leading to higher a* values.”® The absence
of a correlation in the present study may be due to the use of
cattle rather than pigs and/or the narrow range of early post-
mortem pH values, compared to the study by Lindahl et al.’
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Figure 6. Pearson correlation analysis showing significant correlations
(P < 0.05) between L*a*b* color coordinates and both Hsp70-1A/B
and p-calpain.

To increase our understanding of the biochemical mecha-
nisms underlying post-mortem pH decline and color develop-
ment in young Blond d’Aquitaine bulls, the following sections
will discuss the relationships between these variables and the
proteins (biomarkers) measured in the present study using the
Dot-Bot technique.

Relationship between Biomarkers in the Early Post-
Mortem Period and Post-Mortem pH Decline. pH;
PCA and regression analyses show that pH,; ,;, was correlated
with four proteins (Actin, MDHI1, Prdx6, and Hsp70-8), all
implicated in apoptosis. Apoptosis is considered to start a few
minutes after bleeding and to play a major role in the conversion of
muscle to meat.'>*® Apoptosis is initiated due to the hypoxic state
of the muscle cells resulting in changes in the inner mitochondrial
cell membrane that cause the release of pro-apoptotic proteins into
the cytoplasm.”® These events activate the caspase cascade, which is
central in the apoptotic process. Actin is the first protein targeted
by caspases. Actin fragments can induce morphological changes
resembling apoptotic cells and may be used as a probe for
apoptosis detection.'”” In coherence with our findings, proteomic
studies found that in the early post-mortem period, actin fragments
are released and that pH decline and actin degradation were closely
related.'>***

In the early post-mortem period, as long as glycolytic
enzymes are not inhibited by low pH, glycolysis will continue,
thus contributing to the acidification process. MDH1 plays a
pivotal role in the malate—aspartate shuttle operating between
cytosol and mitochondria, which may explain the correlation
between MDH1 and pH,s o MDHI may also be implicated
in apoptosis, as in response to glucose deprivation, MDHI
regulates p53-dependent cell-cycle arrest and apoptosis.®*

In our study, low pH,s i, was also associated with higher
Prdx6, a bifunctional protein with both glutathione peroxidase
(GPx, antioxidative) and phospholipase A2 (PLA,) activities.>
The relationship between Prdx6 and pH decline may be partly
explained by the activity of the PLA, group. This group plays a
significant role in the hydrolysis of phosphatidylcholine (PC),
which is a basic phospholipid present in cell membranes.>
Phosphatidylserine (PS) is the acid phospholipid present in cell
membranes. At the early stages of apoptosis, the phospholipid
distribution in the cell membranes is inverted: PS switches to
the external and PC to the internal leaflet of the membrane by a
flip-flop process.”*** Due to this inversion, protons generated
by glycolysis may be partly absorbed and the acidification
process may be slowed. Due to PLA, activity, PC will be
hydrolyzed, reducing its buffering capacity and thus enhancing
the rate of pH decline in the cytosol.

Hsp70-8, a member of the Hsp70 kDa family, was positively
related to early post-mortem pH. This Hsp is constitutively
expressed in most tissues and essential for survival. It has many
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Table 4. Regression Equations of L*a*b* Meat Color Traits of Longissimus thoracis Muscle of Blond d’Aquitaine Young Bulls

Using Protein Biomarkers

dependent variable adj-R** SE entered independent variable? partial R regression coefficient t value P value
lightness (*) 0.65%** 0.17 ENO 3 0.48 +1.05 +6.14 0.0001
0.17 Hsp70-Grp75 0.17 -0.51 -2.99 0.008
redness (a*) 0.627%%* 022 Hsp40 0.33 +1.22 +5.60 0.0001
0.17 SOD1 0.12 —0.56 —-3.38 0.004
0.20 Hsp70-8 0.17 -0.57 —-2.78 0.013
yellowness (b*) 0.47%% 0.17 pi-calpain 0.23 +0.64 +3.86 0.001
0.17 Hsp70-Grp75 0.24 —-0.48 —-2.92 0.009

“Significance of the models: **, P < 0.01; ***, P < 0.001. YVariables are shown in order of their entrance in the prediction models.

24 24 24
i = j-R2 = i-R2 =|
= 15 Adj-R2=0.65 _ 15| AdiRe=0.62 o © = 15 Adj-R? =0.47
Tn’ 1 oo s 1 (o) ‘;,’ 1
g 8 S $
g 051 g o5 @
£ o g o 3 05
o B 07 2,
5 081 % 05 (o) o
2 1y 2 o T 05
2 2 ' o £
2 1.5 4 2 s 5 .4 o
o S 1.
= 2 = 2] * 'é 4.5 4 08)
25—
25 2-15-1-050 05 1 15 2 25— -2
25-2-15-1 050 05 1 1.5 2 2 151 050 05 1 15 2
H & - "
a Predicted Lightness (L* b Predicted Redness (a*) c Predicted Yellowness (b*)

Figure 7. Correlations between predicted and measured (a) lightness (L*), (b) redness (a*), and (c) yellowness (b*) color traits using the best
models. Adjusted R-squares corresponding to the prediction equations given in Table 4 for each parameter are shown.

housekeeping chaperoning functions including folding of nascent
polypeptides, protein translocation across membranes, chaperone-
mediated autopha§y, and prevention of protein aggregation under
stress conditions.” Due to its protective functions, increased
metabolic activity may have led to increased levels and vice versa,
explaining its relationship with early post-mortem pH.

pHs . PCA and regression analyses show that 3 h post-
mortem, the biological pathways appear partly similar to those
involved in pHyg ;.. Several other proteins are also involved,
and these new relationships become apparent due to the greater
time span during which protons have been able to accumulate.
The correlated proteins are implicated in glycolysis (ENO3 and
LDH-B), heat stress (Hsp20, Hsp70-Grp75, and Hsp70-8), oxi-
dative resistance (Prdx6 and DJ-1), and structure (actin and
MyBP-H). Results show that high levels of these biomarkers
4S min post-mortem predict low pH about 2 h later. ENO3 and
LDH-B are glycolytic enzymes, and their negative association
with pH; 1, is undoubtedly explained by a faster energy metabolism
resulting in a faster pH decline.

High levels of MyBP-H proteins at 45 min post-mortem
predicted also low pHj ;, post-mortem. MyBP-H is a cytoskeletal
protein interacting with myosin thick filaments in the A-band.*
Its relationship with pH;;, may have been indirect as higher
MyBP-H levels were associated with higher levels of ENO3 and
LDH-B. The Dot-Blot protocol used in the present study
allowed revealing both intact and fragmented protein molecules
in the soluble fraction. Higher MyBP-H levels in the early post-
mortem period would suggest a faster fragmentation of these
structural proteins, which may result from a faster early post-
mortem metabolism.

Higher Hsp20 levels may occur in response to metabolic activity
and pH decline, to stabilize myofibrillar proteins.”” For example,
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Lomiwes et al*® demonstrated that a slight decrease in post-
mortem muscle pH induces a rapid binding of another small Hsp
of the same family, aB-crystallin, to the myofibril. Higher Hsp20
levels 45 min post-mortem may thus have been indicative of a
faster metabolism and consequently be predictive of lower pHj ..

Hsp70-Grp7S was related to pHj 1, pH,, and L* and b* color
coordinates. Hsp70-Grp75 is a cytoprotective chaperone present
in nearly all cellular compartments and induced by 3glucose depri-
vation, Ca** influx, or agents perturbing glycolysis.” It assists in
the import and folding of mitochondrial proteins and protects
cells from glucose deprivation and ROS accumulation.*® Its pro-
tective function may explain the relationship between its higher
levels at 45 min post-mortem and the subsequent faster pH
decline. Hsp70-Grp75 sequesters and inactivates pS3, preventing
its nuclear translocation and apoptosis.*" Hsp70-Grp75 may thus
slow apoptotic and other processes involved in the conversion
of muscle to meat. In addition, Hsp70-Grp75 links the inositol
1,4,5-trisphosphate receptor of the endoplasmic reticulum to
the mitochondrial voltage-dependent anion channels, presumably
enhancing Ca®* trafficking from the endoplasmic reticulum
toward the mitochondria."” This mechanism may also contribute
to the relationship between Hsp70-Grp75 and pH decline as Ca**
exerts regulatory effects on many enzymes and proteins involved
in metabolic and apoptotic processes including in the post-
mortem muscle.'>**

The different functions of Prdx6 have been discussed above.
Hence, increased Prdx6 levels 45 min post-mortem predicted
low pH 3 h post-mortem probably partly due to its PLA, activity
on pH decline. In addition, 3 h post-mortem pH was around 6.2
and less unfavorable for the activity of the GPx group of Prdx6.*>
Thus, approaching 3 h post-mortem, Prdx6 may have acted as an
antioxidant, thereby protecting metabolic activity.
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DJ-1 is another antioxidant protein present in the cytoplasm as
well as in intracellular organelles and scavenges H,O, through
oxidation of Cys-106." DJ-1 is further believed to promote the
expression of a number of mitochondrial enzymes involved in
reactive oxygen species (ROS) removal** Its association with
increased levels of glycolytic enzymes and Prdx6 is coherent with
its association with a faster early post-mortem pH decline.

Ultimate pH. Ultimate pH was earlier found to be correlated
with levels of various muscle 1proteins present in beef and pork
muscles 45 min post-mortem.'’ In the present study, high levels of
structural proteins (actin, CapZ-f, MyLC-1F, and MyHC-IIx/b),
chaperones (Hsp70-Grp75, Hsp70-1A/B, and Hsp40), and oxida-
tive resistance (DJ-1 and Prdx6) proteins 45 min post-mortem
predicted low pH,. In contrast to pH,s .y, and pHj 1, low pH,, was
not predicted by high levels of glycolytic enzymes, although pH
values at different post-mortem intervals were correlated. This is
coherent with the knowledge that the glycolytic rate is not the sole
determining factor for pH,. The extent of pH decline may be
reduced if glycogen reserves are limiting. In the present
experiment, preslaughter stress levels were low and glycogen
levels were not the limiting factor as we have recently showed that
24 h post-mortem the muscles of the same BA bulls contained
residual glycogen.”" If glycogen content is not the limiting factor,
glycolysis stops due to other factors, probably related to the dis-
appearance of AMP and the inactivation of glycolytic enzymes.**

High actin and CapZ-f contents 45 min post-mortem pre-
dicted low pH,. CapZ-f is located in the Z band of the muscle
sarcomere and caps the barbed (plus) end of actin filaments,
inhibiting polymerization.*® A proteomic study found that
CapZ-f was retained in the insoluble fraction of the protein
extraction and that levels declined during the 48 h following
slaughter,' indicative of progressive CapZ-f3 fragmentation or
detachment from the Z band. As for MyBP-H (cf. above), the
higher levels of actin and CapZ-f in the early post-mortem
period would suggest a relatively fast fragmentation of these
structural proteins. The association between faster structural
protein degradation and higher levels of protective proteins
(Prdx6, DJ-1, Hsp70-Grp75) 4S min post-mortem may thus
express a faster metabolism. The association between higher
levels of protective proteins and lower pH, suggests that these
pathways effectively protected the cell against adverse events
such as oxidative stress, presumably retarding apoptosis and
preserving energy metabolism. The association between high
MyHC-IIx/b content and high ultimate pH may seem unexpected.
A higher MyHC-IIx/b content is usually associated with higher
glycogen content and a potential for a faster metabolism, which,
depending on the slaughter conditions, may result in a lower, rather
than a higher, pH,.>

Meat Color Traits. Mean L* values of the meat samrles of
the BA breed were within the range of normal values.”” The
redness (a*) values were lower and yellowness (b*) values were
higher than those reported in the literature.*® This may be partly
due to the relatively high content of glycolytic fibers of the LT
muscle of the BA breed.”® These fibers contain less myoglobin,
resulting in lower redness, and are less efficient in oxygen
exchange compared to oxidative fibers, resulting in a less reductive
environment and thus promoting MbO, formation with a net
result of greater yellowness.”®

Relationships between Biomarkers and Meat Color
Traits. PCA and regression analyses showed that L*, a*, and b*
values were correlated with 10, 7, and 10 biomarker abundances,
respectively. L* and b* showed seven correlations with the same
proteins but in the opposite direction. The present study used
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proteins related to various beef sensory qualities including
tenderness.'* Although proteomic studies on pork, beef, and fish
found relationships between color and proteins involved in
muscle contraction, metabolism, heat stress, signaling, and other
functions,'®™"? little information exists on the relationships
between beef color and biomarkers validated for other meat
qualities.*’

In the present study, p-calpain and Hsp70-1A/B were
correlated with the three color coordinates. Similarly, Joseph et al.'®
identified three overabundant chaperone proteins that were related
to beef meat color stability, including a Hsp-1B of 70 kDa.
Kwasiborski et al.'' found a negative correlation between abun-
dance of an Hsp70 isoform (Hsp72 or Hsp70-1A/B) 4S min post-
mortem and L* in pig LT muscles. Hsp70-1A/B is a member of
the inducible Hsp70 family and is abundantly induced in response
to cellular stress, possibly due to its function to preserve proteins.*’
One hypothesis is that inducible Hsp70s and p-calpain influence
certain meat color coordinates interactively. First, post-mortem
ROS damage of the endoplasmic reticulum of the cells leads to
the liberation of Ca®* in the cytosol, which activates y-calpain.
Structural proteins are a major substrate of y-calpain, and their
characteristics influence meat color aspects. Second, inducible
Hsp70s may interfere in this process. Post-mortem, oxidative stress
induced by a product of lipid peroxidation, 4-hydroxy-2-nonenal
(4HNE), an a,f-unsaturated aldehyde,8 causes carbonylation of
Hsp70,% thus inactivating it. It was recently reported that in
monkey hippocampal CAl neurons, carbonylated Hsp70s are key
substrates of y-calpain.®’ If this pathway exists also in muscle,
the carbonylated forms of inducible Hsp70 may be hydrolyzed
by p-calpain.®' 4-HNE may also contribute to the phenomenon as
it may cause disruption of Ca’* homeostasis, membrane and
structure damage, and cell death.>* In support of this hypothesis,
4-HNE was reported to affect meat color by formation of several
adducts with muscle proteins, thus modifying protein function-
ality.>>>* Thus, increased levels of carbonylated Hsp70s will protect
structural proteins against p-calpain activity, thereby deferring
changes in the structure of pigment and myofibrillar proteins,
influencing hence reflectance and other aspects of meat color.
Inducible Hsp70 binds also with membrane phospholipids® and
interacts with PLA2 activity*® and may thus participate in reactions
involving phospholipids, pH decline, and apoptosis onset.

Other Hsps were also correlated with color coordinates.
Hsp70-8 and aB-crystallin were negatively and positively correlated
with L* and b*, respectively. Hsp40 was positively correlated with
a*. Other studies found also relationships between Hsp contents of
the early post-mortem muscle and color coordinates. Zhang et al.>”
reported opposite relationships between Hsp90 contents in the
early post-mortem muscle and L* and b* in pigs. The involvement
of Hsps in meat color may be in part related to their protective role
against protein denaturation known to affect the reflectance of
meat aspects."” Overall, these relationships indicate that inducible
and constitutively expressed Hsps may play a major role in the
determination of meat color.

The association between slow twitch oxidative fibers (type I)
and L* and b* coordinates may be related to their relatively high
content of myoglobin, which explains part of the variation in meat
color.® In addition, they contain high levels of inducible Hsp70, of
which the potential role has been described above.

The positive correlation between redness (a*) and Prdx6
can be explained by the involvement of the GPx group, which
has antioxidative properties. Tang et al.>® reported that adding
glutathione to bovine muscle cytosol improved MbO, redox
stability, allowing increased redness. The present study found
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also a positive correlation between MDH1 and a* values. Glycolytic
enzymes were earlier found to be positively correlated with
redness (a*) in beef.'*'® In the presence of a reductor, MetMb
can be converted back into Mb. The reduction process is
primarily enzymatic in nature with NADH as cofactor and can
take place under anaerobic or aerobic conditions." The glycolytic
pathway allows the production of NADH,"** which may explain
the correlation between a* and MDHI.

While many studies have shown relationships between beef
color and protein biomarkers after >24 h post-mortem, the
present study shows that protein biomarkers present in the early
post-mortem period may predict subsequent pH decline and color
development. Overall, the results show that correlations between
pH decline, meat color coordinates, and protein biomarkers reflect
existing knowledge on post-mortem muscle processes involved in
pH decline and meat color determinism. The role of the
distribution of muscle fibers is probably due to their myoglobin
content, directly influencing color, and mitochondria content,
involved in the initiation of the apoptosis process. The
involvement of Hsps and oxidative proteins is explained by their
protective functions, thereby preserving metabolism and retarding
proteolysis and apoptosis onset. Antioxidants maintain further the
redox state, thus stabilizing myoglobin. Prdx6 plays an important
role, probably due to its dual functions of antioxidant and
phospholipase activities. Enzymes of the glycolytic pathways
influence pH decline and thus, indirectly, color stability, but deliver
also energy and cofactors (NADH) allowing reduction of MetMb.
The degree of fragmentation of structural proteins reveals the
proteolytic and apoptotic status of the cell, and being substrates
that may also enhance these processes. pH plays an important
role as it influences the activity of at least part of the proteins
(e.g, sHsps and Prdx6).

Thus, several of the tested biomarkers have been identified as
being relevant for the traits of interest, and their relationships
with the traits have been discussed in terms of possible
underlying biochemical mechanisms. Before these biomarkers can
be used as an industrial tool, further developments are needed.
For example, the robustness of the relationship, in terms of breed,
gender, feeding regimen, and muscle, should be investigated.
The knowledge presented here should allow a greater under-
standing of similarities but also of differences that may exist with
other animal types than the one studied. In addition, techniques
for routine measurements must be develog)ed (for example, Dot-
Blot or antibody microarray techniques'*®). Once developed, the
meat industry may benefit from the use of biomarkers as a tool for
investigation, monitoring, or decision/management. In addition,
knowledge of the biochemical pathways involved in meat color
development and stability may be used to control or improve
meat aspects under field conditions. As indicated above, addition
of pyruvate to beef cuts improved meat color, as pyruvate regene-
rates NADH through the TCA cycle, leading to MetMb reduc-
tion.® Similar results were obtained for the addition of NAD,
lactate, or LDH.
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Résumé :

Parmi les caractéristiques de la qualité de la viande, la couleur semble étre un critére
important dictant les décisions a I’achat de la viande. Le présent travail fournit de nouvelles
hypotheses sur les mécanismes impliqués dans le déterminisme de la couleur de la viande
chez les jeunes taurillons de la race Blonde d'Aquitaine en utilisant une liste de biomarqueurs
établie par notre groupe. Les relations entre cette liste de biomarqueurs et les parametres de
la couleur L*a*b* dans le muscle Longissimus thoracis de 21 jeunes taurillons de la race
Blonde d'Aquitaine ont été investiguées. Les coordonnées L*a*b* ont été correlées avec 9, 5
et 8 des 21 biomarqueurs, respectivement. Des modeéles de régression expliquent entre 47 et
65% de la variabilité entre les coordonnées L*a*b* de la couleur. Les résultats suggérent que
le développement de la couleur et de la tendreté partagent des voies métaboliques communes.
Nos résultats montrent pour la premiere fois que la protéine du stress thermique Hsp70-1A/B
et la p-calpaine influencent interactivement les trois parametres de la couleur de la viande de

la race Blonde d'Aquitaine.

Mots clés : Bovin; Blonde d’Aquitaine ; couleur de la viande ; pH ; biomarqueurs ; post-

mortem ; mécanismes biologiques.
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PROTEOMIC BIOMARKERS OF MEAT COLOUR OF BLONDE
D’AQUITAINE YOUNG BULLS: TOWARDS A BETTER
COMPREHENSION OF THE BIOLOGICAL MECHANISMS

Mohammed Gagaoua1’3, E. M. Claudia Terlouwl’z, Didier Micoll’z, Abdelghani Boudjellal3, Jean-
Frangois Hocquette'?, Brigitte Picard '
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Abstract — Relationships with CIE-L *a*b* colour traits
of protein biomarkers known to be related to
tenderness were studied in Longissimus thoracis
muscles from 21 French Blonde Aquitaine young bulls.
L*, a* and b* coordinates were correlated with 9, 5 and
8 of the 21 biomarkers, respectively. Regression models
explained between 47 and 65% of the variability
between individuals in L*a*b* values. Results suggest
that development of colour and tenderness may share
common biological pathways. They further show that
inducible Hsp70s and p-calpain influence the three
colour parameters interactively.

Key Words — beef meat, biomarkers, colour, biological
mechanisms.

L INTRODUCTION

Meat industry needs to predict and control meat
quality to guarantee good quality to consumers. Over
the last decade, a number of biomarkers were found
to be related to the underlying mechanisms which
determine tenderness and which may help increase
the economic value of meat [1]. These biomarkers
are representative of several biological functions and
were recently used to propose prediction equations of
meat sensory qualities [2, 3]. Among meat quality
characteristics, colour appears important in dictating
meat purchase decisions [4]. The present work
provides new insights in mechanisms involved in the
determinism of the colour of meat of young bulls of
the Blonde d’Aquitaine (BA) breed, using the above
mentioned biomarkers. The BA breed produces meat
of good quality but with a light colour which may
hamper purchase by consumers.

IL MATERIALS AND METHODS

This study used 21 young bulls of the BA breed
finished over two consecutive years (two replicated
groups). At 12 months of age, they were subjected to
a 105 day finishing period until slaughter. Diets
consisted of concentrate (75%) and straw (25%).

Animals were slaughtered at about 500 days of age at
a live weight around 635 kg. They were slaughtered
at the experimental abattoir of the INRA Research
centre in compliance with the current ethical
guidelines for animal welfare. Longissimus thoracis
(LT) samples were excised from the 6™ rib, 30 min
after slaughtering for Dot-Blot analysis. Instrumental
meat colour measurements (24h post-mortem) for
lightness (L *), redness (a*) and yellowness (b *) were
recorded directly on the muscle tissue using a
Minolta Chroma meter (model CR-300), equipped
with a 0° viewing angle. Freshly cut 2.5 cm thick
slices of muscle overwrapped on a polystyrene tray
were used. Before measurement, the samples were
refrigerated (1°C) for at least 1h. The Chroma meter
was regularly calibrated using its standard white
calibration tile (Y = 93.58, x = 0.3150, y = 0.3217).
Three replicate measurements were taken and an
average value was used for analysis. For Dot-Blot,
samples were immediately frozen in liquid nitrogen
following sampling and stored at -80°C until protein
extraction. Total protein extractions were performed
according to the protocol of Bouley et al. [5]. The
abundance of 18 proteins [3] was quantified by Dot-
Blot according to Guillemin et al. [6] using specific
antibodies and expressed as arbitrary units. Three
other biomarkers corresponded to myosin heavy
chains were determined according to Picard et al. [7]
using an adequate SDS-PAGE and expressed in
percentage (%). For subsequent statistical analyses
except descriptive  statistics, all data were
standardized for replicate using the Proc Standard of
SAS 9.2 to obtain Z-scores. Multiple regression
analyses were carried out using colour parameters as
dependent variables and the 21 protein biomarkers as
independent variables following the procedure
recently described by [3]. Pearson correlation
coefficients were generated from the Proc Corr of
SAS. PCA analyses for each colour parameter were
carried out using all significant correlated variables.
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III.  RESULTS AND DISCUSSION

Mean and standard deviations of colour parameters,
and protein biomarkers abundances are displayed in
Table 1. Although no information was available in
the literature for Blonde d’Aquitaine meat colour,
mean values of L* a* b* were within the range of
values reported for LT muscles from young bulls of
breeds producing relatively light meat [8]. The three
colour parameters were not correlated (r < 0.29). L*
a* b* values were correlated with various biomarker
abundances (P < 0.05) and these were introduced in
the PCAs (Fig. 1la — c¢). Hsp70-1A/B and p-calpain
were correlated with the three colour traits:
negatively with L* and positively with a* and b*.
Seven common correlations were found for L* and
b*: they were correlated with aB-crystallin, Hsp70-
1A/B, Hsp70-8, MyHC-I, p-calpain, Enolase 3 and
MyBP-H (Fig. la and c), although directions
differed. Hsp40 was positively correlated with both
a* and b* Actin (negatively) and MyHC-Ila
(positively) were correlated with L* only. Prdx6 and
MDH1 were positively correlated with a* only.
Recent proteomic studies on the colour of pork, beef
and fish found relationships with proteins involved
in muscle contraction, metabolism, heat stress,
signalling and other functions [9-12]. The present
study used proteins related to beef tenderness and
other sensory meat qualities [1-3]. Few reports exist
on the relationships between beef colour and other
meat quality biomarkers. Many of the proteins
identified in other studies have similar biological
functions to those used in our study. In agreement
with our findings, negative correlations between a-
actin and oB-crystallin were found with L* in pork
[13]. Kwasiborski et al. [14] found similarly a
negative correlation between a Hsp70 isoform
(Hsp72 or Hsp70-1A/B) and L* in pig LT muscle.
Zhang et al. [15] reported opposite relationships
between Hsp90 and L* and b* values but not with
a* in pig muscle. Hsp70s are a class of molecular
chaperones implicated in the protection of cells from
harmful aggregations of denatured proteins during
and following various insults such as heat, ischemia
and oxidative stress [16]. Hsp70-1A/B, Hsp70-8 and
u-calpain were negatively correlated with Enolase 3,
a glycolytic enzyme described as a hypoxic stress
protein providing protection of cells by increasing
anaerobic metabolism [17]. Enolase 3 and MyBP-H
were closely associated and positively correlated
with L* and negatively with 6* (Fig. la and c).
Glycolytic enzymes (e.g., phosphoglucumutase-1,

Table 1. Mean and standard deviation of colour parameters
and protein biomarkers abundances of Longissimus thoracis

muscle of French Blonde d’Aquitaine young bulls.

Variables Mean S.D.
Colour

Lightness (L*) 3690 3.24
Redness (a*) 12.23 1.67
Yellowness (b*) 15.67  2.57

Protein biomarkers abundances (arbitrary units or %)

Heat shock proteins
Hsp27 19.04 533
Hsp20 1739  3.55
aB-crystallin 15.61  4.23
Hsp40 1740 247
Hsp70-1A/B 1740  3.10
Hsp70-8 17.85 1.64
Hsp-Grp75 17.16 1.90
Metabolism
Enolase 3 14.51 5.28
LDHB: Lactate dehydrogenase chain B 19.69  3.89
MDH1: Malate dehydrogenase 1 15.71  3.67
Oxidative resistance
DJ-1: Parkinson disease protein 7 16.13  2.78
Prdx-6: Cis-peroxiredoxin 13.69 1.34
SOD1: Superoxide dismutase Cu/Zn 16.26 1.36
Proteolysis
p-calpain 16.50  1.99
Structure
MyBP-H: Myosin Binding protein H 15.18 2.94
CapZ-B: F-actin-capping protein subunit 3 1590 233
Actin 1945  3.58
MyLC-1F: Myosin Light chain 1F 15.74 1.47
MyHC-I: Myosin Heavy chain-I (%) 19.21 3.65
MyHC-IIA: Myosin Heavy chain-Ila (%) 2385 434
MyHC-IIx/b: Myosin Heavy chain-IIx/b (%) 56.94  3.98

GAPDH, p-enolase ...etc.) were earlier found to be
positively correlated with a* values in beef [10,
11].The glycolytic pathway allows the production of
NADH which is an important co-factor influencing
metmyoglobin formation [18]. Prdx6 (Fig. 1b),
correlated with a* and MDHI1, is a bifunctional
protein with both glutathione peroxidase and
phospholipase A, (PLA;) activities. Prdx6 is further
related to apoptosis. This pathway involves
phosphatidylserine externalisation (flip-flop
mechanism) and phosphatidylcholine internalisation,
one of the hallmarks of the onset of apoptosis in
postmortem muscle. Phosphatidylcholine is a key
substrate of PLA, and able to neutralise the protons
generated by glycolysis. This may explain the strong
relationship (r = 0.50; P < 0.01) between Prdx6 and
MDHI, an enzyme using NADP® as a cofactor
observed in the present study. MDHI1 plays pivotal
roles in the malate-aspartate shuttle operating
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between cytosol and mitochondria. This enzyme is
also involved in gluconeogenesis.

In the present study, inducible Hsp70-1A/B and
Hsp70-8 were negatively and positively correlated
with L* and b*, respectively. In accordance, Joseph
et al. [10] identified three overabundant chaperone
proteins related to beef meat colour stability,
amongst which a Hsp-1B of 70 kDa. In the present
study, Hsp70-1A/B and Hsp70-8 were further
positively correlated with p-calpain (r = 0.69 and
0.58; P < 0.01). The latter three proteins were also
positively correlated (r between 0.61 and 0.75, P <
0.01) with MyHC-I (slow oxidative fibres) known to
be associated with high levels of Hsp72 [19].
Inducible Hsp70s and p-calpain may influence meat
colour interactively. First, post-mortem, reactive
oxygen species (ROS) damage the endoplasmic
reticulum (ER) of the cells liberating Ca®", which
activates in turn, p-calpain. Structural proteins are a
major substrate of p-calpain and their characteristics
influence meat colour aspects. Second, inducible
Hsp70s may limit in this process. Oxidative stress
induced by a product of lipid peroxidation, 4-
hydroxy-2-nonenal (4-HNE), a o,f-unsaturated
aldehyde, causes carbonylation of Hsp70 [20], thus
inactivating it. It was recently reported that in
monkey hippocampal CAl neurons, carbonylated
Hsp70s are key substrates of p-calpain [21]. If this
pathway exists also in muscle, this forms of inducible
Hsp70, rather than structural proteins, may be
hydrolysed by p-calpain [21, 22]. 4-HNE may further
contribute to the phenomenon as it may cause
disruption of Ca** homeostasis, membrane and
structure damage, and cell death [23]. In support of
this hypothesis, 4-HNE was reported to affect meat
colour by formation of several adducts with muscle
proteins, thus modifying protein functionality [24].

Table 3. Prediction equations (best explanatory models) of
colour parameters of Longissimus thoracis muscle of
Blonde d’ Aquitaine young bulls using protein biomarkers.

Entered
Dependent  Adj- . Partial Regression
variable R independent  ~"p, " pefficient - vAIUC
variable
Lightness  0.65  Enolase 3 0.48 +1.05  0.0001
K
() Hsp70-Grp75  0.17 ~051  0.008
Redness  0.627  Hsp40 0.33 +1.22 0.0001
(@®) SOD1 0.12 ~0.56  0.004
Hsp70-8 0.17 -0.57  0.013
Yellowness  0.47"  |i-calpain 0.23 +0.64  0.001
") Hsp70-Grp75 024 048 0.009
(b

"Variables are shown in order of their entrance in the prediction models.

Significance of the models: ** < (0.01; *** <0.001.
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Figure 1. Principal component analysis (PCA) of meat
colour traits. a) PCA of Lightness (L*); b) PCA of
redness (a*); ¢) PCA of yellowness (b*) using only the
significantly (P < 0.05) correlated biomarkers.
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These results suggest also that the presence of slow
twitch oxidative fibres (type ) has a relatively strong
impact on meat colour. First, they contain many
mitochondria which generate ROS under hypoxic
conditions. In addition, they contain high levels of
MyHC-I, inducible Hsp70 and myoglobin, all
potential substrates for proteolysis and structural
modifications. In conclusion, the interaction between
inducible Hsps and p-calpain may defer changes in
the structure of pigment and myofibrillar proteins,
influencing aspects of meat colour.

The regression models of the L* a* b* are presented
in Table 2. The models were significant (P < 0.01)
and explained between 47 and 65 % of the
variability. The models differed according to colour
trait, but all show that Hsp proteins play an important
role. The models for L* and b* included further
Enolase 3 and p-calpain, respectively. Redness (a*),
considered as indicator of meat discoloration, was
further related to SOD1 (involved in detoxification of
ROS reported to affect meat colour).

IV.  CONCLUSION

The present results show that research wusing
proteomics may help to understand the biological
mechanisms involved in beef colour development
and stability. Colour traits appear to be related to
biological pathways that are also involved in
tenderness of beef. Hsp70-1A/B, recently described
as a good predictor of meat tenderness [3], may thus
also play a central role in meat colour traits. Protein
biomarkers may be used to predict meat colour and
to elucidate the biochemical mechanisms involved.
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Biomarkers of meat sensory qualities of Angus beef breed: towards the development of
prediction equations

« Qualités sensorielles de la viande et stress oxydant en race Angus »
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Oury, A. Boudjellal, J. F. Hocquette, B. Picard

Publié dans le numéro spécial de Viandes & Produits Carnés, 15°™ JSMTV, pp. 137-8.

Résumé :

L’étape actuelle consiste a valider la liste de biomarqueurs identifiés sur différents types
d’animaux et plusieurs muscles de différents niveaux de qualité sensorielle. Cette étude vise
a tester la pertinence d’autres variables, tels que des indicateurs de la peroxydation des
lipides, de I’oxydation des protéines et du stress oxydant, dans les équations de prédiction
des qualités sensorielles de la viande de la race Aberdeen Angus aux muscles de type rouge
lent oxydatif. Nous avons présenté dans cette étude les premiéres équations de prédiction
obtenues en incluant d’autres variables supplémentaires que les biomarqueurs. Comme
résultats préliminaires, la compilation des biomarqueurs et parametres indicateurs de
différents processus biochimiques nous a permis d'améliorer significativement le pouvoir de
prédiction. Pour le cas de la race Aberdeen Angus, les modéles expliquent plus de 60% de la
variabilité des attributs sensoriels étudiés, atteignant 75% pour I’appréciation globale. Les
équations de prédiction obtenues comprennent des biomarqueurs liés au stress oxydant.

Mots clés: Bovin; Biomarqueurs; qualités sensorielles; peroxydation; modéles de

prédiction ; Angus
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Abstract: Biomarkers of meat sensory qualities of Angus beef breed: towards the development of prediction
equations

The development of accurate biomarkers of meat quality represents an important technological challenge in meat
science. This study presents prediction equations of meat sensory qualities using a list of protein markers combined
with other indicators of lipid peroxidation, protein oxidation and oxidative stress. The compilation of different
biochemical process indicators allowed us to significantly improve the prediction power. For the Angus breed, whose
muscles are known to have relatively high levels of oxidative metabolism, models were able to predict over 60% of the
variability of the sensory attributes, reaching 75% for overall liking. The prediction equations obtained include
biomarkers belonging to the oxidative stress proteins.

Introduction

Depuis le début des années 90, des études scientifiques cherchent a identifier des marqueurs biologiques (ou
biomarqueurs) des qualités des viandes qui permettraient la classification des carcasses apres abattage en termes de
qualités sensorielles. Ce défi suscite un grand intérét des industriels afin de répondre aux exigences des consommateurs
qui attendent une qualité constante et satisfaisante. De nombreuses équipes de recherche ont mené des projets
transversaux afin de comprendre les mécanismes sous-jacents impliqués dans le déterminisme des qualités des viandes.
Pour atteindre ces objectifs, différentes techniques de génomique, transcriptomique, protéomique,....ont été utilisées
pour comparer des groupes de tendreté forte ou faible constitués a posteriori. Grace a cette stratégie, notre équipe a pu
identifier une série de biomarqueurs potentiels des qualités sensorielles de la viande bovine, en particulier de la tendreté
(Guillemin et al., 2011; Picard et al., 2012; Picard et al., 2013). L’étape actuelle consiste & valider ces biomarqueurs sur
différents types d’animaux et plusieurs muscles de différents niveaux de qualité sensorielle. Par exemple, dans le cadre
du projet européen « ProSafeBeef» (www.prosafebeef.eu), nous avons récemment validé la relation entre 21
biomarqueurs protéiques et la tendreté de la viande sur trois races différentes par leur précocité : Blonde d’Aquitaine,
Limousine et Aberdeen Angus (Picard et al., 2013). Cette étude vise a tester la pertinence d’autres variables, tels que
des indicateurs de la peroxydation des lipides, de I’oxydation des protéines et du stress oxydant, dans les équations de
prédiction des qualités sensorielles de la viande de la race Aberdeen Angus aux muscles de type rouge lent oxydatif.

Matériel et méthodes

L’expérimentation a porté sur 21 taurillons de race Aberdeen Angus (une race précoce et grasse) en finition a 1’Unité
expérimentale du Centre de recherche de 'INRA de Theix. Les animaux ont ét€ abattus a un 4ge moyen de 17 mois.
Des échantillons du muscle Longissimus thoracis (LT : entrecOte), ont été prélevés au niveau de la 6™ cote de la
carcasse 30 minutes (pour le Dot-Blot) ou a 24h aprés la mort de I’animal (pour les autres analyses). Les échantillons de
muscles ont été coupés en petits cubes, immédiatement congelés dans 1’azote liquide et conservés a -80°C jusqu’a la
quantification des 18 protéines par Dot-Blot (Guillemin et al., 2009). Les protéines analysées sont relatives au stress
(aB-Crystalline, Hsp20, Hsp27, Hsp40, Hsp70-1B, Hsp70-8, Hsp70/Grp75), au métabolisme énergétique (Lactate
déshydrogénase, Malate déshydrogénase 1, Enolase 3), a la structure du muscle (CapZ-f, a-actine, MyLC-1F, MyBP-
H), aux mécanismes de défense contre le stress oxydant (PRDX6, SOD1, PARKY7) et a la protéolyse (pn-calpaine). La
proportion des différentes isoformes de chaines lourdes de myosine (MyHC : Myosin Heavy Chains) a été évaluée
suivant Picard et al. (2011). L’oxydation des protéines a été mesurée par le dosage des carbonyles protéiques apres 1 et
14 jours de maturation (Mercier et al., 1998). L’oxydation des lipides a été évaluée avant et aprés cuisson par la mesure
du malondialdéhyde (MDA) (Mercier et al., 1998). L’extraction des lipides totaux a eu lieu a partir d’un broyat de
viande suivant la méthode de Folch et al. (1957). Puis I’analyse de la composition en acides gras a été réalisée par
chromatographie en phase gazeuse (Gobert ez al., 2010). Les contenus en antioxydants de type vitamine E et A ont été
déterminés sur la poudre homogéne de viande avant et aprés cuisson par chromatographie en phase liquide a haute
performance (Gobert et al., 2010). L’analyse sensorielle a été effectuée par un panel de dégustation (12) en attribuant
sur une échelle non structurée (de 0 a 10) une note de : tendreté globale, jutosité, flaveur et appréciation globale pour
des morceaux de viande grillés a une température a ceeur de 55°C (Gagaoua et al., 2013). Des équations de prédiction
des attributs sensoriels mesurés ont été obtenues par régressions multiples pas a pas en utilisant le logiciel Xlstat, 2009.



Résultats

Les modéles de prédiction obtenus pour chaque attribut sensoriel sont présentés dans le tableau 1 et illustrés dans la
figure 1. Les résultats montrent que la vitamine E aprés cuisson est retenue comme variable explicative et rentre dans
I’ensemble des modeles de prédiction (positivement) excepté celui de la jutosité. Les carbonyles aprés 14 jours de
conservation sont retenus dans 1’ensemble des modeles (négativement) excepté celui de la tendreté. Les acides gras
polyinstaurés (AGPI) sont impliqués (négativement) dans la prédiction de la jutosité et la tendreté, alors que les lipides
totaux ont un lien négatif avec la flaveur. Les protéines liées au stress oxydant sont retenues (négativement) pour la
prédiction de la tendreté (PARK?7, un senseur de stress oxydatif), de la flaveur et de I’appréciation globale (PRDX6, une
enzyme anti-oxydante). Par ailleurs, le MDA, produit terminal majeur de la lipoperoxydation, n’a été retenu que dans la
prédiction de la flaveur. L’énolase 3, une isoenzyme de la glycolyse, a une tendance & expliquer une part de la jutosité
et de I’appréciation globale.

Discussion

Ces données montrent que les protéines liées a 1’oxydation des protéines et des lipides, ou impliquées dans la défense
contre le stress oxydant, sont associées aux différentes qualités sensorielles de la viande. Ces résultats peuvent
s’expliquer par I’hypothése que suite a I’exsanguination, la privation en oxygeéne augmente la production d’espéces
radicalaires réactives a 1’oxygéne (ROS) dans les mitochondries des cellules musculaires (Murphy, 2009). Face a ce
stress oxydatif, les cellules vont devoir mobiliser tous les mécanismes de défense cellulaire impliquant leurs protéines
anti-oxydantes endogénes, les vitamines et différentes protéines de stress (Hsp) pour piéger les radicaux libérés et
réduire leur toxicité afin de restaurer 1'homéostasie. Les mécanismes d'implication de ces protéines de défense
conduisant aux différentiels de qualité restent a élucider.

Ordre des variables

entrant dans le modéle Tendreté Jutosité Flaveur Appréciation globale
1 — Vitamine A (AC) *** + Hsp70-1B *** — PRDX6 ** — PRDX6 ***

2 + Vitamine E (AC) *** — AGPI totaux ** + MDA (AC) * — Hsp40 *

3 — AGPI totaux *** — Carbonyles 14 j * + Vitamine E (AC) ** — Carbonyles 14 j ***
4 — PARK?7 ** — Hsp70/Grp75 * — Carbonyles 14 j ** + Vitamine E (AC) ***
5 —MyHC-Ila * — Enolase 3 — Lipides totaux * —Enolase 3

6 / / / + Hsp70-1B *
P-values du modéle 0,002 0,001 0,002 0,000

Signification :t: P<0,1 ;*:P<0,05;**: P<0,01;***:P<0,001.
Abréviations : Prdx6 : Peroxiredoxin 6 ; Hsp : Heat Shock Proteins (protéines de stress thermique); MDA : Malondialdéhyde ; PARK7 :
Parkinson disease protein 7 ; MyHC : Myosin Heavy Chain (myosines a chaines lourdes) ; AGPI : Acides gras Polyinsaturés ; AC : apres cuisson.

Tableau 1. Modeles de prédiction des qualités sensorielles de la viande bovine de la race Aberdeen Angus.
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Figure 1. Corrélations entre les attributs sensoriels prédits par les modéles (abscisses) et les attributs mesurés
(ordonnés) dans les échantillons du muscle LT de la race Aberdeen Angus.

Conclusions

Ce travail montre que la combinaison des biomarqueurs de tendreté et des indicateurs de peroxydation, d’oxydation des
protéines et des lipides, arrive a prédire les principales qualités sensorielles de la viande de la race Angus a plus de 60%
et allant & 75% pour I’appréciation globale. Nous confirmons ainsi le réle important de certaines protéines et leur
pertinence dans 1’utilisation a terme dans un test pratique. La contribution de ces nouvelles variables au déterminisme
des qualités des viandes d’autres races aux muscles de type plutdt glycolytique reste a étudier. Des investigations
détaillées permettront de mieux comprendre le role des mitochondries, qui sont le siége de la génération des radicaux
libres dans la mise en place des qualités des viandes. Enfin, une validation croisée est en cours sur plusieurs types
d’animaux et avec des effectifs plus importants.
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Introduction

Ces derniéres années, il y a eu un engouement croissant concernant la relation entre les
protéines et leurs genes apparentés, avec les parameétres de la qualité de la viande. La
protéomique fonctionnelle a pour objectif, de dévoiler I’identité et les fonctions biologiques
des protéines en combinant les stratégies électrophorétiques et de séquencage a haut débit. Ces
stratégies peuvent étre utilisées pour rechercher et identifier des biomarqueurs, qui
permettraient de predire précocement les qualités sensorielles de la viande, telle que la tendreté
(Jia et al., 2009; Te Pas et al., 2011; Polati et al., 2012; Ouali et al., 2013; Gagaoua et al.,
2014; Picard et al., 2014; Pierzchala et al., 2014; Gagaoua et al., 2015a; Gagaoua et al.,
2015b). Les biomarqueurs sont des indicateurs quantifiables des processus biologiques et
peuvent jouer un réle prépondérant pour une meilleure compréhension des processus
biochimiques liés a la transformation du muscle en viande et la mise en place de ses différentes
qualités (Picard et al.,, 2010; Te Pas et al., 2011). Une meilleure connaissance et
compréhension de la conversion du muscle en viande permettra i) d'évaluer la qualité
sensorielle des produits animaux, ii) de faciliter la mise en place des processus de sélection
génétique, iii), d’aider a évaluer le potentiel de la qualité sensorielle des viandes boucheéres, et
iv) d’orienter les systemes d'élevage et de sélection pour garantir des viandes aux qualités
escomptées.

Actuellement, il existe une tres large liste de protéines liées a divers aspects de la qualité de
la viande. Les nombreuses études conduites par le passe ont montré une certaine cohérence,
concernant les protéines identifiées, notamment les voies biologiques impliquées lors de
I’acquisition des différentes qualités de la viande. En général, les protéines identifiées et
impliguées dans cette mise en place de la qualité sont associées a des fonctions biologiques
diverses telles que: la protection contre le stress, le métabolisme énergétique, l'activité
mitochondriale et I'apoptose, la protéolyse, et aussi des protéines de structure (Ouali et al.,
2013). Toutefois, I'impact et le role que ces voies biologiques peuvent jouer dans le
développement de la qualité de la viande different considérablement entre les études et méme
entre les races et muscles étudiés (Picard et al., 2014). De méme, bien que ces études montrent
des associations similaires ou différentes, les protéines présentant de fortes corrélations sont
souvent différentes. Ces divergences peuvent étre expliquées en partie par les différences dans
les caractéristiques zootechniques des animaux étudiés (Gagaoua et al., 2015c¢ ; Bourguet et al.,
2015). Des recherches plus poussées concernant les protéines impliquées dans des voies
biologiques similaires ou non sont nécessaires afin de pouvoir espérer une meilleure maitrise
de I’acquisition des qualités de la viande. L’étape suivante serait donc d'identifier des protéines
aux relations robustes, et ce, indépendamment de leur environnement physico-chimique.

Le but de la présente étude, était d'identifier des corrélations robustes entre une liste de
biomarqueurs préalablement validée chez d’autres races bovines ou dans différents muscles et
de discuter les voies biologiques sous-jacentes. Dans ce contexte, nous avons évalué les
abondances des protéines de choc thermique (Hsp), et des protéines impliquées dans le
métabolisme énergétique, la structure, la résistance oxydative et la protéolyse dans deux
muscles (Longissimus thoracis et Semitendinosus) de 3 races continentales a viande (Aberdeen
Angus, la Blonde d'Aquitaine et la Limousine) du projet ProSafeBeef (www.prosafebeef.eu).
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Résumé :

Le développement de biomarqueurs prédictifs de la tendreté de la viande est un vrai défi
pour la filiere bovine. Néanmoins, avant leur utilisation, ces biomarqueurs, doivent étre
validés et largement documentés. La présente étude vise, en étudiant les muscles
Longissimus thoracis (entrecote) et Semitendinosus (rond de gite) de trois races continentales
de jeunes taurillons, a i) identifier a partir d’une liste de biomarqueurs, les voies
métaboliques susceptibles d’étre liées de maniére robuste a la tendreté de la viande, et ii)
révéler les mécanismes biochimiques sous-jacents de la transformation du muscle en viande.
Les intéractomes construits dans cette étude a partir de corrélations robustes, ont révélé des
relations significatives entre les biomarqueurs de la tendreté de la viande. Pour les deux
muscles des trois races, les protéines DJ-1 et Peroxiredoxin 6, ont été trouvees corrélées avec
Hsp20 et u-calpaine, respectivement. Pour les trois races et dans le muscle LT, la p-calpaine
a éte trouvée liée a la proteéine de stress, Hsp70-8. Diverses corrélations étaient muscle-
spécifiques. Pour les trois races, la protéine DJ-1 était corrélée avec Hsp27 dans le muscle
Semitendinosus (ST), et avec ENO3 et LDH-B dans le muscle Longissimus thoracis (LT).
Globalement, dans le muscle LT, de nombreuses corrélations ont été trouvées avec les
protéines liées au métabolisme glycolytique et dans le muscle ST, avec les petites protéines
de stress, a savoir Hsp20, 27 et aB-cristalline. La chaperonne Grp75, appartenant a la famille
des Hsp70, semble jouer un réle clé, vu son implication dans plusieurs voies métaboliques.
Au niveau scientifique, ces resultats réveélent les différents mecanismes biologiques
potentiellement impliqués dans le processus de transformation du muscle en viande. D'autres
études sont nécessaires pour confirmer la stratégie d’exploitation de ces biomarqueurs aux
relations robustes par la filiere viande afin de pouvoir superviser et assurer une bonne qualité
bouchére de la viande bovine.

Mots clés : Biomarqueurs ; Beeuf; muscle ; race ; tendreté de la viande ; Intéractomes de

corrélation.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Articlg history: The development of proteomic biomarkers for meat tenderness remains an important challenge. The present
Received 9 July 2015 study used Longissimus thoracis (LT) and Semitendinosus (ST) muscles of young bulls of three continental breeds
Received in revised form 19 August 2015 (Aberdeen Angus, Blond d'Aquitaine and Limousin) to i) identify cellular pathways robustly related with meat
Accepted 27 August 2015

tenderness, using potential protein biomarkers and ii) describe biochemical mechanisms underlying muscle to
meat conversion. Correlation networks reveal robust correlations, i.e. present for at least two breeds, between
potential meat tenderness biomarkers. For the two muscles of the three breeds, DJ-1 and Peroxiredoxin 6 were

Available online 3 September 2015

gfﬂ;ﬁ}s consistently correlated with Hsp20 and p-calpain, respectively. For the three breeds, p-calpain was related to
Beef Hsp70-8 in the LT muscle. Various correlations were muscle specific. For the three breeds, DJ-1 was correlated
Muscle with Hsp27 for the ST, and with ENO3 and LDH-B for the LT muscle. Overall, in the LT, more correlations were
Breed found between proteins related to the glycolytic pathway and in the ST, with the small Hsps (Hsp20, 27 and

Meat tenderness
Correlation networks

aB-crystallin). Hsp70-Grp75 appeared involved in several relevant biological pathways. At the scientific level,
results give insights in biological functions involved in meat tenderness. Further studies are needed to confirm

the possible use of these biomarkers in the meat industry to improve assurance of good meat qualities.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

In recent years, there has been a growing interest in the relationship
between proteins and related genes, and meat quality traits. Functional
proteomics aim to elucidate the biological function of proteins combin-
ing electrophoretic and protein sequencing technologies. They may be
used to identify molecular markers, or biomarkers, that predict meat
sensory qualities, including tenderness [1-9]. Such biomarkers are
quantifiable indicators of biological processes and may help increasing
our understanding of the biochemical processes related to various
meat qualities [6,10]. Better knowledge of muscle to meat conversion
would i) facilitate genetic selection, ii), help to evaluate the potential
sensory quality of future meat products of existing animals, and iii)
orient rearing systems and genetic choice to obtain desired meat
qualities.

Today, a substantial amount of data exists on proteins that are
related to various meat quality aspects. Studies show good coherence
in the biological pathways involved in the development of meat quality.
Generally, the proteins involved in meat quality are related to protective

* Corresponding author.
E-mail address: brigitte.picard@clermont.inra.fr (B. Picard).

http://dx.doi.org/10.1016/j.jprot.2015.08.022
1874-3919/© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

functions, glycolytic metabolism, mitochondrial activity and apoptosis,
proteolysis, and cell structure [2]. However, the relative impacts of
these biological pathways on meat quality development differ consider-
ably between studies and even between breeds and muscles [3].
Similarly, although these studies find associations between proteins
of similar or different biochemical pathways, the exact proteins that
are correlated often differ. These differences may be explained by
differences in the physical and physiological characteristics of the
animals studied [11]. We need to get further insight in the functioning
of proteins of similar and different biological pathways and ultimately,
their relationship with meat quality development. One step would
be to identify proteins showing robust correlations, that is, proteins
that are correlated irrespectively of their physiological or physical
environment.

The aim of the present study was to identify correlations between
proteomic markers, existing in more than one breed or muscle and to
discuss the underlying biological pathways. Therefore, we evaluated
levels of Heat shock proteins (Hsps), and proteins involved in metabo-
lism, structure, oxidative resistance and proteolysis in two muscles
(Longissimus thoracis and Semitendinosus) of three continental beef
breeds (Aberdeen Angus, Blond d'Aquitaine, and Limousin). These
breeds differ in leanness and earliness and the muscles in metabolic
and contractile properties. The proteins studied are potential biomarkers
of bovine meat tenderness [3,12-14].
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2. Material and methods
2.1. Animals and sample collection

The study was part of the larger European ProSafeBeef project (FOOD-
CT-2006-36241) and organised in two replicates (2 consecutive years,
during the spring/summer seasons) in a balanced experimental design.
It used 71 young bulls: Aberdeen Angus (AA; n = 21), Blond d'Aquitaine
(BA; n = 25) and Limousin (Li; n = 25). At 12 months of age, they were
subjected to a 105 day finishing period until slaughter. They were housed
in 6 m x 6 m straw-bedded pens with 4 animals of a same breed to a pen.
Diets consisted of concentrate (75%) and straw (25%). Before slaughter, all
animals were food deprived for 24 h to limit the risk of carcass contami-
nation by microbes in the digestive tract during evisceration, but had
free access to water. At a live weight around 665 kg, the animals were
slaughtered at the experimental abattoir of the INRA Research centre in
compliance with the current ethical guidelines for animal welfare. Bulls
were directly transported (4.5 + 0.1 min) in a lorry (3 x 2 m livestock
compartment) from the experimental farm to the experimental abattoir
situated at 2 km from the rearing building, with 2 bulls of the same
home pen per transport to avoid social isolation stress. After unloading,
they were slaughtered within 3 min using standard industry procedures
and respecting EU regulations. Slaughter procedures from the loading at
the farm to bleeding took 10.6 4 0.1 min. Slaughter took place between
08.00 h and 10.00 h am. Bulls were stunned by penetrative captive bolt
prior to exsanguination [15]. The carcasses were not electrically
stimulated and they were chilled and stored at 4 °C from 1 h until 24 h
post-mortem. Longissimus thoracis (LT, mixed fast oxido-glycolytic) and
Semitendinosus (ST, mixed fast glycolytic) muscle samples were excised
30 min post-mortem and frozen in liquid nitrogen before storage at
—80 °C until protein extractions for Dot-Blot analysis or Myosin
Heavy Chain(MyHC) isoform quantification.

2.2. Extraction of proteins for Dot Blot

Total protein extractions were performed to use subsequently the
soluble fractions for Dot-Blot analysis according to Bouley et al. [16].
Briefly, 80 mg of muscle was homogenized in a denaturation/extraction
buffer containing 8.3 M urea, 2 M thiourea, 1% DTT and 2% CHAPS. After
30 min of centrifugation at 10,000 g at 8 °C, the supernatant was stored
at — 20 °C until use. The protein concentrations of the extracts were
determined according to the Bradford method [17] using the Bio-Rad Pro-
tein Assay. Bovine serum albumin (BSA) at a concentration of 1 mg/mL
was used as standard.

2.3. Immunological protein quantification

The abundances of the 18 biomarkers (including intact proteins,
their fragments and complexes) listed in Table 1 were quantified by
the Dot-Blot technique according to the protocol described by Guillemin
etal. [18] using specific antibodies previously validated by western-blot.
Briefly, Western blots were used in order to check the specificity of all
the antibodies. An antibody was considered specific against the studied
protein when only one band at the expected molecular weight was
detected by Western blot. Western blots with the 18 primary antibodies
show that all the antibodies bound specifically to the bovine protein
with the expected theoretical molecular weight.

Proteins evaluated belong to five different biological pathways
(Table 1): muscle fibre structure (Actin, MyBP-H, CapZ-p and MyLC-
1F); metabolism (ENO3, LDH-B and MDH1); proteolysis (p-calpain);
oxidative resistance (DJ-1, Prdx6 and SOD1); and Heat shock proteins
(aB-crystallin, Hsp20, 27, 40, Hsp70-1A/B, 70-8 and 70-Grp75) were de-
termined according to [11,12]. After quantification, a ratio corresponding
to small Hsp per Hsp70s was calculated using the following equation:
s/70 = (Hsp20 + Hsp27 + aB-crystallin) / (Hsp70-1A/B + Hsp70-8 +
Hsp70-Grp75).

Table 1
List of the 18 protein biomarkers of beef tenderness investigated using the Dot-Blot
technique in this study.

Protein name Gene UniProtKB ID
Heat shock proteins

aB-Crystallin CRYAB P02511
Hsp20 HSPB6 014558
Hsp27 HSPB1 P04792
Hsp40 DNAJA1 P31689
Hsp70-1A/B HSPA1B P08107
Hsp70-8 HSPA8 P11142
Hsp70-Grp75 HSPA9 P38646
Metabolism

ENO3 (enolase 3) ENO3 P13929
LDH-B (lactate dehydrogenase chain B) LDHB P07195
MDH1 (malate dehydrogenase 1) MDH1 P40925
Structure

CapZ-p (F-actin-capping protein subunit [3) CAPZB P47756
a-actin ACTA1 P68133
MyLC-1F (myosin light chain 1F) MYL1 P05976
MyBP-H (myosin binding protein H) MYBPH Q13203
Oxidative resistance

DJ-1 (Parkinson disease protein 7) PARK7 Q99497
Prdx6 (Cis-peroxiredoxin) PRDX6 P30041
SOD1 (superoxide dismutase Cu/Zn) SoD1 P00441
Proteolysis

p-Calpain CAPN1 P07384

Compared to Western blot, Dot-Blot is a rapid technique, but with a
similar coefficient of variation inter and intra assay (10%). Optimal dilu-
tion ratios of the antibodies were determined at the same time, using
the conditions indicated by the supplier of the reactant and adapted to
bovine muscle samples [11]. Conditions retained and suppliers for all
primary antibodies are reported in Table 2. Protein extracts (15 pg) of
each of the 142 muscle samples were spotted (four replications per
muscle sample) on a nitrocellulose membrane with the Minifold I
Dot-Blot apparatus from Schleicher & Schuell Biosciences (Germany)
in a random order on the 96-spot membrane. In addition, a mixed stan-
dard sample (15 pg) was deposited for data normalization as reported
by Guillemin et al. [18]. The Dot-Blot membranes were air-dried for
5 min, blocked in 10% PBS milk buffer at 37 °C for 20 min, and then
incubated to be hybridized with the specific primary antibody of each
protein (Table 2). Subsequently, the membranes were incubated at 37
°C for 30 min with the anti-mouse fluorochrome-conjugated LICOR-
antibody IRDye 800CW (1 mg/mL).

Infrared fluorescence detection was used for quantification of the
relative protein abundances. Subsequently, the membranes were
scanned using the Odyssey NIR imager (LI-COR Biosciences), with an
800 nm laser, a 169 pm spatial resolution and a fixed gain of 5.

Dot-Blot images were quantified with GenePix PRO v6.0 (Axon)
[18]. Each dot volume was calculated as the total dot intensity from
which the median local background value multiplied by the dot area
was subtracted. Because Dot-Blot offers the possibility of replicates, a
data-prefiltering approach was implemented to eliminate outlier values
mainly due to dust. The exclusion technique of outliers was based on the
Medium Absolute Difference (MAD) and applied before repeated values
were averaged. Finally, to make the data comparable between assays,
the data were normalized using a regression-approach based on
the used mix standard specific for each muscle. Thus, relative protein
abundances were based on the normalized volume and expressed in
arbitrary units.

2.4. Electrophoresis and quantification of Myosin Heavy Chain (MyHC)
isoforms

The abundance of the three other proteins corresponding to MyHC
isoforms was quantified by an appropriate SDS-PAGE technique [19].
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uniprotkb:P07384
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Table 2

Suppliers and conditions for each primary antibody used in this study.
Target protein Antibody references Dilutions?®
Heat shock proteins
aB-crystallin Monoclonal anti-bovine Assay Designs SPA-222 1/500
Hsp20 Monoclonal anti-human Santa Cruz HSP20-11:5C51955 1/200
Hsp27 Monoclonal anti-human Santa Cruz HSP27 (F-4):SC13132 1/3000
Hsp40 Monoclonal anti-human Santa Cruz HSP40-4 (SPM251):5C-56400 1/250
Hsp70-1A/B Monoclonal anti-human Abnova HSPA1B (M02), clone 3B7 1/2000
Hsp70-8 Monoclonal anti-bovine Santa Cruz HSC70 (BRM22):SC-59572 1/250
Hsp70-Grp75 Monoclonal anti-human RD Systems Clone 419612 1/250
Metabolism
ENO3 Monoclonal anti-human Abnova Eno3 (M01), clone 5D1 1/45,000
LDH-B Monoclonal anti-human Novus LDHB NB110-57160 1/50,000
MDH1 Monoclonal anti-pig Rockland 100-601-145 1/1000
Structure
CapZ-p Monoclonal anti-human Abnova CAPZB (M03), clone 4H8 1/250
a-Actin Monoclonal anti-Rabbit Santa Cruz a-actin (5C5):SC-58670 1/1000
MyLC-1F Polyclonal anti-human Abnova MYL1 (A01) 1/1000
MyBP-H Monoclonal anti-human Abnova MYBPH (MO01), clone 1F11 1/4000
Oxidative resistance
DJ-1 Polyclonal anti-human Santa Cruz DJ-1 (FL-189):SC-32874 1/250
Prdx6 Monoclonal anti-human Abnova PRDX6 (MO01), clone 3A10-2A11 1/500
SOD1 Polyclonal anti-rat Acris SOD1 APO3021PU-N 1/1000
Proteolysis
p-Calpain Monoclonal anti-bovine Alexis p-calpain 9A4H8D3 1/1000

2 Dilutions of each antibody are as described in Gagaoua et al. [1].

One hundred milligrams of frozen muscle was ground using a Polytron
in 5 mL of extraction buffer solution containing 0.5 M NaCl, 20 mM Na
Pyrophosphate, 50 mM Tris, 1 mM EDTA and 1 mM Dithiothreitol.
The sample was kept 10 min at 4 °C on ice, and then centrifuged for
5 min at 5000 g. Following centrifugation, the supernatant was diluted
1:1 (v/w) with glycerol at 87% and stored at —20 °C until used. The
samples were then mixed with an equal volume of loading buffer
containing 4% SDS (w/v), 125 mM Tris, pH 6.8, 20% glycerol (v/v), 10%
p-mercaptoethanol (v/v) and 0.02% pyronin Y (w/v) incubated at
room temperature for 10 min and then heated (70 °C) for 10 min. The
proteins were separated by SDS-PAGE electrophoresis according to
Picard et al. [19] using 9.2% polyacrylamide gels. The lower running buffer
consisted of 50 mM Tris (base), 75 mM glycine and 0.05% w/v SDS. The
upper running buffer was at 2 x the concentration of the lower running
buffer and B-mercaptoethanol (0.07% v/v) was added. Ten micrograms
of protein extracts were loaded per well onto 0.75-mm-thick gels
mounted on a Mini-Protean Il Dual Slab Cell electrophoretic system
(Bio-Rad). The migration was carried out at a constant voltage of 70 V
for 30 h at 4 °C. After migration, the gels were fixed in 30% (v/v) ethanol
and 5% acetic acid (v/v) and then stained with colloidal Coomassie Blue
R250 for 24 h. Gels were destained in a 30% ethanol (v/v) and 5% acetic
acid (v/v) solution until the background was sufficiently cleared. After
staining, the gels were scanned and the proportions of the different
MyHC bands were quantified by densitometry with ImageQuant Software
5500 (Amersham Biosciences/GE Healthcare). The quantification of the
bands revealed the existence of MyHC-IIb isoform [20] in only some ani-
mals (8 animals of 71). Consequently MyHC-IIb percentages were totalled
with those of MyHC-IIx creating a new variable “MyHC-IIx + b” (fast
glycolytic fibres).

2.5. Statistical analysis and construction of the correlation networks

Raw data from the sensory meat quality biomarkers were analysed
using the GLM procedure of SAS (SAS 9.1, SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA) to evaluate effects of breed and replicate and their interactions,
all introduced as fixed effects. For subsequent analyses, data were stan-
dardized to remove the effects of replicate, by calculating Z-scores using
the PROC STANDARD. More precisely, the standard score of a raw score

x was calculated using the following formula: z =** where: piis the
mean of the population of each breed and o is the standard deviation
of the population [11]. Pearson correlation coefficients were calculated
using Z-scores using the PROC CORR of SAS. If correlations between
two biomarkers were significant (P < 0.05) for more than one breed,
data of the different breeds were combined to calculate an overall corre-
lation coefficient on Z-scores. Final results are presented as correlation
networks which represent all the correlated biomarkers for a given
muscle, combining two (BA-Li; BA-AA or AA-Li) or three breeds
(AA, BA and Li).

3. Results

Tables 3 and 4 show that nearly all the breed effects found for the
biomarkers abundances in the ST were also found in the LT muscle.
For both muscles, AA had higher levels of small Hsps, s/70, ENO3,
MyHC-I and MyHC-IIa, and lower levels of MyHC-IIx + b and LDH-B
compared to the other breeds. BA had higher levels of p-calpain, and
to a lesser extent, Hsp70-8, than the other breeds. Specifically in the
LT muscle, breed effects were further found for Hsp70-Grp75, Hsp40,
MDH1, CapZ-B, a-actin and MyLC-1F. Specifically, LT Hsp70-Grp75
levels of AA were lower than in Li while BA had highest levels and LT
CapZ-( levels were higher in AA compared to Li and BA. DJ-1 had a
breed effect only in the ST muscle. Some effects of replicate or breed x
replicate interactions were also found. Most of these were minor, with
some exceptions. For example, for ST Hsp20 levels, Li breed had the
lowest levels during the first and the highest during the second repli-
cate, compared to the other groups (Table 4). Similarly, LT MDH1 levels
of AA and Li for the first replicate were lower than those obtained in the
other groups (Table 3). In contrast to the LT, in the ST muscle, no breed
effects were found for the structural proteins (CapZ-p and a-actin).

The correlation networks based on all breeds showed also a number
of similarities between the LT and ST muscles (Fig. 1). For the LT and ST,
respectively, 17 and 13 biomarkers were correlated. The correlations
were organised in a single network for the LT muscle (Fig. 1A) and
two networks for the ST muscle (Fig. 1B). Almost all correlations were
positive. Eleven (Hsp20, Hsp27, aB-crystallin, s/70, DJ-1, p-calpain,
Prdx6, MyHC-Ila, MyHC-IIx + b, MyLC-1F and Hsp70-Grp75) of the 13
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Table 3

Effects of breed, replicate and breed x replicate interaction on beef tenderness biomarkers in the Longissimus thoracis muscle.
Variables' Breed? (B) x replicate® (R) SEM* P-value®

AA1 AA2 BA1 BA2 Lil Li2 (B) (R) BxR

Heat shock proteins
aB-crystallin 24.4b 29.4a 12.4d 19.0c 16.1d,c 20.3b,c 0.84 o o ns
Hsp20 223a 17.4b 17.1b 17.8b 19.4a,b 16.8b 0.51 ns * t
Hsp27 28.4a 29.1a 18.9b 19.0b 22.0b 20.9b 1.08 . ns ns
Hsp40 18.4a 17.6a,b 15.6b 18.3a 16.2b 15.9b 0.26 * ns *
Hsp70-1A/B 16.8b 18.7a,b 15.7b 19.4a,b 16.9b 21.3a 0.46 ns e ns
Hsp70-8 16.3a,b 15.1b 16.8a,b 18.1a 16.0b 17.0a,b 0.22 * ns *
Hsp70-Grp75 9.0c 9.2¢ 17.0a 16.2a 11.9b 13.2b 0.44 e ns ns
s/70© 1.81a 1.85a 0.98b 1.05b 1.30b 1.13b 0.05 e ns ns
Metabolism
ENO3 171 17.9 17.5 12.8 13.9 13.0 0.56 * ns ns
LDH-B 10.1c 10.2¢ 18.9a 19.2a 13.2b,c 14.9b 0.59 o ns ns
MDH1 10.5b 14.7a 14.9a 15.8a 10.6b 16.8a 045 * o *
Structure
CapZ-B 19.6a 18.9a 14.4b 17.1ab 15.5b 15.3b 0.42 o ns ns
a-Actin 17.9a,b 15.6b 17.9a,b 20.8a 15.3b 17.0b 0.40 . ns *
MyLC-1F 15.0a,b 14.8a,b 15.0a,b 15.9a 13.6b 14.8a,b 0.2 * ns ns
MyBP-H 134 13.0 19.1 11.6 12.8 144 0.84 ns ns ns
MyHC-I 29.5a 27.1ab 15.6d 21.8c 23.3¢,b 23.9¢,b 0.73 . ns *
MyHC-Ila 52.2b 57.2a 26.6d 21.8e 32.1c 29.7¢d 1.64 . ns *
MyHC-IIx + b 18.3c 15.7c 57.7a 56.3a 44.6b 46.4a 213 e ns ns
Oxidative resistance
DJ-1 16.6 17.6 16.0 16.0 154 17.6 033 ns ns ns
Prdx6 15.8a 15.0a,b 13.1c 13.6¢ 12.5¢ 14.0c,b 0.22 e ns t
SOD1 17.0 18.6 15.7 159 15.1 159 0.42 ns ns ns
Proteolysis
p-Calpain 14.4b 13.8b 14.9a,b 16.7a 12.8b 15.0a,b 0.28 o * ns

1 All variables were expressed in arbitrary units except MyHC which were in percentage.

Breed designation: AA: Aberdeen Angus, BA: Blond d'Aquitaine, Li: Limousin.
Replicate: 1 and 2 for first and second years.

Standard error of the mean.

Significance level: ns: not significant, t P< 0.10; * P< 0.05; ** P< 0.01; *** P< 0.001.
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biomarkers retained for the ST muscle were also for the LT muscle. For
both the LT and ST muscles, correlations were found between Hsp27
and s/70, between Prdx6 and p-calpain, between Hsp20 and DJ-1 and
between MyHC-Ila and MyHC-IIx/b (Fig. 1).

The networks based on common correlations in the BA and Li breeds
found 21 and 19 biomarkers, organised in a single network for both LT
and ST muscles, respectively (Fig. 2A,B). Of the correlated biomarkers,
most of them were found to be shared by the two muscles. First, DJ-1
was correlated with Hsp27, LDH-B and MDH1. Second, Hsp70-8 was
correlated with Prdx6, MyLC-1F and Hsp70-1A/B. Last, Hsp70-1A/B
was correlated with aB-crystallin.

The networks based on common correlations in the AA and Li breeds
found 4 and 8 additional biomarkers with respect to Fig. 1, organised in
a single network for the LT and two networks for ST muscles (Fig. 3A,B).
Of the retained biomarkers, four (LDH-B, p-calpain, s/70, and CapZ-3)
were common for the LT and ST muscles. Only one correlation was
common for both muscles: the one between LDH-B and p-calpain.

The networks based on common correlations in the AA and BA
breeds found 4 and 3 additional biomarkers with respect to Fig. 1,
organised in two networks for the LT and ST muscles, respectively
(Fig. 3C,D). Of the retained biomarkers, three (Hsp70-1A/B, oB-
crystallin and ENO3) were common for both muscles. No common
correlation was found between the two muscles.

The networks based on pairs of breeds contained mostly positive
correlations, with the exception of five correlations which were nega-
tive. Most of the correlation coefficients were between about 0.4 and
0.6 (P < 0.05) for both muscles. Among the robust relationships found
for the three breeds (AA + BA + Li) and two muscles (LT and ST), the
correlation between Peroxiredoxin 6 and pi-calpain (P< 0.01) is presented
in Fig. 4 as an example.

s/70: ratio of small Heat shock proteins to Hsp70s calculated using the following formula: s/70 = (Hsp20 + Hsp27 + aB-crystallin / Hsp70-1A/B + Hsp70-8 + Hsp70-Grp75).

4. Discussion

The aim of this study was to identify robust relationships between
meat quality biomarkers of meat tenderness [2,12,13] using correlation
network analyses. A correlation between biomarkers was considered
robust if it existed for more than one breed or muscle studied. The inter-
pretation of these consistent correlations may improve our understand-
ing of the underlying biological pathways and interactions in different
muscles or breeds.

For the two muscles of the three breeds, DJ-1 was positively correlated
with Hsp20. For the three breeds, DJ-1 was further correlated with Hsp27
for the ST and with ENO3 and LDH-B for the LT muscle. For the BA and Li
breeds, DJ-1 was correlated with Hsp27, MDH1 and LDH-B of the two
muscles. DJ-1 is a highly conserved protein of 189 amino acids present
in the cytoplasm as well as in intracellular organelles and protects against
oxidative stress [21]. For example, it promotes the expression of a number
of mitochondrial enzymes involved in reactive oxygen species (ROS)
removal [22]. It was further reported to play an anti-apoptotic role, by
the involvement of its anti-oxidant activities. It was reported that a
deficiency in DJ-1 leads to increased apoptosis, possibly by decreasing
Bax expression (a pro-apoptotic protein regulator) and inhibiting caspase
activation [23].

The correlations between DJ-1 and ENO3, LDH-B and MDH1 may be
indirectly related to energy metabolism. ENO3 catalyses the conversion
of 2-phosphoglycerate to phosphoenolpyruvate, and LDHB catalyses
the inter-conversion of pyruvate and lactate with concomitant inter-
conversion of NADH and NAD". MDHI1 plays a pivotal role in the
malate—aspartate shuttle operating between cytosol and mitochondria
[24]. MDH1 also uses the reduction of NAD™ to NADH to catalyse revers-
ibly the oxidation of malate to oxaloacetate. This NADH may be used in
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Table 4
Effects of breed, replicate and breed x replicate interaction on beef tenderness biomarkers in the Semitendinosus muscle.
Breed? (B) x replicate® (R) P-value®
Variables' SEM*
AA1 AA2 BA1 BA2 Lil Li2 (B) (R) BxR
Heat shock proteins
aB-crystallin 11.4b 14.8a 5.8¢ 7.9¢ 6.9¢ 8.8¢c 0.46 o - ns
Hsp20 13.9a,b 13.0a,b,c 11.6b,c 13.8a,b 10.7¢ 15.4a 0.35 ns > o
Hsp27 20.2a 20.3a 12.7b 14.4b 12.8b 15.6b 0.60 e * ns
Hsp40 14.1 134 12.3 13.1 129 124 0.22 ns ns ns
Hsp70-1A/B 11.2b 13.3ab 12.4ab 12.9ab 11.1b 14.3a 0.30 ns o ns
Hsp70-8 15.5a,b 14.1b 16.3a 15.8a,b 15.3a,b 16.1a 0.19 * ns t
Hsp70-Grp75 13.1 135 125 12.7 11.1 12.9 0.24 ns ns ns
s/70° 1.15a 1.2a 0.74c 0.87b,c 0.81b,c 0.92b 0.02 o * ns
Metabolism
ENO3 15.2a,b 15.9a 12.8b,c 11.9¢ 12.4b,c 13.3a,b,c 0.35 e ns *
LDH-B 10.6¢ 12.0b,c 16.0a 14.2ab 12.6b,c 14.2ab 033 e ns ns
MDH1 13.8b,c 17.7a 13.2¢c 16.6a 12.3c¢ 15.9a,b 0.37 ns o ns
Structure
CapZ-p 144 155 12.9 13.8 12.9 14.5 0.28 ns ns ns
a-Actin 17.5 17.3 179 17.0 17.6 18.2 0.31 ns ns ns
MyLC-1F 14.9 15.0 155 159 14.6 153 0.18 ns ns ns
MyBP-H 13.8 13.9 13.0 12.9 13.1 13.6 0.36 ns ns ns
MyHC-I 11.5a 8.6b 6.6b,c 3.8d 8.2b 4.8c,d 043 o o ns
MyHC-Ila 30.4a 33.0a 20.6c 15.7d 26.1b 21.6¢c 0.88 e t *
MyHC-IIx + b 58.1d,e 58.4e 72.8b,c 80.5a 65.7¢,d 73.6a,b 1.30 o * o
Oxidative resistance
DJ-1 13.8b 15.9a 12.9b 13.2b 12.4b 13.4b 0.26 o * ns
Prdx6 17.5a 18.0a 15.5b 15.7b 14.0c 16.1b 0.23 e * ns
SOD1 16.4 15.4 153 15.6 14.5 16.2 1.22 ns ns ns
Proteolysis
p-Calpain 13.3b,c 14.1a,b,c 14.5a,b,c 15.7a 12.5¢ 15.4a,b 0.26 * o ns
T All variables were expressed in arbitrary units except MyHC which were in percentage.
2 Breed designation: AA: Aberdeen Angus, BA: Blond d'Aquitaine, Li: Limousin.
3 Replicate: 1 and 2 for first and second years.
4 Standard error of the mean.
5 Significance level: ns: not significant, t P< 0.1; * P< 0.05; ** P< 0.01; *** P< 0.001.
6

the electron transport chain for ATP production. Thus, high MDH1 con-
tent may be indicative of an increase in the oxidative phosphorylation
capacity of the muscle due to cell stress.

The associations found between these enzymes and DJ-1 may be
related to the production of ROS associated with increased metabolic ac-
tivity. During oxidative stress, DJ-1 is re-localized to the mitochondria,
where it has a key role in scavenging mitochondrial H,0, and limiting
mitochondrial fragmentation [25]. MDHI1 is involved in the final steps
of glycolysis before malate enters the mitochondrion, hence the
relationship between DJ-1 and MDH-1 may be relatively direct. The
other enzymes, ENO3 and LDH-B are more closely related to the glyco-
lytic pathway and are not directly involved in the production of ROS.
Their association with DJ-1 may thus be indirect, as increased levels of
these enzymes may express increased energy metabolism, including
ROS producing pathways.

The correlations between DJ-1 and Hsp20 were remarkably consistent
across muscles and breeds as they included also the AA breed. DJ-1 was
further correlated with Hsp27 levels in both muscles of the Li and BA
breeds. DJ-1 and these small Hsps were correlated with several other pro-
teins evaluated in this study, mostly involved in glycolysis and oxidative
stress. Hsp20 and 27 are simultaneously expressed at high levels in
many mammalian tissues including skeletal muscle [26]. Members
of the small Hsp family are known to act as molecular chaperones
preventing unfolded proteins from aggregation or facilitating refolding
of unfolded proteins [27]. Particularly, these small Hsps protect proteins
of the cytoskeleton [28]. In addition to these activities, Hsp20 and 27
have the ability to collaborate to control the redox status [29]. The positive
correlations between small Hsps and DJ-1 may be explained by increased
ROS production. For example, in exercising muscles, increased levels of

s/70: ratio of small Heat shock proteins to Hsp70s calculated using the following formula: s/70 = (Hsp20 + Hsp27 + aB-crystallin / Hsp70-1A/B + Hsp70-8 + Hsp70-Grp75).

Hsp27 were associated with lower TBARS levels, suggesting that these
Hsps may lower oxidative stress status [30]. In conclusion, increased
ROS production may have induced simultaneously higher levels of DJ-1
and small Hsps.

For the two muscles of the three breeds, p-calpain was consistent-
ly correlated with Prdx6 (Fig. 4). Calpains are a class of proteins that
belong to the Ca?*-dependent, non-lysosomal cysteine proteases
involved in proteolysis. p-Calpain requires micromolar concentra-
tions of Ca® ™ for its activation [31]. Prdx6 is a bifunctional protein
with both glutathione peroxidase and phospholipase A2 (PLA2)
activities [32]. Prdxs are known as antioxidant enzymes which con-
vert hydrogen peroxide to water. They can be regulated by oxidation,
phosphorylation and proteolysis [33]. The positive correlation with
p-calpain may be explained by earlier observations indicating that
antioxidant enzymes, such as Prdx6, may protect proteases, includ-
ing p-calpain [34]. Other studies reported that phosphorylation is
likely to decrease Prdx activity, while proteolysis makes the protein
more resistant to inactivation by overoxidation in response to rising
levels of peroxide [33].

A second possible mechanism explaining the relationship between
Prdx6 and p-calpain may be related to the PLA2 group of Prdx6. This
group is able to hydrolyse phosphatidylcholine, which are basic phos-
pholipids normally present on the outer leaflet of the cell membranes
[35]. At the first stages of apoptosis, considered to be central in muscle
to meat conversion [36], the phospholipids distribution in the cell
membranes is inverted: phosphatidylserine switches to the outer and
phosphatidylcholine to the inner leaflet of the membrane by a flip-
flop process [36,37]. Inversion of membrane polarity may cause modifi-
cations in the membrane fluidity which will become more permeable to
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Fig. 1. Correlation networks within all breeds (AA + BA + Li) for Longissimus thoracis (A) and Semitendinosus muscles (B). The correlation values found using standardized data (Z-scores)
are shown on each interaction line. The black edges connecting the red nodes are common for both muscles and three breeds. (For interpretation of the references to colour in this figure

legend, the reader is referred to the web version of this article.)

ions such as Ca®*, thereby increasing p-calpain activity. However, it
seems today difficult to take conclusions about the functions of Prdx6
or other antioxidant proteins in post-mortem muscle and thus more
detailed investigations will be needed in order to clarify the exact nature
of the relationship between increased oxidative enzymes activities and
ultimate meat quality.

Other robust correlations involve part of the proteins mentioned
above and members of the Hsp70 family. p-Calpain was positively
correlated with Hsp70-8 in LT muscle for the three breeds. In addition,
p-calpain was positively correlated with Hsp70-Grp75 and Hsp70-1A/B
in the LT muscle of the Li and BA bulls. Hsp70-8 was positively
correlated with Prdx6, MyLC-1F and Hsp70-1A/B for both muscles of
BA and Li breeds. Hsp70-1A/B was further positively correlated with
aB-crystallin.

The Hsp70 kDa family proteins are among the most highly con-
served protein families found in a wide array of organisms [38,39].
Hsp proteins are categorized into several families that are named on
the basis of their approximate molecular weight. Among the best
known and investigated Hsp is the Hsp70 family. They were reported
by our group to play an important role in meat tenderness in different

breeds and muscles [2,3,10]. Their functions include folding of nascent
polypeptides, protein translocation across membranes, chaperone-
mediated autophagy, and prevention of protein aggregation under
stress conditions [39]. Hypoxic and ischemic conditions and increased
production of ROS induce Hsp70 expression, helping to maintain the
mitochondrial membrane potential and ATP levels [39]. Hsp70 proteins
are further involved in apoptotic pathways as they sequester pro-
apoptotic factors such as Bcl-2 [40]. Hsp70-1A/B is abundantly induced
in response to cellular stress, possibly due to its function to preserve
proteins [38]. Hsp70-8 is constitutively expressed in most tissues.
Hsp70-1A/B and Hsp70-8 are highly related chaperones and are often
suggested to have similar physiological functions. They were both
reported to collaborate with Hsp40 to ensure a good functioning of
the muscle under oxidative stress conditions [38]. This is coherent
with results in the present study, showing that both chaperone proteins
were correlated with the co-chaperone Hsp40 (DNAJA1) in the LT mus-
cle of BA and Li breeds. Like Hsp70-1A/B and Hsp70-8, Hsp40 is related
to beef tenderness [41]. An emerging hypothesis is that Hsp40 may
decrease apoptosis and, therefore, meat ageing and its tenderization
during meat storage.
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Fig. 2. Correlation networks within breed interactions for BA and Li among Longissimus thoracis (A) and Semitendinosus (B) muscles. The correlation values found using standardized data

(Z-scores) are shown on each new interaction line (black and dark grey edges).

The positive relationship between Prdx6 and Hsp70-8 can also be
related to the activity of the PLA2 group of Prdx6. Hsp70-8 binds to
membrane phospholipids and interacts with PLA2 activity [42,43] and
may thus interfere in reactions between the PLA2 group of Prdx6 and
phospholipids.

The association of Hsp70-1A/B with aB-crystallin in the LT muscle of
the three breeds and in the ST muscle for BA and Li breeds may be
explained by their role in the regulation of apoptosis. Hsp70-1A/B and
aB-crystallin were reported to regulate interactively apoptosis by
binding members of the apoptotic cascade, thereby slowing the process
[44]. The association of Hsp70-1A/B with p-calpain in the LT muscle
agrees with results of other studies [11,45]. This positive relationship
may be explained by oxidative stress occurring during the ante and
post-mortem periods, increasing simultaneously levels of Hsp70-1A/B
and p-calpain.

The relationship between Hsp70-8 and MyLC-1F in both muscles for
BA and Li breeds may be explained by the protective action of members
of the Hsp70 family on damaged structural proteins [46]. MyLC-1F is as-
sociated with the head region of the myosin molecule [47] and was re-
ported to be released from the myofibrillar fraction during post-mortem
ageing [48]. From this relationship, we can suggest that heat-shock
response may enhance post-mortem contractility through a modulation
of thick-filament regulation.

Hsp70-Grp75 was linked to various proteins involved in different bi-
ological pathways, including glycolytic metabolism (LDH-B and MDH1),
proteolysis (p-calpain), structure (MyLC-1F) and oxidative stress (DJ-1
and Prdx6). Hsp70-Grp75 is a multifunctional member of the Hsp70
family. It is the only known mitochondrial Hsp70 chaperone, and serves
as a unique scavenger of toxic protein aggregates [38]. It plays a key role
in the folding of matrix-localized mitochondrial proteins and is central
in the transport of proteins into the mitochondrion [49]. Its relationship

with p-calpain agrees with earlier studies reporting that mitochondrial
calpain activity is influenced by Hsp70-Grp75 activity [50]. More
specifically, Ca®™ exerts regulatory effects on calpains [2,51] and
Hsp70-Grp75 may enhance Ca?™ trafficking from the ER by linking
the inositol 1,4,5-trisphosphate receptor of the endoplasmic reticulum
(ER) to the mitochondrial voltage-dependent anion channels [2,52].
The correlation between Hsp70-Grp75 and DJ-1 suggests that the for-
mer was further linked to the oxidative pathway, which is coherent
with an earlier indication that DJ-1 translocates to the mitochondria
after oxidative stress, via Hsp70-Grp75 [53]. The role of Hsp70-Grp75
on Ca?™ trafficking from the ER to the sarcoplasm may also explain
the relationship between Hsp70-Grp75 and the enzymes of the glyco-
lytic pathway in the present study. In addition, Hsp70-Grp75 is known
to be induced by glucose deprivation and agents perturbing glycolysis
[38], which may further explain this correlation. We suggest that
Grp75 may be involved in the regulation of cell response to variations
in glucose levels.

Overall, various correlations were muscle specific. Considering the
BA and Li breeds, Hsp70-Grp75 was correlated to proteins belonging
to many different biological pathways in the LT muscle, which is coher-
ent with its multifunctional role. For example, in the LT muscle, DJ-1 and
p-calpain showed also many correlations, but these did not involve as
many different biological pathways as the proteins correlated with
Hsp70-Grp75. In the ST muscle, Hsp70-Grp75 was correlated with
small Hsps, but not in the LT muscle. Similarly, in the LT, but not the
ST muscle, Hsp40 was correlated with proteins of various biological
pathways. Overall, in the LT, more correlations were found between
proteins related to the glycolytic pathway and in the ST muscle, more
correlations were found with the three small Hsps. These differences
may be related to differences in metabolic functioning between the
muscles and need further investigation. The proteins in the present
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Fig. 3. Correlation networks within breed interactions for AA and Li (A, B) and for AA and BA breeds (C, D) among Longissimus thoracis and Semitendinosus muscles respectively. The cor-
relation values found using standardized data (Z-scores) are shown on each new interaction line (black and dark grey edges only).

study were selected for their known relationship with tenderness
development. The anti-apoptotic function of small Hsps is known to
have negative consequences for meat tenderness. The larger amount
of correlations between these Hsps and other proteins in the ST muscle
may explain the generally lower tenderness of this muscle of the Li and
BA breeds [3].

5. Conclusion

The present study demonstrates that several robust relationships
exist between proteins belonging to similar or different biological
pathways. Particularly, DJ-1 and Prdx6 were correlated with Hsp20
and p-calpain, respectively, irrespective of muscle and breed. Con-
sidering BA and Li bulls only, Hsp70-Grp75, DJ-1 and p-calpain

were correlated with proteins related to glycolytic, oxidative and
Hsps. Results suggest that of the many cellular functions involved
in development of tenderness, mitochondrial properties and oxidative
stress play a major role and possibly initiating a cascade of reactions in-
volved in the development of tenderness. Proteins with cell protective
functions, particularly anti-oxidative proteins and Hsps seem to play
key roles. A better understanding of these aspects would increase our
knowledge of the mechanisms underlying tenderness according to
muscle, breed and gender.
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Introduction

Les protéases a serine sont omniprésentes et de fagon ubiquitaire chez tous les types
d'organismes vivants, ainsi que dans les génomes de certains virus. Dans les années 1980, la
présence de protéases a sérine dans les cellules musculaires était incertaine. Un grand nombre
d’études suggérent que la plus part des protéases proviendraient des mastocytes (Ouali, 1990).
Les protéases a sérine identifiees dans les mastocytes et qui sont impliquées dans la sécrétion
des molécules indispensables telles que I'héparine, la sérotonine et d'autres, sont connues
comme les chymases et tryptases (Pejler et al., 2007). Quelques années plus tard, les protéases
a serine notamment la plasmine, la thrombine, la kallikréine, et d'autres se sont révélées étre
synthétisées par les cellules musculaires (Sentandreu et al., 2002). La compréhension des
mécanismes protéolytiques qui opérent dans les cellules musculaires, la régulation de leur
activité, ainsi que leurs roles biologiques, représentent aujourd’hui, un grand intérét pour une
meilleure compréhension des mécanismes régissant le processus de transformation du muscle

en viande.

Toutes les études menees au cours des quatre dernieres decennies sur la qualité de la
viande, rapportent que la tendreté est la qualité sensorielle la plus recherchée. De nombreuses
enquétes indiquent que les consommateurs sont préts a payer plus cher pour une viande
bovine aux qualités garanties (Miller et al., 2001). En conséquence, le probleme majeur
auquel l'industrie de la viande doit répondre est la maitrise de la grande variabilité enregistrée
pour la tendreté et I’absence d’indicateurs efficaces de cet attribut sensoriel. A ce jour, de
nombreuses stratégies ont été menées afin de mettre en lumiere les mécanismes qui
permettraient de comprendre les principales causes de la variabilité de la tendreté de la viande
(Ouali et al., 2013; Gagaoua et al., 2014; Picard et al., 2014).

Par ailleurs, il est connu que cette variabilité est plus ou moins liée a la complexité et
I’hétérogénéité du muscle squelettique. De plus, la difficulté dans la maitrise de cette qualité
résulte dans le manque de connaissances concernant les mécanismes biochimiques régissant
la transformation du muscle en viande. Malgré tout les efforts au cours de ces derniéres
décennies pour une meilleure compréhension de ces mécanismes, de hombreuses questions

restent encore sans réponses.

La dégradation des protéines au cours du stockage de la viande est due a I’action
enzymatique de différents systémes protéolytiques endogenes au muscle. Une période connue

en la phase de maturation ou d’attendrissage de la viande. Cependant, I’efficacité de ces
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différents systemes protéolytiques dans ce processus d’attendrissage a été sujette a
controverse depuis des années. Par exemple, pendant longtemps, la calpaine a été considérée
comme la seule enzyme responsable de I’attendrissage de la viande jusqu'a la découverte que
le premier événement affectant les cellules musculaires est le déclenchement du phénoméne
d'apoptose. C’est un processus de mort cellulaire programmée complexe régissant la
dégradation concomitante des protéines de structure (Herrera-Mendez et al., 2006a; Ouali et
al., 2006; Becila et al., 2010).

L’efficacité des systémes protéolytiques endogénes est principalement déterminée par la
teneur de leurs inhibiteurs protéiques spécifiques (Ouali et Talmant 1990; Shackelford et al.,
1991). Ceci a éte d’autant plus confirmé dans les travaux de Zamora et al. (1996 ; 2005) qui
ont montré qu'apres abattage des animaux, les taux d'inhibiteurs de protéases a sérine sont les
meilleurs prédicteurs de la tendreté parmi une trentaine de variables: calpaines 1 et 2,
calpastatine, inhibiteurs de protéases a cystéine, ... etc. La plupart de ces inhibiteurs de type
sérine appartiennent a la superfamille des serpines (inhibiteurs de sérine protéase) et certains
sont révélés comme étant de forts inhibiteurs de caspases (Herrera-Mendez et al., 2009;
Gagaoua et al., 2013), un systéeme protéolytique de protéases a cystéine considéré comme

déclencheur du phénoméne d'apoptose (Danial et Korsmeyer 2004; Li et al., 2004).

En raison de leur rble majeur dans la régulation de la protéolyse post-mortem, les
inhibiteurs de protéases a sérine ont été largement étudiés et caractérisés au cours de ces
derniéres décennies. Les inhibiteurs de protéases sont omniprésents dans le régne animal,
mais les connaissances actuelles sont trés limitées sur leurs fonctions biologiques dans le
muscle squelettique bovin. La présente synthese passe en revue les principaux résultats
concernant I’identité de ces inhibiteurs, leurs protéases cibles, leurs propriétés ainsi que leurs

fonctions biologiques.
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Résumé :

Dans les cellules vivantes, les inhibiteurs protéiques constituent I’étape ultime de
régulation de l'activité des protéases. Dans cet état de I’art, nous avons survolé toutes les
connaissances acquises lors des trois dernieres décennies concernant un groupe d’inhibiteurs
de protéases a sérine appartenant a la superfamille des Serpines, et identifié au niveau des
genes et protéines dans le muscle bovin. Cette synthése confortée par de breves descriptions
des protocoles expérimentaux utilisés, rapporte les informations connues sur ce groupe
d’inhibiteurs proteiques de type Serpine et leurs fonctions biologiques potentielles dans le
muscle bovin. Parmi les huit génes identifiés chez le bovin, trois serpines ont été purifiées a
homogénéité et caractérisées a partir du tissu musculaire. Il s’agit de deux membres de la
sous-famille BovSERPINA3, BovSERPINA3-1 et A3-3, et le dernier membre est
I'antithrombine 111 (AT-1Il ou BovSERPINC1). La sous-famille des BovSERPINA3
comprend au moins 8 membres protéiques codés par des génes différents localisés au niveau
du chromosome 7g23-q26. Les deux inhibiteurs BovSERPINA3-1 et A3-3 sont localisés
dans les cellules musculaires et ont une activité inhibitrice croisée contre la trypsine ainsi que
la caspase 8 initiatrice et la caspase 3 exécutrice. Ces deux inhibiteurs constituent une étape
clé pour le contrdle du phénomene d'apoptose dans le muscle. Ils ont été ainsi exprimés dans
les phases de prolifération des myoblastes ou les cellules doivent étre vivantes, mais pas dans
les myotubes. L'antithrombine 111 inhibe la trypsine et, d'une maniére héparine-dépendante, la
thrombine. L'antithrombine 111 et son ARNm sont exprimés dans les cellules musculaires et
dans les myoblastes primaires en culture en phase de différenciation.

Mots clés : Bovin ; Muscle squelettique; inhibiteurs; Serpins ; Apoptose ; différenciation ;

antithrombine.
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Abstract In living cells, after activation, protein inhibitors constitute the last step of proteases
activity regulation. This review intends to provide original information about a group of
bovine muscle serine proteases inhibitors belonging to the Serpin superfamily and character-
ized at the gene and protein level. This report is the only one and the first to provide much
information on this group of proteases inhibitors of the serpin type and their potential
biological functions. Amongst the eight genes identified in bovine, three serpins were purified
from the muscle tissue and characterized. These are two members of the bovSERPINA3
family, i.e., bovSERPINA3-1 and A3-3, and the last one is antithrombin IIT (AT-III or
BovSERPINC1). BovSERPINA3 family comprises at least eight protein members encoded
by different genes mapped on chromosome 7q23—q26 cluster. BovSERPINA3-1 and A3-3
were shown to locate within muscle cells and are cross-class inhibitors strongly active against
trypsin as well as against human initiator and effector caspases 8 and 3. They constitute a key
apoptosis control in mammals. They were thus expressed in proliferating and confluent
myoblasts phases where cells must be alive but not in myotubes. Antithrombin III inhibits
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trypsin and, in a heparin dependent manner, thrombin. AT-IIT and its mRNA were expressed in
muscle cells and in differentiating primary myoblasts in culture.

Keywords Bovine skeletal muscle - Serine proteases inhibitors - Serpins - Apoptosis - Myoblast
differentiation - Antithrombin

Introduction

Serine proteases are found ubiquitously in every type of living organisms as well as in many
viral genomes. In the 1980s, 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 [63]. 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 [70]. Later on, several serine proteases were shown to be synthesized by muscle cells
including plasmin, thrombin, kallikrein, and others [80]. Understanding the proteolytic ma-
chinery in muscle cells, the regulation of their activity, and their biological importance
represents a major challenge.

All surveys carried out over the last four decades on meat quality, emphasized that
tenderness is the most important sensory trait of meat in comparison to the other
attributes. Many studies indicated that consumers are willing to pay a premium for
beef meat as long as it is guaranteed tender [57]. As a result, the major problem that
the meat industry has to solve is the management of the large variability in the
ultimate tenderness of meat cuts and the absence of accurate predictors of this quality
attribute. To date, numerous strategies have been assayed to try to discover those
mechanisms that would allow us to understand the main causes of the variability in
meat quality [29, 65, 72].

This situation is directly related to the complexity and biological diversity of the
skeletal muscle tissue. Unsuccessful management of this quality also results from our
lack of knowledge about the complex biochemical mechanisms taking place in post-
mortem muscle immediately after animal slaughter. Despite the large efforts developed
over the last decades to better understand these mechanisms, many questions remain
unsolved. Amongst them, proteolytic processes responsible for hydrolysis of the main
structural proteins conforming myofibrils is one of the most relevant with respect to
the post-mortem meat tenderness improvement.

Post-mortem 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 aging. However, the relevance that the different groups of muscle
peptidases can have in this process has been a matter of controversy since years. For
a long time, the calpain system was considered to be the primary system responsible
for meat tenderization until the discovery that the first event affecting muscle cells is
the onset of apoptosis, a complex process governing the cell death process and the
concomitant degradation of structural proteins [4, 36, 66].

Efficiency of the endogenous proteolytic system is mainly determined by the level of their
specific inhibitors [69, 81]. This statement was confirmed in earlier studies by Zamora et al.
[99, 100] who showed that after animal bleeding, serine protease inhibitors levels are the best
meat tenderness predictors amongst about 30 quantitative variables measured including
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calpains 1 and 2, calpastatin, cysteine protease inhibitors, ...etc. Interestingly, most of them
belong to the serpins (serine protease inhibitors) superfamily and some were further shown to
be strong inhibitors of caspases [28, 35], a proteolytic group of cysteine proteases considered
as the main driver of apoptosis [14, 53].

Because of their major role in post-mortem proteolysis regulation, muscle serine protease
inhibitors were extensively investigated in our group over the last decades and characterized.
Protease inhibitors are ubiquitous in the animal kingdom but relatively little is known about
their biological functions in the bovine skeletal muscle. The present paper reviews the main
outcomes regarding their identity, their target proteases, their biological functions, and their
implication in post-mortem improvement in meat tenderness. Before that, it would be inter-
esting to briefly present the serpin superfamily and their properties.

General Properties of Serpins
The Serpin Superfamily

Serpins are a group of proteins with similar structures that were first identified as a
set of proteins able to inhibit proteases. The acronym serpin was originally coined
because many serpins inhibit chymotrypsin-like serine proteases (serine protease
inhibitors). Over 3000 serpins have now been identified, which are subdivided into
16 subgroups (A—P) according to their common ancestry. They were found abun-
dantly in eukaryotes and even in some bacteria and archea and in some viruses [44,
60]. Serpins are thus the largest and most diverse family of protease inhibitors [73].

While most serpins control proteolytic cascades, certain serpins do not inhibit
enzymes but instead perform diverse functions such as storage (ovalbumin, in egg
white), hormone carriage proteins (thyroxine-binding globulin, cortisol-binding globu-
lin), and molecular chaperones (HSP47). The term serpin is used to describe these
latter members as well, despite their non-inhibitory function [83]. Early studies on
serpins revealed that the mechanism by which these proteins inhibit target proteases
appeared to be distinct from the lock-and-key-type mechanism used by small protease
inhibitors such as the Kunitz-type inhibitors (e.g., basic pancreatic trypsin inhibitor).
Indeed, serpins form covalent complexes with their target proteases by trapping the
enzyme and transporting it to the distal end of the core of the serpin. Hence, the
conformational structural change induced to the enzyme makes it no more able to
complete the hydrolytic reaction [30, 42].

Serpins are metastable proteins comprising the core of the protein with several
strands and an external loop at the C-terminal end called reactive center loop (RCL).
This loop contains the target scissile bond for proteases, and its sequence defines the
specificity of serpins (Fig. la). In the presence of the target enzyme (e.g., trypsin), a
Michaelis complex (Fig. 1b) is formed as for all enzyme-substrate interaction and as
soon as the acyl-enzyme complex is obtained, the RCL inserts into the protein core
transporting with it the enzyme to the opposite side. This induces a large distortion of
the active site responsible for the slowing and subsequent abolishment of the cata-
lyzed hydrolysis of the acyl intermediate (Fig. 1c).

Furthermore, it is worth noting that some serpins are able to inhibit cysteine
proteases (e.g., caspases and cathepsins) through the same trapping mechanism, by
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Alpha—l—ahtit!ypsin
or SERPINAIL

Michaelis complex Covalent complex

Fig. 1 Serpin structures and conformation. a Native b;-antitrypsin (PDB entry 1QLP) [19]; b Michaelis complex
between SERPINA1 (Alaserpin from Manducasexta) and trypsin (PDB entry 1K90) [98]; ¢ Covalent complex
between «-antityprsin and trypsin (PDB entry 1EZX). The enzyme is transported to the distal part of the serpin
and undergoes an irreversible deformation responsible of the enzyme inactivation via the reactive center loop
(RCL) [43]

alteration of the trapped acyl intermediate from an oxyacyl species to a thioacyl
intermediate, leading to a covalent complex with the targeted protease and its con-
comitant transfer to the distal end of the serpin [17, 35, 79, 90].

Kinetic Analysis of Protease-Serpin Interactions
Stoichiometry of Interaction: Signification and Mode of Determination

The stoichiometry of interaction (SI) reflects the efficiency of the serpin as a protein-
ase inhibitor (Fig. 2a). SI is the number of moles of serpin needed to generate one
mole of kinetically trapped covalent serpin-proteinase complex (E-I). As soon as the
acyl intermediate (EI*) has occurred between the proteinase and the exposed RCL,
there is a competition between inhibitory (k;) and substrate (k;) pathways, the last
one regenerating the active enzyme and the cleaved serpin. The relationship of SI to
the rate constants is therefore SI=(ks;+ky)/ky. Efficient inhibitors are therefore those
with SI values close to 1 (ks » k3), whereas predominantly substrate reactions have
large SI (ks » k4). For accurate comparison between different enzyme/serpin couples,
the apparent second-order rate constants (k,ss) must be corrected by being multiplied
by SI (Kass=Kapp*SI) [77]. Finally, the trapped enzyme/inhibitor complex can dissoci-
ate by hydrolysis of the acyl bond, but this occurs at a very slow rate and generally
concerns a small amount of the total complex pool [31].

The stoichiometry of interaction is generally measured by titration of a defined
concentration of the target enzymes (in the nanomolar range) by addition of increasing
amounts of serpins (Fig. 2b). In the example provided, total inhibition of trypsin by
bovSERPINA3-1 is achieved in the presence of an equimolecular concentration of
serpin ([IJ/[E]=1). Hence, this serpin must be considered as a very efficient inhibitor
of trypsin, but the present observation does not mean that trypsin is the in vivo target
enzyme.
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Fig. 2 Serpin pathway mechanism with two potential outcomes (adapted from [83]) (a) and determination of the
stoichiometry of interaction (SI) of trypsin with bovSERPINA3-1 (b). a Schematic major reactions sequence for
interaction of serpins (/) with proteinases (£) with well-defined intermediates, reactants, and products. After
cleavage of the scissile bond and formation of the acyl intermediate (E/*), insertion of the RCL into the core of
the serpin can occur and two outcomes are then possible for this intermediate: (1) successful completion of the
substrate cleavage pathway with release of active protease (act. E) and cleaved serpin (/nact. I or truncated I) (rate
constant k3); (2) translocation of the protease to the distal end of the serpin and kinetic trapping of the EI*
complex through distortion of the protease (rate constant k,, The final enzyme/serpin complex (£-I) can be
hydrolyzed very slowly (ks) releasing, as in the substrate pathway, truncated serpin I (infact. I) and active enzyme
(act. E). b Stoichiometry of interaction of trypsin (5 nM) with bovSERPINA3-1 giving a SI value of 1 indicative
a very good efficiency of the serpin to inhibit trypsin

Association Rate Constant ks Methods of Determination

The rate of protease inhibition by serpins is generally determined by using either the discon-
tinuous or the continuous/progress curve method. The discontinuous method is generally used
for low association rate constants of inhibition <10* M™' s™'. Faster association rate constants
(Kass >10° M " s7") are usually determined using the progress curves method [41]. With the
previous methods, the serpin concentration is higher than that of the enzyme level ([Io]>[Eo]).
However, under low reactant concentrations (in the nanomolar range) and under second-order
conditions ([Eo]=[lo]), kass can be determined according using an appropriate method [21].

Major Serine Proteinase Fractions in Bovine Muscle Crude Extract

The bovine muscle mostly used for this purpose was M. diaphragma pedialis, a muscle
containing, as all slow twitch muscles including heart, high amounts of proteases, and
inhibitors. Muscles contained a large set of serine protease inhibitors with Mr ranging from
10 to 85 kDa [5, 6, 68, 80]. Gel filtration of a muscle crude extract fractionated three major
fractions F1, F2, and F3 [80] with Mr of about 60-85, 40-60, and 10—14 kDa, respectively.

Using different chromatography protocols, two trypsin/elastase inhibitors and a trypsin/
thrombin inhibitor were purified to homogeneity from the F1 fraction and characterized [37,
38, 92, 93]. From the N-terminal partial sequences obtained by the Edman sequencing method,
they were identified as the following:

—  Trypsin/elastase inhibitors

BovSERPINA3-1 previously designed Endopin 1A [37, 38, 92, 93]
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BovSERPINA3-3 previously designed Endopin 1B [38]
—  Trypsin/thrombin inhibitor
Antithrombin III [37]

From the F2 fraction, we failed to purify to homogeneity any serine proteinase inhibitor
probably because (1) most inhibitors of this fraction first shared very close structural and
physicochemical properties with the F1 entities and (2) most of them are apparently common
to F1 and F2 fractions according to their cross immuno-reactivity towards the antibody raised
against bovSERPINA3-1 [27].

The BovSERPINA3 Family
Genomic Organization of the Bovine SERPINA3 Genes

Clustering of serpin genes frequently occurs in mammals genomes as illustrated for
human [7], mouse [24], rat [40], and pork [2, 58]. Regarding bovine SERPINA3, a
number of eight genes encoding these proteins were sequenced and appeared to be
encompassed in the same cluster. They were thus mapped on chromosome 7q23—q26
cluster and spanned over 235 kb [71]. The large number of genes encoding these
serpins suggests a probable great complexity of the bovSERPINA3 subfamily of
serpins. This complexity was supported by the two-dimensional gel electrophoresis
of fractions F1 and F2 who showed multiple spots of glycosylated and phosphorylated
proteins when revealed with a polyclonal antibody raised against purified
bovSERPINA3-1 [27]. The high sequence homology between the identified members
of the bovSERPINA3 family (>75 %) suggests that it exists a degree of compensation
and redundancy between them comparable to the redundancy noted for caspases [25].
This redundancy may be concern their respective function in living cells, the multi-
plicity of their potential target proteases, their mode of action, ...etc.

Stoichiometry of Interaction with Inhibited Proteases

The stoichiometry of interaction was determined by titration of the target enzymes (human
leukocyte elastase (HLE), trypsin, caspases 3 and 8) with increasing amounts of either
bovSERPINA3-1 (Swiss Prot ID: Q9TTE1) or A3-3 (Swiss Prot ID: Q3ZEJ6). As shown in
Table la, total inhibition of trypsin and human leukocyte elastase was achieved using
equimolar concentrations of either serpins suggesting a 1:1 interaction ratio.

Most serpins so far reported inhibited enzymes with only one active site like trypsin,
chymotrypsin, ...etc., and the concentration of enzymes equals the concentration of active
sites. Active enzyme concentration is therefore the most accurate value for SI determination
([E]=[active site]). By contrast, titration of caspases with specific inhibitors as Z-VAD-FMK
provides the concentration of active sites and not the concentration of active enzymes. As
native active caspases contain two active sites, the concentration of native tetrameric caspases
equals to half the concentration of active sites ([E]=0.5*[active Sites]). For caspases, the
concentration of active sites is the accurate value to be considered for the determination of the
SI values.
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Table 1 Kinetic analysis of protease-serpin interactions. a) Stoichiometry of interaction of bov-serpins with the
targeted serine and cysteine proteases (adapted from [35] and [27]). b) Inhibitory pattern of bov-serpinA3-1 and
A3-3 and association rate constant (K, in M s') against different serine and cysteine proteases [38, 93]. The
proteases strongly inhibited by the serpins are in italic whereas those for which the inhibition is of no
physiological significance are in normal style. Proteases tested are bovine pancreatic trypsin and chymotrypsin,
bovine serum plasmin, human leukocyte elastase (HLE), and human recombinant caspases 3 and 8

a) 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+0.07
Caspase 8" 0.49+0.09 0.51+0.06
b) Association rate constant (Kue) (M s7")
Proteases BovSERPINA3-1 BovSERPINA3-3
Trypsin 3.9x10° 6.7x10°
HLE 24%107 1.3x10°
Chymotrypsin <10° <10°
Plasmin <10 <10°
Caspase 3* 4.2x10° 1.5x10°
Caspase §° 1.4x10° 2.7x10°

“SI=[I)/[caspase active sites]

According to the results in Table 1a, a 1:1 interaction of bovSERPINA3-1 with active sites
was needed to fully inactivate caspase 3, i.e., two moles of inhibitor for one mole of active
caspases. In other words, binding of one mole of inhibitor to each active site and two serpins
molecules for each native tetrameric caspases are required for total inhibition of caspase 3.
With respect to all other enzyme/inhibition interactions, i.e., caspase 3/bovSERPINA3-3,
caspase 8/bovSERPINA3-1, and caspase 8/bovSERPINA3-3, binding of one mole of inhibitor
inactivates two actives sites, meaning that binding of one serpin molecule induces a sufficient
allosteric conformational change of the tetrameric native caspase to make the second site
unable to bind substrates. Another reason could be the dissociation of the tetrameric caspase
structure due to the important constraints induced to the multimeric protease as observed for
the inhibition of caspases by cytokine response modifier A [17]. Such dissociation will indeed
lead to the disappearance of the second active site in the native enzyme which is no more
tetrameric.

Association Rate Constant (k,s) Towards Different Cysteine and Serine Proteases

Regarding this constant, we must keep in mind that k. values <10> M™' s™' are of no
physiological significance. Association rate constant towards a set of serine and cysteine proteases
was therefore determined for both serpins according to Schechter and Plotnick [77] and Horvath
et al. [41]. As previously reported [27], both bovSERPINA3-1 and A3-3 do not inhibit the
following serine proteases: cathepsin G, elastase kallikrein, urokinase, plasminogen activator, and
thrombin. No inhibition was observed against the most common cysteine proteases including
papain, cathepsins B, H, and L, and calpains 1 and 2. By contrast, they both strongly inhibit
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trypsin and elastase, two serine proteases, together with caspases 3 and 8. Both caspases 3 and 8
were further shown to form SDS-stable complexes with these serpins [27, 28, 35].

Three essential particular features of bovSERPINA3/caspases interactions must be empha-
sized: (a) formation of SDS-stable complexes with targeted caspases, (b) nature and localiza-
tion of the target scissile bond, (c¢) in situ caspases/bovSERPINA3 complexes detection in
post-mortem muscle and consequences.

Formation of SDS-Stable Complexes with Target Proteases

One hallmark of serpins is their ability to form SDS-stable complexes with their target
proteases. Serpins are restricted to inhibiting proteinases of only the serine mechanistic class.
However, at least two serpins are now known to demonstrate cross-class inhibition of several
different types of cysteine proteinases: the viral serpin cytokine response modifier A (CrmA)
inhibits caspase-1 [51], a member of the caspases family, a group of cysteine proteases distinct
from the papain-like cysteine proteases [95, 97], and the human serpin squamous cell
carcinoma antigen 1 (SCCA1) inhibits the papain-like cysteine proteinases cathepsins S, K,
and L [78, 79, 91]. For both serpins, it was demonstrated that they use very likely a common
reactive center loop (RCL)-dependent mechanism to inhibit serine and cysteine proteases [17,
78]. We previously reported that bovSERPINA3-1 and A3-3 are strong inhibitors of initiator
and effector caspases [27, 28, 35] and form stable complexes with their target cysteine
proteases, a feature supported by the half-life times of the different caspase/bovSERPINA3
complexes ranging between 7 min and 16 days [39]. These are therefore new mammalian
serpins capable to inhibit cysteine proteases especially human caspases 8 and 3 but not
cysteine proteases of the papain family. In contrast to the viral CrmA, both serpins form an
SDS-stable complex with either caspases. Interestingly, all complexes exhibit a similar Mr of
about 112—113 kDa as assessed by SDS-PAGE and comprise very likely the serpin covalently
bound to half of the tetrameric native caspases, i.e., a heterodimeric moiety. As for CrmA,
trapping of the caspases by bovSERPINA3s and its distortion to the core of the serpin induces
very likely a rapid dismantling of the initial native tetrameric caspase structure into their
heterodimeric moiety which would explain that only one mole of serpin inhibited two active
sites. Although the mechanisms of action of bovSERPINA3-1 and A3-3 on caspases inhibition
have not been investigated in detail, one could think that they use the same trapping
mechanism than with serine proteases, an assumption agreeing well with the earlier studies
by Gettins group [90].

These are therefore some examples that lead us to ask questions about the assertion of
Gettins [31]. In his review, the author pointed out that it is doubtful to think that “cysteine
proteinases might be inhibited by the same conformation change-based mechanism as serine
proteinases arguing that no high molecular weight SDS-stable band has been demonstrated on
PAGE for a serpin-cysteine proteinase complex that would correspond to a covalent thioacyl
intermediate between serpin and proteinase”. The author concluded “that it is unlikely that a
thioester present in the intact cysteine proteinase-serpin complex would resist to the analytical
procedure”, i.e., the usual preliminary heating at 95 °C for 5 min in the presence of 2—4 % SDS
for SDS-PAGE analysis. The only one exception to the basic rule of SDS-stable complex
formation between serpin and cysteine protease is CrmA for which such complex has never
been detected after using the normal denaturing conditions. Such complex has been only
detected after mild denaturing conditions or after electrophoresis in non-denaturing conditions
[17].
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Nature and Localization of the Target Scissile Bond Within the RCL

It is well established that from relations between the known target proteinases of certain serpins
and the P1 residue of the serpin RCL that the primary determinant of specificity is the P1
residue. For example, the viral serpin CrmA has a P1 aspartate and inhibits aspartate-specific
proteinases of the caspase family. On the other hand, mechanism of kinetic trapping of
proteinases by serpins requires at least a distortion of the proteinase active site to compromise
or abrogate its catalytic competence. Achievement of this goal needs (i) an over-tight appo-
sition of the two proteins in the covalent complex after insertion of the cleaved RCL into [3-
sheet A, (ii) the concomitant translocation of the proteinase to the distal end of the serpin, and
(iii) its following compression to the core of the serpin and subsequent distortion. Full insertion
of the RCL within the core of the serpin implies a similar length of the (3-sheet and the inserted
arm of the RCL. Statistically, the length of this arm (RCL length up to the scissile bond) is
almost always 17 residues which reduced extensively the potential P1 residue identity for
inhibition of target proteases. The invariance of the RCL length is an absolute necessity to
allow a full translocation of the proteinase to the distal pole of the serpin and its increase seems
to induce a predominance of the substrate pathway (ks in Fig. 2a), with a release of active
enzyme and truncated serpin, at the expense of the formation of a stable complex ((k4 in
Fig. 2a).

The respective RCL sequences of bovSERPINA3-1 and A3-3 are depictured in Fig. 3. As
previously reported, and according to the cleaving specificities of both proteases, the P1
residue for trypsin is Arg'® (R) whereas that of elastase is Thr'” (T) [38, 93]. For both serine
proteases, the bovSERPINA3’s RCL length up to the scissile bonds agrees well with the
established rule of a maximum of 17 residues (16 residues for trypsin and 17 residues for
elastase). As caspases are aspartate-specific proteases, we have to look for an Asp residue in
these sequences. The only one Asp (D) residue is at position 37 in the RCL sequence of both
bovine serpins far away from the common 17th residue we generally refer to. To confirm this
feature, Asp>’ (Asp’’! in the native protein) residue of recombinant bovSERPINA3-3 was
substituted to Ala®’ by site-directed mutagenesis and the activity of both mutated (M-D37/
A37) and wild-type (WT) recombinant proteins was tested against both trypsin and caspase 3.
Trypsin is similarly inhibited by the recombinant WT and the M-D*’/A*” bovSERPINA3-3,
and both mutated and WT serpins formed a SDS-stable complex with the serine protease. By
contrast, caspase 3 is no more inhibited with the mutant M-D*’/A%” bovSERPINA3-3 as
compared to the wild-type recombinant protein and, as expected, SDS-stable complex was
obtained for the WT but not for the mutated serpin [8, 35]. This allows us to conclude that the
P1 residue for caspases is very likely Asp®” or Asp®”" in the native protein.

The major differences between serine proteases and caspases is that the latter contains two
active sites and are two- to threefold larger than trypsin and elastase, the two serine proteases

L1 29 3 T 59
BovSERPINA3-1 EEGTEGARAT GISMEWRQWILR IIVRVNRPFL IAIVLRWTQS IIFLGKVINP SER
BovSERPINA3-3 EEGTEGAAAT NYFLR IIVRVNRPFL IAVVLRUWTQS IIFLGRKVINP SEA

Fig. 3 RCL sequence of bovSERPINA3-1 and A3-3 (adapted from [35]). White letters on black background
indicate the P1 residues for the different inhibited enzymes including trypsin (7iyp), elastase (Elas), and caspases
(Casp)
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strongly inhibited by both bovSERPINA3-1 and A3-3. Whether such long RCL needed to trap
the high Mr caspases remains an open question further studies of the time dependent behavior
of the caspase/serpin complexes will be necessary. Another point needing additional investi-
gations is providing more insights to the question on whether the substrate pathway (ks) of
Fig. 2a will predominate over the caspase/serpin stable complex pathway (k4) as soon as
trapping of caspases has been completed as suggested for CrmA/complexes [17].

In Situ Caspases/SERPINA3 Complexes Detection in Post-mortem Muscle

BovSERPINAS3 strongly inhibit caspases 3 and 8 and are able to form covalent complex with
their target cysteine proteases. Therefore, we recently sought to verify whether such complexes
can be detected in post-mortem muscles. This was done in different bovine muscles including
the diaphragma pedialis (DP), rectus abdominis (RA), and semitendinosus (ST) excised 1 to
1.5 h post-mortem. Unexpectedly, a large amount of SDS-stable complexes (Fig. 4b) with a
similar Mr (=113 kDa) than those obtained in vitro after SDS-PAGE analysis of caspase/
bovine serpin mixtures (Fig. 4a) were obtained. In post-mortem muscle (Fig. 4b), the amount
of free bovSERPINA3 varies from one muscle to another. The highest amounts of free
bovSERPINA3 were found in DP muscle where the dimer of about 140 kDa is still discernible.
Otherwise, no 70 kDa (bovSERPINA3) band and only a few amount of the latter are detectable
in RA and ST muscles, respectively. The dimer is no more detectable in both RA and ST
muscles [39]. Although such complexes are not often observed in post-mortem muscles, this
finding suggest that, in situ, caspases are probably the target enzyme of members of the
bovSERPINA3’s family capable of strong inhibition of these aspartate-specific cysteine
proteases. Furthermore, in agreement to an earlier report, large amounts of such complexes
will slow down the apoptotic process and probably favors greater ultimate toughness of the
meat cuts [99].

Cellular Localization, Tissue Distribution, and Polymorphism
Immunolocalization of bovSERPINA3-1 carried out on transverse sections of freshly excised

adult bovine longissimus muscle using a specific polyclonal rabbit antiserum revealed that
muscle serpins are highly concentrated between the plasma membrane and myofibrils, whereas

(a) in vitro (b) in situ
140 K " ——— - 140 -

P

TOKEES " - 70 - -
Caspase 3 Control Caspase 8 Dp RA ST

Fig. 4 SDS-stable complexes of bovSERPINA3 with target enzymes as revealed a in in vitro analysis of
caspase/serpin mixtures (from [35, 65]) and b in post-mortem muscle extracts from three different bovine
muscles: Dp M. diaphragma pedialis, RA rectus abdominis, and S7 semitendinosus (unpublished data). Proteins
were labeled with a rabbit polyclonal antibody raised against purified bovSERPINA3-1
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lower fluorescence intensity can be seen within the myofibrils, indicating that muscle serpins
are exclusively intracellular with a preferential peripheral localization [93].

BovSERPINA3-1, A3-3, and other closely related serpins seem to be ubiquitous
[27, 93] and present in most bovine tissues and fluids. Highest concentrations were
found in bovine plasma (=1 mg/ml) followed by liver (14 png/g wet tissue) and kidney
(2 pg/g wet tissue) [27]. The lowest levels were observed in striated muscles
especially muscle diaphragma with about 1 pg/g wet tissue. Using the same anti-
bovSERPINA3-1 polyclonal antibody, closely related serpins were found in all tissues
of other species tested including rat, mouse, lamb, and pork and in human tissues and
plasma as well.

At least eight genes encoding this family of homologous proteins were identified suggest-
ing that a minimum of eight different proteins would be expected. In fact, as they were
glycosylated [8] and phosphorylated to various extent, the number of isoforms is much larger.
This assumption was confirmed by either one- or two-dimensional gel electrophoresis of
fractionated muscle extracts [27, 28]. BovSERPINA3 therefore constitutes a highly polymor-
phic group of serpins, most of them being able to strongly inhibit initiator and effector caspases
[27, 28, 35, 38].

Potential Biological Functions

Based on their ability to inhibit initiator and effector caspases, two major functions have been
identified. The first one concerns the regulation of apoptosis through direct pseudo-irreversible
inhibition of caspases. The second is a consequence of the first one since they probably
contribute to the survival of muscle cells in the two first phases of differentiation, i.e.,
proliferation and confluent phases. But before that, let us come back briefly on apoptosis
events and their regulation.

Major Apoptosis Events and Regulation

Apoptosis is a programmed cell death that involves the controlled dismantling of intracellular
components while avoiding inflammation and damage to surrounding cells. The mechanisms
of apoptosis are highly complex and sophisticated, involving an energy-dependent cascade of
molecular events [15, 20, 25]. To date, research indicates that there are two main apoptotic
pathways: the extrinsic or death receptor pathway and the intrinsic or mitochondrial pathway.
Whatever the nature of the initiator stimuli, the apoptotic process is essentially driven by
caspases, a group of cysteine-ASPartyl proteASES specifically cleaving polypeptide chains
after an aspartyl residue and ends up with the activation of executioner caspases that subse-
quently coordinate their activities to demolish key structural proteins and activate other
enzymes [20, 25].

The extrinsic signaling pathways that initiate apoptosis involve transmembrane receptor-
mediated interactions. Upon ligand binding to the death receptors, cytoplasmic adapter
proteins (fas-associated death domain (FADD), TNF receptor-associated death domain
(TRADD)) which will in turn associates with initiator caspases, catalyzes the auto-catalytic
activation of procaspases (caspases 8 or 10). Death receptor-mediated apoptosis can be
inhibited by a protein called FLICE-inhibitory protein (c-FLIP) which will bind to FADD
and caspase 8, rendering them ineffective [47, 76]. Downstream, apoptosis can be inhibited by
inhibitor of apoptosis proteins (IAPs) a group of caspases’ inhibitors. Once initiator caspases

@ Springer



290 Appl Biochem Biotechnol (2015) 177:279-303

are activated, the execution phase of apoptosis is triggered through proteolytic activation of the
effector caspases [50].

The intrinsic signaling pathways involved a series of diverse mitochondrial-initiated events.
The stimuli that initiate the intrinsic pathway produce intracellular signals that may act in either
a positive or negative fashion. Negative signals involve the absence of certain growth factors,
hormones, and cytokines that can lead to failure of suppression of death programs. Positive
signals include, but are not limited to, radiation, toxins, hypoxia, hyperthermia, viral infections,
and free radicals. In post-mortem muscle, hypoxia is very likely the main signal triggering
apoptosis. All of these stimuli cause changes in the mitochondrial membrane that results in the
release of two main groups of normally sequestered pro-apoptotic proteins from the inter-
membrane space into the cytosol especially cytochrome ¢ but not only [65, 75]. The control
and regulation of these apoptotic mitochondrial events occur through members of the Bcl-2
family of proteins [13]. The Bcl-2 family of proteins governs mitochondrial membrane
permeability and can be either pro-apoptotic (Bax, Bak, Bid, Bad, Bim/Bad, Noxa...) or
anti-apoptotic (Bcl-2, Bel-XL, Mcl-1...) [34, 96]. These proteins have a great significance
since they can determine if the cell commits to apoptosis or aborts the process. It is thought that
the main mechanism of action of the Bcl-2 family of proteins is the regulation of cytochrome ¢
release from the mitochondria via alteration of mitochondrial membrane permeability [46, 82].

The extrinsic and intrinsic pathways both end at the point of the execution phase,
considered as the final pathway of apoptosis (Fig. 5). Once activated, effector
caspases (caspase-3, -6, and -7) activate in turn a cytoplasmic endonuclease, which
degrades nuclear material, and degrade the nuclear and cytoskeletal proteins including
cytoskeletal and filamentous gelsolin [52], a protein acting as a nucleus of actin
polymerization and many others [86].

BovSERPINA3: an Additional Ultimate Control Point of Apoptosis

It is well established that pathological conditions featuring excessive apoptosis may benefit
from inhibiting apoptosis. In this respect, the identification and exploitation of new targets
remain a considerable focus of attention [59] including inhibition of Bcl-2 proteins, stimulation
of the IAP (inhibitors of apoptosis proteins) family, the only one caspase inhibitor known to be
expressed in mammalian cells [26], ...etc. BovSERPINA3 subfamily comprises natural
caspases inhibitors and might constitute an interesting new target for apoptosis inhibition
in vivo and post-mortem muscle [27]. It is probably even truer that these serpins are much
more effective inhibitors of caspases than IAPs.

This latter assumption is supported by the fact that trypsin inhibitors, most of which
are also caspases inhibitors, quantified by titration in crude muscle extracts were found to
be a better predictor of ultimate meat tenderness than calpain 1 and 2 levels, calpastatin
concentration, and level of cysteine proteases inhibitors assessed through inhibition of a
pre-titrated papain preparations. These serine protease inhibitors are mainly composed of
cross-class inhibitory serpins able to inhibit strongly and pseudo-irreversibly initiator and
effector caspases as bovSERPINA3-1 to A3-6 and would be good candidates for accurate
biomarkers of meat tenderness. Highest levels of serpins inhibiting caspases are thus
observed in toughest meat [99, 100]. As depicted in the schematic representation of
apoptotic events (Fig. 5), bovSERPINA3 may constitute a serious pathway of apoptosis
inhibition by acting against initiator (caspase 8 or caspase 9) and effector caspases
(caspases 3, 6, and 7). Recent findings indeed emphasized the ability of bovSERPINA3

@ Springer



Appl Biochem Biotechnol (2015) 177:279-303 291

Extracellular space
Ligand + Critical survival

Extrinsic conditions
‘__Q_Q_Q_\ path
Death Receptor

FL}E

Intrinsic

Bov-Serpin A3

Fig. 5 Schematic representation of the two major pathways of apoptosis and the main regulatory points (adapted
from [27]. These are the extrinsic pathway initiated by extracellular signals binding to the death receptor and the
intrinsic pathway or mitochondrial pathway activated as soon as cells are in critical survival conditions (radiation,
toxins, hypoxia, hyperthermia, viral infections, ...etc.). The pathway is controlled at the level of the caspase 8’
activator complex by FLIP (FLICE-inhibitory protein) acting as a competitive ligand to the activator and,
downstream in the process, by IAPs, a group of proteins inhibiting caspase 9 but not caspase 8 and effector
caspases. The intrinsic pathway is mainly regulated by the ratio of pro- and anti-apoptotic members of the Bcl-2
family. The main mechanism of action of the Bcl-2 family of proteins is the regulation of cytochrome c release
from the mitochondria via alteration of mitochondrial membrane permeability. Released cytochrome c then binds
to Apaf-1 to form the apoptosome complex in charge of caspase 9 activation. BOvSERPINA3 family members
are able to inhibit apoptosis through initiator (caspases 8, 9, and 10) and effector (caspases 3, 6, and 7) caspases
inactivation

proteins to inhibit efficiently caspases 6, 7, 9, and 10 in addition to caspases 3 and 8
(unpublished data), covering therefore all inhibition steps of the apoptotic’ phases.

BovSERPINA3: Potential Control of Muscle Cells Differentiation

During the process of muscle development, myoblasts proliferate and then undergo differen-
tiation, fusing to form multinucleated myotubes. During the proliferating phase, it was
suggested that myoblasts are protected against cell death by different still unclear mechanisms.
Some authors even suggested that this protection is mediated by thrombin [11], a trypsin-like
serine peptidase expressed by muscle cells [12].

Because of their function in apoptosis regulation, bovSERPINA3 members could be
potential candidates for myoblast survival through inhibition or control of apoptosis. It was
therefore decided to follow the expression of these serpins in bovine primary myoblast culture
at the different phases of cell differentiation including proliferation, confluence, and myotubes.
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In primary myoblast in culture, serpin localization was essentially intracellular in both
proliferating (Fig. 6a) and confluent steps (Fig. 6b). When the primary antibody was omitted,
no fluorescence was detected (inserts Fig. 6a, b). By contrast, no fluorescence was obtained in
differentiated myotubes (Fig. 6¢) suggesting that these serpins are no more expressed after
fusion into myotubes. These findings support a probable primary role of these serpins in
proliferating and confluent phases by prevention of myoblasts from cell death through
caspases and, hence, apoptosis inhibition.

Muscle Antithrombin III (AT-IIT) or BovSERPINC1

Besides the major role of thrombin in the vascular system [23, 55], several extravascular
functions have been reported since the 1980s especially in muscle. In this tissue, thrombin is
synthesized by muscle cells [12] and acts locally by contributing to synapse remodeling and
elimination at the neuromuscular junction [54, 101] but plays also an essential role in muscle
cell differentiation [11, 89]. A prerequisite for the activation of thrombin at the neuromuscular
junction is the local externalization of phosphatidylserine phospholipids, which contribute to
the binding of thrombin activator complex to the membrane [9].

By contrast, the regulation of thrombin activity by specific inhibitors is still
debatable. Protease nexin I (PN-I) is the first thrombin inhibitor identified in muscle
tissue and since then has been considered to be the natural inhibitor of thrombin [3,
74]. However, the exact origin of PN-I in muscle has never been clearly established.
More importantly, the possible local expression of antithrombin IIT (AT-III), a serpin
protein spelled SERPINCI1, by muscle cells or other neighboring cell types has never
been tested despite the fact that the presence of AT-III within muscle cells has been
reported about 10 years ago [10]. In agreement with the finding of these last authors,
preliminary analysis of muscle tissue by either western blot or immunohistochemistry
always detected the presence of significant amounts of AT-III in this tissue where it
has been further intracellularly located [45].

Fig. 6 Cellular expression of bovSERPINA3-1 in primary bovine myoblast culture using the rabbit polyclonal
antibody raised against the purified serpin (adapted from [27]. a Proliferating myoblasts, b confluent myoblasts, ¢
growing myotubes. Inserts of Fig. 6a, b are controls for which the primary antibody was omitted
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General Outlines of AT-III Biochemical Properties and Cell Localization

The protein purified from bovine muscle with a Mr of 58 kDa has been identified as
antithrombin III (BovSERPINC1) using different approaches including western blot carried
out with a specific AT-III polyclonal antibody, N-terminal sequencing and MALDI-TOF mass
spectrometry analysis [37].

Stoichiometry of interaction (SI) with trypsin (7 nM) and thrombin (9 nM), the most
strongly inhibited serine proteases, was performed by adding increasing amounts of this serpin.
As depicted in Fig. 7a, for both proteases, equimolar concentrations of AT-III are needed for
total inhibition suggesting a 1:1 molar interaction ratio and, hence, a SI of 1. Association rate
constants were then determined using trypsin, chymotrypsin, plasmin, and thrombin as target
enzymes.

As depicted in Table 2, trypsin and thrombin were inhibited with similar efficiency with kg
0f5.0x10% and 1.8x10° M ' s, respectively. Chymotrypsin and plasmin are less sensitive to
this serpin with k,s one magnitude lower and close to 10*M!s Importantly, addition of
heparin does not affect the interaction of AT-III with trypsin, chymotrypsin, or plasmin. By
contrast, in the presence of 5 uM of heparin, the association rate constant with thrombin is two
magnitudes higher than in the absence of heparin shifting from 1.8x10° to 2.3x10’ M ' s~
Note that all other cysteine (papain, cathepsins B, H, and L, calpains 1 and 2 and caspases 3
and 8) and serine (Elastase, cathepsin G, kallikrein, urokinase, and plasminogen activator)
proteases tested were not inhibited by purified muscle AT-III. Serpins are known, as discussed
above, to form SDS-stable covalent complexes readily detected as “band shifts” after gel
electrophoresis in denaturing conditions with their target enzymes and AT-III did not escape to
that rule at least with thrombin as the target enzyme (Fig. 7b).

As thrombin is expressed in muscle cells [12], the expression of its specific inhibitor AT-IIT
could then be expected, an assumption supported by the immuno-histolocalization of this
serpin in all fibers of mouse skeletal muscle [10].

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

i —O— Trypsin (7 nM)
2038 —@— Thrombin (9 nM) Crxe b i

AT3 |

VeV

0 2 4 6 8 10 =~ +
(@)  Antithrombin 3 @M)  [(b) Thrombin

Fig. 7 Inhibitory properties of antithrombin III and cell localization (adapted from [37]). a Stoichiometry of
interaction with trypsin and thrombin (SI=1). b Thrombin/serpin complex formation upon SDS-PAGE analysis
of the enzyme/inhibitor mixture. ¢ Immunolocalization of AT-III in bovine diaphragma pedialis muscle using a
rabbit polyclonal AT-III (1/50) as the primary antibody and the FITC-labeled goat anti-rabbit IgG as the
secondary antibody (1/500) (unpublished data)
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Table 2 Association rate constants of AT-III for a set of inhibited proteases in the absence or the presence of
heparin [37]

Proteases Cofactor Koss M1 s7h
Trypsin None 5.0x10°
Chymotrypsin None 6.8x10*
Plasmin None 1.7x10*
Thrombin None 1.8x10°
Heparin (5 uM) 23%107

immunohistochemistry with the same antibody. All western blots performed on muscle crude
extracts revealed detectable amounts of AT-III with a Mr of about 58 kDa. Immuno-
histochemical 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. 7¢, no fluorescence was detected in the extracellular space suggesting that AT-IIT
is a constitutive intracellular protein of muscle cells and is very likely genetically expressed in
these cells, an assumption supported by the presence of AT-III’s mRNA in the total pool of
bovine muscle mRNA. Within muscle fibers, AT-III labeling seemed to be often highly
concentrated in the vicinity of the plasma membrane as compared to the inner cytosolic fibers
area. When the primary AT-IIT antibody was omitted, no labeling was detected (insert Fig. 7¢).
These findings are wholly similar to those of earlier studies [10], which localized three
different serum protease inhibitors in mouse skeletal muscle including AT-III.

Potential Biological Functions of Muscle Antithrombin III
Major Functions Ascribed to Thrombin in Skeletal Muscle

Thrombin is mainly known for its pro-coagulant action in blood [23, 55]. However, thrombin
has also additional function in other tissues such as brain, vascular endothelium, and skeletal
muscle. For more details about thrombin functions in skeletal muscle, the reader must refer to
previous reports [37, 66].

Two major functions have been indeed ascribed to thrombin in skeletal muscle cells, which
are known to express this protein [32]. The first one is its implication in synapse remodeling
and elimination occurring at the neuromuscular junction [101] where the enzyme has been
located [1, 56]. The second is the important regulation function in muscle development and
muscle cell differentiation [32]. Thrombin was found to cause an increase in the number of
cultured myoblasts, possibly through an increase in proliferation [89]. Besides the increase in
myoblast number, thrombin further inhibits both myoblast fusion and apoptosis suggesting that
thrombin functions as a survival factor for myoblasts [16].

In both functions, thrombin activity is probably regulated by specific inhibitors. As AT-III is
expressed by muscle cells, this serpin could be the primary candidate for the control of
thrombin activity in muscle tissue. But despite its intracellular localization, we still do not
know if this protein is expressed by muscle cells. To address this issue, the transcriptional
expression of AT-III in muscle and differentiating myoblasts using liver as a control was
investigated.
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Transcriptional Expression of AT-III in Liver, Muscle, and Differentiating Myoblasts

The intracellular origin of AT-III was verified by partial cDNA identification in bovine
diaphragm muscle. Total RNA was isolated from bovine diaphragm muscle and liver, and
reverse transcription was performed. As plasma AT-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 AT-III is expressed in bovine liver (www.ncbi.nhm.gov). cDNAs
obtained by reverse transcription from bovine diaphragm muscle and liver were probed by
nested PCR using specific sets of primers designed from the bovine A7-II] gene sequence
(GeneBank: NC 007319). The first set of primers corresponds to positions 40974116 (in
exon 4) and 6553-6571 (in exon 5). The second set of primers were overlapping and designed
seven bases downstream and amplified a 2463-bp fragment from genomic DNA and a 389-bp
fragment from cDNA.

As indicated in Fig. 8, lanes lv and m, a nested fragment of approximately 400 bp was
generated with liver and diaphragm cDNAs. The PCR conditions do not allow to amplify long
fragments, superior to 2000 bp on genomic DNA.

Direct sequencing revealed a complete identity between sequences of the amplified DNAs
and AT-IIT cDNA (NM_001034698) thus certifying that the bovine AT-III gene is effectively
transcribed in this muscle.

To comfort these findings by using a similar approach, the transcriptional expression of AT-
I in differentiating myoblasts was investigated. As depicted in Fig. 8, lane 1, no AT-III cDNA
was detected in proliferating myoblast, a result in good agreement with previous reports
suggesting an improvement of cell proliferation in the presence of active thrombin [11, 33,
48, 89]. By contrast, AT-III cDNA is detected in confluent myoblasts (Fig. 8, lane 2) and in
growing myotubes (Fig. 8, lane 3) agreeing well with the inhibition of fusion by active
thrombin which must be totally inhibited at these stages. Hence, in differentiating myoblast,

400 bp
300 bp

Fig. 8 Transcriptional expression AT-III in muscle and differentiating myoblasts [37]. RT-PCR analysis of total
cells mRNAs prepared from liver (lane [v), bovine skeletal muscle (lane m), proliferating myoblasts (lane 1),
confluent and fusing myoblast (lane 2), and growing myotubes (lane 3). A similar nested fragment of
approximately 400 bp was generated in the pool of cDNAs isolated from liver, bovine diaphragma pedialis
muscle, confluent myoblasts, and myotubes. The PCR conditions do not allow amplifying longer fragments on
genomic DNA
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expression of AT-III is observed only in confluent myoblasts and in myotubes, two phases
where thrombin activity is unsuitable and must be totally inhibited [11, 16, 89].

These findings provide therefore a direct evidence for the transcriptional expression of AT-
III in bovine skeletal muscle, a finding consistent with the presence of the protein within
muscle cells. As expected, transcriptional expression of AT-III in differentiating primary
culture of bovine myoblasts is only observed in the late phases (confluent myoblasts and
growing myotubes) when thrombin must be fully inhibited to avoid any inhibition of the
fusion process. To confirm these findings, expression of AT-III at the protein level was
followed in differentiating primary culture of bovine myoblasts.

Expression of AT-1II in Differentiating Primary Culture of Bovine Myoblasts

In developing muscle, thrombin increases the number of cells during myoblast proliferation
but delayed skeletal muscle myogenesis through inhibition of myoblast fusion. To test this
statement and to comfort the previous findings supporting the presence of AT-III in muscle
cells, the expression of this serpin was followed by immunohistochemistry in differentiating
primary bovine myoblast cultures. For that, we used a rabbit polyclonal antibody raised against
human AT-III and revealed with a FITC conjugate goat anti-rabbit 1gG as the secondary
antibody. In all the experiments carried out, the cell nuclei were stained in red using the
Hoechst method [62]. Hoechst dye, which binds to the minor goove of DNA, has been
extensively used by many laboratories for studying nuclear changes occurring during apopto-
sis [85]. As depicted in Fig. 9a, 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 myoblasts (Fig. 9b), fusing myoblasts and myotubes (Fig. 9c). In all cases, in the
absence of the primary antibody, no fluorescence was detected (inserts Fig. 9b, c¢). Antithrom-
bin IIT or SERPINCI is therefore expressed only when thrombin must be fully inactivated to
allow the myoblast-myotube transition. Despite the common properties shared by protease
nexin I (PN-I) and AT-III, the former does not cross-react immunologically with the latter [22].

Fig. 9 Immunolocalization of AT-III in differentiating primary bovine myoblast in culture. a Proliferating
myoblasts, b confluent myoblasts, ¢ growing myotubes. Cell nuclei are stained in red with the Hoechst method
[62]. Inserts in b and ¢ are control samples in which the primary antibody was omitted. Immunolocalization was
performed using a rabbit polyclonal AT-III (1/50) as the primary antibody and the FITC-labeled goat anti-rabbit
1gG as the secondary antibody (1/500)
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Hence, it can be ascertained that the labeled protein in the myoblast culture is AT-III and not
PN-IL.

Evidence of Post-mortem Synapse Degradation

Synapse remodeling and dismantling are the first thrombin functions identified. Post-mortem,
it is well known that low voltage electrical stimulation can be applied only during the survival
of the nervous system which is used for current propagation. In cattle, this is generally applied
just after bleeding on undressed carcasses between 10 and 60 min after slaughter [84]. Even
during this early post-mortem period, the efficiency of this technology in terms of extent of pH
drop decreases sharply [37, 66]. One possible reason could be the alteration of the nerve plate
by thrombin which is probably activated as soon as phosphatidylserine groups are externalized
in the few minutes following animal death [4, 67].

Discussion—Conclusion—Future Prospects

Serine proteases were for a long time an enigma in meat science [63, 80]. These included
proteasome [61], which also exhibits activities of the serine protease type. This proteolytic
complex was shown to reproduce changes occurring in post-mortem muscle and could
contribute significantly to intracellular protein degradation and, hence, to meat tenderization
[18]. Whether knowledge about the proteasome grew very fast in the next years, for other
serine proteases, many things were much less clear.

In the 1980s, serine proteases were first considered as only located in the extracellular
matrix within the mast cells. 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 [87]. Concomitantly, Stauber and co-workers localized serine proteases
inhibitors within muscle cells [88]. In 1986, we fractionated a series of inhibitors with a high
affinity towards diverse serine proteases and located them within muscle cells [64]. It was then
clear that muscle cells contain serine proteases together with their inhibitors and this was
strengthened by the subsequent identification of some of them at the gene, transcripts, or
protein levels [80].

The present review provides some answers to the numerous questions about serine prote-
ases and their inhibitors. The high Mr fractions thus comprised predominantly cross-class
inhibitory serpins able to inhibit serine and cysteine proteases and more specially caspases, a
group of cysteine proteases orchestrating the demolition phase of apoptosis [94]. Taken
together, these investigations suggest that, very likely, it exists a degree of compensation
and redundancy within this serpin superfamily wholly comparable to that reported for the set
of caspases identified so far [25]. The high Mr Fractions also contain AT-III, another serpin
strongly inhibiting thrombin in a heparin dependent manner and trypsin. All these proteases
have essential functions in the apoptotic process, thrombin contributing to isolate the dying
cells from the nervous system, and caspases targeting several hundreds of proteins and
primarily proteins from the cytoskeleton including actin of the transversal 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.
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Otherwise, we recently hypothesized that after death, muscle cells will engage in
the cell death program, with apoptosis rather than necrosis being the most probable
process [36, 66]. This hypothesis was confirmed more recently by numerous studies
[4, 49, 67], providing evidence of cell shrinkage starting few minutes after animal
death. Also they revealed concomitant rapid actin degradation, a major protein of the
transversal cytoskeletal filaments binding to the costameres and to the integrins. These
two findings both support the onset of apoptosis immediately after animal death. The
observation of a caspase 3/serpin complex in muscle extracts definitely ascertains that
caspase 3 is totally active in post-mortem muscle excised within 1 h after death and,
consequently, those muscle cells are already engaged in apoptosis. We also must keep
in mind that apoptotic cell dismantling implicates not only caspases but a large set of
other proteases including cathepsins (autophagic process), proteasomes, and others.

However, despite the prominent progress in that domain, much remains to be done
if we expect to better understand the onset and progress of apoptosis in post-mortem
muscle and how the cell provide enough energy for the completion of that process.
This will be a prerequisite for the identification of reliable biomarkers of meat
tenderness we are looking for since years. On the other hand, protease inhibitors
are of essential help for any progress in this field as they provide valuable informa-
tion about the proteolytic enzymes of concern and their potential role in post-mortem
cell dismantling. Total screening for proteases inhibitors in muscle cells will be
therefore of major importance for future developments in our understandings of
post-mortem muscle proteolysis.
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Differences in the levels of bov-SERPINAS inhibitors in beef steaks from the Rectus
abdominis muscle with high or low shear force explain the variability in tenderness of
Maine-Anjou breed

M. Gagaoua, et al.

Article en préparation

Résumeé du travail sur les serpines bovines en cours

Faute de manque de temps, cette partie de these visant a intégrer les serpines, en particulier
la Bov-SERPINA3 dans la liste des biomarqueurs, n’a pas été achevée. Néanmoins, j’ai
préféré donner dans ce qui suit la démarche entreprise pour cette partie a laquelle je tiens fort
afin de i) révéler des biomarqueurs de la tendreté par stratégie protéomique sur le muscle
Rectus abdominis des vaches laitieres de réforme de la race Maine Anjou (Figure 01) et ii)
quantifier la Bov-SERPINAS sur des lots de tendreté (T) extrémes (supérieure (T+) versus
inférieure (T-)) par Western-Blot sur des gels d’électrophorese mono et bidimensionnelle et
Dot-Blot. Cette quantification permettra de valider la protéine ou un de ces isoformes comme
biomarqueur(s) de tendreté et I’intégrer par la suite dans la liste des 21 biomarqueurs.

Figure 01. Photographie de la race Maine Anjou.
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Figure 03. Révélation de la Bov-SERPINA3 et quantification par Western-Blot. A)
résultat du Western-Blot sur les deux groupes de tendreté étudiés (n=4) et bandes
majoritaires identifiées et quantifiées par I’outil Un-Scan-IT Gel 6.5; B) comparaison
des abondances par analyse de variances entre les deux groupes pour les 6 bandes
majoritaires ; C) Corrélations de Spearman entre les 6 bandes de la Bov-SERPINA3 et la
tendreté (force de cisaillement (WBSF) et tendreté sensorielle).
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Aprés abattage et a 24h post-mortem le muscle Rectus abdominis a été prélevé au méme
endroit de chaque carcasse des 48 animaux étudiés. Un steak de 3 cm d’épaisseur a été
prélevé et mis sous vide, maturé a 14 jours a +4°C puis congelé a -20°C pour la mesure de la
force de cisaillement de Warner Bratzler (WB) et I’analyse sensorielle. La mesure de force de
cisaillement ainsi que I’analyse sensorielle (a 55°C) ont été effectuées suivant les protocoles
donnés dans la partie méthodologie de cette thése. Des prélévements pour les analyses
biochimiques (extraction des protéines et quantification des biomarqueurs) ont été aussi

réalisés comme indiqué dans la partie méthodologie de cette these.

Sur la base des valeurs de la force de cisaillement (WB) et des notes de tendreté attribuées
par les 12 panelistes du jury, une classification hiérarchique (« clustering ») a été effectuée
pour identifier les extrémes sur la base de la tendreté. Cette démarche m’a permis d’obtenir
deux groupes de 10 animaux chacun a savoir le « groupe tendre (T+) » et « groupe dur (T-) ».
Les moyennes des deux groupes pour la tendreté sensorielle et la force de cisaillement sont
hautement significatives (P < 0.01) comme indiqué dans la Figure 02,

Sur la base de ces résultats, des analyses de proteomique d’une part et une quantification
de la Bov-SERPINA3 par Western-Blot d’autre part, ont été effectuées. Afin de révéler la
présence de la Bov-SERPINA3 dans les échantillons de muscle étudiés, un anticorps
polyclonal a été utilisé (Gagaoua, 2011). L’anticorps permet de révéler la SERPINA3 bovine
sous ces différentes formes (native ou polymérisée). Dans un premier temps, 4 animaux tres
durs et tres tendres du groupe T- et T+ respectivement ont été selectionnes. Les résultats du
Western-Blot indiquent une multitude de formes de la Bov-SERPINA3 et une dominance

dans le groupe WB+ (force de cisaillement élevée) comme le montre la Figure 03.

Ces résultats préliminaires plaident pour une surabondance des inhibiteurs de la Bov-
SERPINA3 dans le groupe des animaux durs et une sous-abondance dans le groupe des
animaux tendres. Néanmoins, ce n’est pas I’ensemble des bandes protéiques qui sont
concernees. Les résultats indiquent que les deux premiéres bandes (1 et 2) a haut poids
moléculaire (Bande 1 = 114 kDa et Bande 2 = 103 kDa) ne sont pas différentes entre les deux
groupes. Ces derniéres qui peuvent étre des dimers ou polymeéres de la serpine (Herrera-
Mendez et al., 2009) issues suite a un clivage enzymatique ou tout simplement par
polymeérisation, une des particularités des serpines (Olson et Gettins, 2011). Par ailleurs, la
bande n°4 a 44 kDa est d’une importance capitale vu qu’elle est a la fois corrélée avec la

tendreté sensorielle (négativement) et les valeurs de la de WB (positivement) (Figure 3c).
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Figure 04. Corrélations entre les 6 bandes de la Bov-SERPINA3 réveélées pour les deux
groupes (groupe dur (cercles rouges) et tendre (cercles verts) avec les valeurs de la force
de cisaillement WB.

Tableau 1. Comparaison de quelques spots du gel 2DE
différentiellement exprimés entre les deux groupes de
tendreté supérieure (WB-) et inférieure (WB+) issus de
I’analyse préliminaire par I’outil SampSpots.

Direction N°Spot Anova(p) Rapport®
Tendre > Dur 1652 1,1E-07 41
Tendre > Dur 1721 6,4E-06 2,0
Tendre > Dur 1650 1,5E-05 1,6
Tendre > Dur 1515 1,3E-03 1,4
Tendre > Dur 1437 1,6E-03 1,3
Dur > Tendre 753 6,4E-04 15
Dur > Tendre 757 8,4E-04 1,4
Dur > Tendre 502 1,2E-03 1,4
Dur > Tendre 1403 1,3E-03 1,3
Dur > Tendre 1395 2,7E-03 1,3

! Les taux de changement des abondances des protéines

entre les deux groupes ont été donnés.
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L’analyse des corrélations de Spearman pour toutes les bandes avec les forces de

cisaillement est donnée dans la figure 04.
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Figure 05. Gel 2DE représentatif des extraits des muscles des groupes tendres et durs. Une IPG-
Strip non linéaire de 3 — 10 a été utilisée. Quelques spots protéiques significativement différents (a
titre de présentation uniquement des résultats préliminaires) ont été indiqués. Les spots rouges et
verts sont surexprimés chez les animaux a viande dure et tendre, respectivement.

Des gels d’électrophoréses bidimensionnels (répétition de 5 gels par groupe) ont été
réalisés d’une part, pour identifier des biomarqueurs de la tendreté de la race Maine Anjou, et
d’autre part, pour effectuer par la suite des Western-Blots anti-Bov-SERPINAS3. Cette
identification permettra de réaliser des analyses statistiques entre les protéines identifiées et
les isoformes de la Bov-SERPINA3 qui peuvent étre utilisés comme biomarqueurs. Le
recours a I’identification de la 2DE nous permettra aussi d’effectuer des réseaux de
correlations entre les protéines identifiees et situer les roles que la Bov-SERPINA3 peut jouer

en dehors de ses activités inhibitrices de certaines protéases du muscle.
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Figure 06. Comparaison de quelques spots différentiellement exprimés par analyse de variance. Il s’agit d’une présélection de
spots a titre de présentation des résultats préliminaires en cours d’exploitation.



Publication n°07 (en préparation) La Bov-SERPINA3 comme biomarqueur de la viande bovine

La quantification par densitométrie des différents spots protéiques révélés par coloration au
bleu de Coomassie (~1400 spots protéiques) m’ont permis d’effectuer un matching
(superposition et analyse) des gels représentatifs des animaux durs et tendres. Parmi les
protéines identifiées différentes par I’outil SampSpot (Tableau 01), 10 spots (5 pour le groupe
dur (WB+) et 5 pour le groupe tendre (WB-)) ont été préselectionneés et présentés ici a titre de
présentation des résultats préliminaires. Ces spots sont issus d’une analyse de variance
comparant les moyennes normalisées des volumes des spots différentiels. Aucune conclusion
ne peut étre prise de ces résultats et les analyses sont en cours pour une meilleure exploitation.
Ce travail mérite d’étre approfondi, c’est pourquoi une sélection de la liste des spots les plus

discriminants sera envoyeée pour identification par spectrométrie de masse.

En plus de ces résultats, des analyses de Dot-Blot sont en cours pour la quantification de la
liste des 21 biomarqueurs utilisée dans ma these. Ces résultats et ceux de la 2DE et la 2DE
couplée au Western-Blot pour I’identification ou révélation de la Bov-SERPINA3, vont nous
permettre de révéler peut étre de nouvelles fonctions (autre que I’activité inhibitrice) de ces
serpines dans la transformation du muscle post-mortem en viande. De plus, cette stratégie
nous permettra apres analyses statistiques (réseaux de corrélations, voir Publication n°05) de
valider certains isoformes de la Bov-SERPINA3 comme biomarqueurs de la tendreté et les
intégrer dans la liste couramment utilisée. Une fois validée la Bov-SERPINAS3 sera intégrée
dans I’outil de puce a protéine de type RPPA (Reverse Phase Potein Array) pour la

quantification rapide de plusieurs échantillons et biomarqueurs a la fois (Picard et al., 2012b).

137



Discussion generale




Discussion générale

La qualité sensorielle de la viande bovine est un critére important d’appréciation par les
consommateurs qui demeurent insatisfaits en particulier de la tendreté, le critére le plus
dommageable. La synthése bibliographique de cette thése ainsi que I’ensemble de mes
résultats rapportent que des mécanismes biologiques complexes interviennent dans la
transformation post-mortem du muscle en viande et sont responsables du développement de
nombreux criteres de sa qualité. Cette thése, en s’appuyant sur des données concernant les
propriétés biologiques des muscles et les qualités sensorielles de la viande bovine s’est
intéressée a ces mécanismes. En utilisant une liste de biomarqueurs de tendreté représentant
plusieurs voies biologiques, le but de ma these était d’apporter de nouvelles connaissances sur
les mécanismes gouvernant certains critéres de la qualité de la viande et de proposer ainsi les
premiéres équations de prédiction. Ma démarche expérimentale s’est appuyée sur une
approche mécanistique basée sur les abondances de protéines et I’application d’analyses
multivariees. Je présenterai dans cette derniére partie du manuscrit, les principaux apports
scientifiques acquis au travers des différents volets de ma thése ainsi que les atouts et les

limites de ce travail avant de dégager quelques applications et perspectives.
1. Evaluation de la qualité sensorielle

Dans le but d’explorer les relations entre les attributs sensoriels d’une part et ces mémes
attributs et les caractéristiques musculaires des animaux étudiés d’autre part, une évaluation
sensorielle par un jury entrainé a été effectuée. Cette derniere avait un double objectif : d’une
part, caracteriser les animaux par I’étude des effets de la température de cuisson et du jury de
dégustation sur les notes des attributs sensoriels ; d’autre part, acquérir une expérience dans le
domaine de I’analyse sensorielle de la viande en utilisant des protocoles adaptés afin
d’effectuer par la suite un transfert de techniques au sein de I’équipe Maquav a 'INATAA.
Ainsi, I’expérience acquise au cours de mon travail de these a été transférée au travers d’une
valorisation des connaissances acquises et de la mise en place d’un protocole d’analyse
sensorielle au sein de I’équipe pour I’évaluation de produits carnés. Ce transfert a été réalisé
dans le cadre de deux encadrements de magistere que j’ai supervisés durant les années

universitaires :

- 2013/2014 : Mémoire de Mlle Hiba-Ryma Boudechicha portant sur la caractérisation
de Khliaa Ezir, un produit carné traditionnel Algérien (Boudechicha, 2014 ;
Boudechicha, Gagaoua et al., 2015) ;
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- 2014/2015 : Mémoire de Mlle Hafid Kahina portant sur la caractérisation de la viande
de poules pondeuses de réformes produites en Algérie (Hafid, 2015 ; Hafid, Gagaoua et
al., 2015).

Sur le plan scientifique, I’évaluation sensorielle de la viande des différents types
d’animaux étudiés, m’a permis de comprendre en partie les mécanismes qui orientent les
préférences des consommateurs et aussi de réveler les interactions entre les attributs
sensoriels. En accord avec de nombreux travaux (Cross et al., 1976 ; Martens et al., 1982 ;
Joseph et al., 1997 ; Lorenzen et al., 2003 ; 2005 ; Tornberg, 2005 ; Mortensen et al., 2012;
Bowers et al., 2012 ; Dubost et al., 2013 ; Bejerholm et al., 2014; Gomes et al., 2014a,b), j’ai
montre que quel que soit le type d’animal (7 races bovines et 3 types d’animaux) et le pays
d’origine du jury, les notes de tendreté et de jutosité (texture) du muscle Longissimus thoracis
(entrecdte) sont plus élevées a température de cuisson a cceur de 55°C qu’a 74°C.
L’originalité de mon étude a été de pouvoir établir des équations de prédiction de
I’appréciation (acceptabilité) globale de la viande - ou palatabilité, qui reflete le
comportement ou les préférences du consommateur - sur la base des autres attributs sensoriels

mesurés simultanément (Publication n°01 et Supplément publication n°01).

Selon Tornberg (2005), les modalités de cuisson influencent les notes de tendreté qui
diminuent entre 40 et 50°C (premiere phase) et entre 60 et 80°C (deuxiéme phase), et sont
plus élevées dans la phase intermédiaire de 50 a 60°C. L’augmentation de la dureté de la
viande de I’ensemble des animaux étudiés a 74°C peut étre associée d’une part, a la
composante collagénique, par la solubilité du collagéne et la contraction d’une de ses
composantes, I’endomysium (Dubost et al., 2013) et d’autre part, a la dénaturation des
protéines de la composante myofibrillaire (actine) et leur rétrécissement. Nous supposons
gu’a une température a cceur de 55°C, les lipides vont étre piégés a I’intérieur du morceau de
viande du fait de la formation d’une pellicule grillée a la surface, alors qu’a 74°C, les lipides
sont expulsés a I’extérieur de I’échantillon avec le jus de cuisson. La viande va ainsi paraitre
moins juteuse a haute température de cuisson qu’a basse température. Ceci est d’autant plus
juste si on admet que I’eau peut agir comme un agent plastifiant des protéines myofibrillaires.
Par conséquent, les pertes en eau vont affecter les propriétés de structure en augmentant la
dureté et la rigidité de la viande grillée a haute température. En conclusion, il a été suggéré de
ces résultats qu’une cuisson au-dela de 55°C augmenterait simultanément I’élasticité du
collagéne, les pertes en eau et la dilution de la teneur en lipides intramusculaires et aurait une

conséquence négative sur les notes de texture.
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De plus, les résultats de cette these indiquent que la viande des bceufs est plus tendre et/ou
plus appréciée que celle des taurillons, et celle des génisses est plutdt intermédiaire. De
nombreuses études ont été conduites dans le passe. Les résultats sont souvent contradictoires
et les facteurs impliqués ne sont pas encore tres bien élucides (Wulf et al., 1996 ; Choat et al.,
2006 ; Hennessy et Morris 2003 ; Bures et Barton 2012).

Mes résultats indiquent aussi que la flaveur est corrélée de la méme maniere que la
tendreté avec les notes d’acceptabilité. Ceci est en accord avec les études antérieures
rapportant que la flaveur et la tendreté ont plus d’impact sur I’acceptabilité et la qualité
gustative d’une viande, que tout autre attribut sensoriel (Glitsch, 2000 ; Killinger et al., 2004 ;
Monson et al., 2005). Mes résultats montrent aussi que les préférences des consommateurs et
les notes attribuées pour la flaveur et I’appréciation globale ne sont pas exprimées de la méme
maniére que ceux de la texture. Les notes attribuées a ces deux attributs sont plus élevées a
74°C qu’a 55°C. Ces résultats sont cohérents par rapport a ceux de la littérature qui indiquent
que les précurseurs de la flaveur sont plus développés et prononcés lors de la cuisson a haute
gu’a basse température. Les composés aromatiques volatils produits a partir des composés
hydrosolubles et lipidiques durant la cuisson sont nombreux (Elmore et Motram, 2009). Ces
composés sont génerés d’une part, par la réaction de Maillard, et d’autre part, par la
dégradation des lipides. En effet, la teneur en lipides intramusculaires est un facteur
primordial dans la détermination de la flaveur de la viande et de son acceptabilité apres
cuisson. Les lipides figurent parmi les caractéristiques musculaires qui ont été retenues dans
le modéle de I’explication de I’appréciation globale indépendamment du type d’animal
(Publication n°02) malgré le faible pouvoir d’explication de ce parameétre (voir la partie
caractéristiques musculaires et qualités sensorielles ci-aprés). Néanmoins, il est important de
préciser que le déterminisme exact de la flaveur est complexe et non totalement élucide,
notamment en raison des nombreux composes impliqués qui n’ont pas fait I’objet de

caractérisation dans cette these.

Enfin, les modéles de régression que j’ai établis ont clairement montré que les préférences
des jurys en fonction de leur origine ne s’expliquent pas par les mémes attributs sensoriels.
Mes résultats indiquent de nouvelles pistes d’investigation en se basant sur les corrélations
obtenues entre les attributs évalués en fonction de la température de cuisson et I’origine des
dégustateurs. Ces résultats sont d’une grande importance pour expliquer les controverses qui
existent dans la littérature concernant les relations rapportées entre la tendreté et la jutosite.

Face au développement des grandes surfaces (supermarchés) en Algérie,
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Figure 37. Analyse en composantes principales (ACP) des caractéristiques musculaires et qualités sensorielles.

A) Projection des variables utilisées: (m) collagéne, (®) attributs des qualités sensorielles, (A) caractéristiques métaboliques :
enzymes glycolytiques (LDH et PFK)) et oxydatives (COX, ICDH et CS), (#) isoformes de chaine lourdes myosines (MyHC),
(x) teneur en lipides intramusculaires et (J)K) pHu des échantillons du muscle Longissimus thoracis

Abréviations : PFK: Phosphofructokinase; LDH: Lactate déshydrogénase; ICDH: Isocitrate déshydrogénase; COX:
Cytochrome c oxidase; CS: Citrate synthase; MyHC: Myosin Heavy Chain-I, -1la, -11x+11b;.

B) Bi-plot de la distribution des types d’animaux (race & sexe) suivant les deux premiers axes de I’ACP.
Désignations des races par type animal : Génisses (AF: Aberdeen Angus x Friesian, BF: Belgian-Blue x Friesian), Taurillons
(HO: Holstein, LIM: Limousin, BA: Blond d’Aquitaine, AA: Aberdeen Angus) et Beeufs (BH: Belgian-Blue x Holstein, CHx:

Charolais croise).
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cette démarche mériterait d’étre exploitée afin de discriminer les préférences des
consommateurs selon leurs régions et de proposer des produits a qualité garantie, répondant a
leurs exigences ou préférences. Ces régions qui difféerent par leurs coutumes et habitudes
alimentaires, constituent un trées bon modele d’étude pour construire les premieres bases
scientifiques de I’évaluation sensorielle de la viande en Algérie. Dans ce contexte, il serait
intéressant de mettre en place des groupes de travail en mesure de participer a I’acquisition et
au développement de nouvelles connaissances dans ce domaine et d’organiser la filiére viande

en vue de son adaptation et de sa modernisation.
2. Caractéristiques musculaires et qualités sensorielles

Les qualités technologiques et sensorielles des viandes sont influencées en grande partie
par les caractéristiques biochimiques du muscle au moment de la mort de I’animal (Ouali et
al., 2006 ; 2013). Pour la viande bovine, I’étude des caractéristiques musculaires présente un
intérét fort puisque leurs propriétés sont impliquées dans le déterminisme de divers critéres de
la qualité de la viande tels que la tendreté, la flaveur, la couleur et le pH (Klont et al., 1998 ;
Maltin et al., 2003).

En effet, les qualités des viandes sont le résultat de phénoménes biochimiques
intracellulaires post-mortem dépendant des systémes protéolytiques endogénes au muscle,
mais également des phénomeénes biologiques survenant dans le muscle post-mortem depuis
les premiéres minutes aprés I’abattage (Ouali, 1990 ; Maltin et al., 2003 ; Hocquette et al.,
2014). Ces parametres sont eux-mémes dépendants de I’environnement dans lequel évolue
I’animal et de ses caractéristiques génétiques et musculaires. Au sein d’une méme espece, les
caractéristiques des muscles peuvent varier en fonction de multiples facteurs. Cette partie de
ma these a été réalisée sur un effectif de 265 animaux regroupant 8 races bovines réparties en
3 types d’animaux (génisses, beeufs et taurillons). Ce travail sur un effectif important de
divers types de bovins m’a permis d’explorer et d’identifier les mécanismes les plus robustes
et les lois générales existant d’une part, entre les différentes caractéristiques musculaires, et

d’autre part, entre ces dernieres et les qualités sensorielles de la viande bovine.

En effet, I’étude de plusieurs races analysées dans le méme dispositif expérimental du
projet européen ProSafeBeef, m’a permis de montrer les divergences qui existent entre les
races et types d’animaux. Dans leur globalité, les caractéristiques du muscle Longissimus
thoracis (entrecOte) étudiées, discriminent les groupes d’animaux (Figure 37). Un résultat

majeur de cette étude est I’identification d’une relation robuste (retrouvée quel que soit le type
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d’animal) entre I’activité de I’enzyme isocitrate déshydrogénase (ICDH) et les proportions de
chaines lourdes de myosine lente (MyHC-I). Ainsi, ces deux protéines sont proposées pour
classer les animaux selon leurs propriétés contractiles et métaboliques quel que soit le type de
bovin considéré. Les autres composantes musculaires sont tres différentes entre les types

d’animaux.

Dans cette thése, aucune caractéristique musculaire n’a eté trouvée corrélée avec les
qualités sensorielles évaluées. Les équations de prédiction (tout animal confondu) ont permis
d’expliquer au mieux 4,8% et 7,2% de la variabilité de la tendreté et de I’appréciation globale,
respectivement. Considérés par type d’animal, mes modeéles expliquent jusqu’a 27,8% et
39,5% de la variabilité de la tendreté et de I’appréciation globale des beeufs ce qui est en
accord avec les données bibliographiques. Plusieurs auteurs ont montré que les
caractéristiques biochimiques du muscle expliquent au plus 30% des variations de la tendreté
chez certaines races bovines (Keith et al., 1985 ; Renand et al., 2001 ; Chriki et al., 2012 ;
Bonny et al., 2015). En plus des caractéristiques liées a I’animal, il serait intéressant
d’intégrer dans la prédiction des qualités, des données concernant sa conduite et également
des données sur les traitements technologiques post-mortem tels que les durées de maturation

et les methodes de cuisson de la viande afin de degager plus de conclusions.

Un autre paramétre important de la composante musculaire merite d'étre discuté. Une forte
corrélation positive (r = 0.87, P < 0.001) a été trouvée comme attendue, entre le collagéne
total et insoluble, mais ils ne sont pas corrélés avec les qualités sensorielles. Par contre, le
collagene total rentre négativement dans les modéles de I’appréciation globale des beeufs et
des génisses et explique de 4 a 5,4% de la variabilité. L effet modéré du collagéne dans cette
these peut étre d0 au fait que le muscle utilisé, le Longissimus thoracis, est connu comme
étant un muscle a faible teneur en collagéne (Chriki et al., 2012 ; 2013). 1l a été aussi rapporte
que les muscles riches en collagéne donnent géenéralement des viandes dures, mais, dans la
plupart des études, la relation entre la tendreté de la viande et la teneur en collagéne est trés
faible. La solubilité du collagéne, facteur favorable a la tendreté (non corrélée dans cette
these), dépend de plusieurs caractéristiques biochimiques de la trame conjonctive parmi
lesquelles la réticulation des fibres de collagéne qui n’ont pas été prises en compte dans cette

étude.

Concernant les lipides intramusculaires (LIM), un des résultats les plus remarquables est

celui des taurillons ou le seul modele de prédiction obtenu est expliqué exclusivement par les
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LIM a hauteur de 9%. Ces résultats sont en accord avec la littérature (pour revue Hocquette et
al., 2010 ; Bauchart et al., 2010). Toutefois, dans les modeéles (tout animal confondu) de la
tendreté et de I’appréciation globale, ils n’expliquent respectivement que 1,3 et 2,3% de la
variabilité. Les etudes concernant la relation entre la teneur en lipides et la tendreté sont
contradictoires. Certains auteurs ne trouvent pas de corrélations (Renand et al., 2001 ;
Jeremiah et al., 2003 ; Chriki et al., 2013), alors que d'autres trouvent des corrélations
positives mais faibles (r = 0,20 en moyenne) (Renand et al., 1997 ; Picard et al., 2006 ; Bonny
etal., 2015).

Toutefois, méme si les taux de prédiction sont faibles a modérés, dans le cadre de cette
these, connaitre les caractéristiques musculaires qui contribuent au déterminisme de la qualite
de la viande revét une importance particuliére. Ces résultats sont a considérer dans I’optique
de certains objectifs d’élevage et de sélection, et aussi pour comprendre les mécanismes qui se

mettent en place durant la transformation du muscle post-mortem en viande.

3. Apport des biomarqueurs pour la prédiction et la compréhension des mécanismes

impliqués dans la tendreté

La non maitrise de la tendreté par les caractéristiques musculaires discutée ci-dessus a
conduit les chercheurs vers I’utilisation d’outils a haut debit. Les outils de génomique
fonctionnelle permettent I’analyse simultanée de centaines ou milliers de genes ou protéines.
Ces approches ont permis I’identification de biomarqueurs potentiels, qui sont a la fois
explicatifs et predictifs (Bouley et al., 2004 ; Hocquette et al., 2007 ; Bernard et al., 2007 ;
Sayd et al., 2006 ; Laville et al., 2009 ; Guillemin et al., 2009 ; 2011 ; Picard et al., 2010 ;
2011 ; Te Pas et al., 2011 ; D'Alessandro et al., 2012 ; Chaze et al., 2013 ; Ouali et al., 2013).
Cette alternative s’explique par le fait que les approches traditionnelles (biochimiques ou
histochimiques) d’étude des caractéristiques des muscles étaient basées sur un petit nombre de
protéines (ou parametres) et ne prenaient pas en compte la complexité et la multitude des
mécanismes biochimiques mis en jeu et leurs interactions. La génomique fonctionnelle
semble étre une approche intéressante pour étudier sans a priori de multiples caractéristiques
musculaires, ainsi que leur évolution post-mortem au cours de la transformation du muscle en
viande. Ces nouvelles stratégies permettent de caractériser plus finement les particularités
musculaires en offrant la possibilité d’étudier le protéome musculaire dans son ensemble
(modifications post-mortem dans le muscle au cours du stockage) (Bendixen et al., 2003 ;
Picard et al., 2010).
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Ainsi, les travaux menés depuis plus d’une dizaine d’années maintenant, ont permis
d’établir une liste de protéines biomarqueurs (Chapitre 1V) de la tendreté de la viande bovine
(Hocquette et al., 2007, Chaze et al., 2009 ; Guillemin et al., 2009 ; 2011 ; Picard et al.,
2010 ; 2011). Ils ont egalement conduit au développement d’une technique immunologique de
quantification rapide de ces biomarqueurs (Guillemin et al., 2009a,b ; 2011). Leur analyse
dans ma these a permis d’établir les premiéres équations d’explication de la tendreté

sensorielle et mécanique de la viande.

De ces analyses, il ressort que les taux de prédiction (R2-ajustés) de la tendreté sensorielle,
la force de cisaillement et d’un indice synthétique regroupant les deux sont variables et
different entre les races et les muscles. Les prédictions toutes races confondues, sont faibles et
varient de 10 a 17%. En revanche, les modéles construits race par race expliquent de 21 a
73% (modeéle optimal avec 4 variables indépendantes au maximum) de la variabilité de la
tendreté des deux muscles étudiés. Ceci m’a conduit a conclure que les mécanismes sont
plutdt race spécifique, il est difficile d’appliquer une loi genérale pour toutes les races. Ces
résultats sont d’une tres grande importance (voir ci-dessous), pour comprendre d’un point de
vue mécanistique les voies métaboliques qui dictent le développement de la tendreté apreés la

mort de I’animal.

Il est a signaler, par ailleurs, que ces équations sont appliquées a un ensemble d’individus
présentant une large gamme de tendreté, alors que les biomarqueurs utilisés ont été
initialement identifiés par la comparaison de lots de tendreté extréme (forte versus faible).
Ceci peut expliquer les difficultés pouvant étre rencontrées pour la prédiction d’échantillons

de tendreté intermédiaire.

La finalité est de proposer ces modeles par race (ou groupes de races) pour la filiére bovine
qui est en attente d’un outil permettant de prédire précocement la tendreté de la viande. Cet
outil de prédiction en cours de developpement dans I’équipe du Dr. B. Picard sera validé et
caractérisé pour sa robustesse en utilisant un jeu de données externe. A terme I’utilisation de

cet outil pourra permettre de manager la variabilité non maitrisée de la tendreté.

En outre, les modéles de prédiction construits par muscle et par race révélent des
différences. Généralement, les modeles optimaux du muscle ST sont explicatifs (en terme du
% de la variabilité expliquée) que ceux du muscle LT. Par exemple, on explique 53% de la
variabilité de la tendreté sensorielle de la race Limousine dans le muscle ST contre 35% dans

le muscle LT.

144



Discussion générale

Il en est de méme pour I’indice synthétique de tendreté, ou 73% vs. 66% de la variabilité
est expliquée respectivement pour les muscles ST et LT. De ces résultats, il ressort que les
protéines retenues dans les modéles ne sont pas toujours les mémes entre les deux muscles, et
si elles le sont, certaines ne vont pas dans la méme direction. Le signe des biomarqueurs
(négatif ou positif) dans les équations different en comparant les modeles entre races,
notamment entre I’Aberdeen Angus (race précoce et grasse) et les deux autres races, la
Blonde d’Aquitaine et la Limousine (races a maturité tardive et moins grasse). Par exemple,
dans le muscle ST, la Prdx6 (une enzyme antioxydante) est positivement corrélée avec la
tendreté sensorielle chez la race Aberdeen Angus, mais négativement chez la race Limousine.
Une autre protéine, la chaine légére de myosine de type 1F (MyLC-1F) est négativement
corrélée avec la tendreté dans le muscle LT de la race Aberdeen Angus, et positivement en
race Limousine. Ces données suggérent que différents mécanismes gouvernent la tendreté
(voir ci-dessous). Certains sont communs aux deux muscles et/ou aux trois races, tandis que
d'autres sont muscle et/ou race spécifique. Des recherches supplémentaires s’averent
nécessaires afin de comprendre plus finement les mécanismes impliqués. C’est pourquoi,
I’étude des interactions (interactomique) entre ces protéines étudiées en fonction de la race et
du muscle a été entreprise (voir ci-dessous, apport de I’interactomique Publication n°05).

Ainsi, les mécanismes impliqués dans la tendreté peuvent étre différents selon le muscle
ou la race considérés. Néanmoins, sur I’ensemble des indicateurs de la tendreté, la protéine
Hsp70-1A/B ressort comme étant un bon biomarqueur de la dureté chez les 3 races et dans les
2 muscles. Hsp70-1A/B trouvee négativement associee avec la tendreté sensorielle et I’indice
synthétique et positivement avec la force de cisaillement de Warner-Bratzler, appartient a la
famille des larges HSP (sous-groupe 70 kDa). Les membres de cette famille ont été révelés
dans de nombreuses études comme associés négativement avec la tendreté (Jia et al., 2009 ;
Guillemin et al., 2011 ; Bjarnadottir et al., 2012 ; Baldassini et al., 2015). Ils ont été proposés
comme des marqueurs de dureté. Les protéines de stress, sont connues pour jouer un role
antiapoptotique (Ouali et al., 2006). De ces résultats, j’ai suggéré que la protéine Hsp70-
1A/B, contribuerait a la dureté de la viande, du moins chez les trois races étudiées, a travers i)
la modulation de I’activité des caspases par une interaction directe et ii) la liaison directe avec
ces protéases qui empécherait ainsi le clivage des substrats et par conséquent leur dégradation.

D’autres protéines telles que la lactate déshydrogénase-B (LDH-B), la chaine lourde de
myosine 11x (MyHC-11x), les petites protéines de stress (Hsp20, Hsp27 et aB-crystalline) sont

liées a la tendreté, mais inversement selon le muscle et la race (Figure 38).
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Figure 38. Schéma illustrant la relation entre les propriétés métaboliques et contractiles du muscle et les petites

protéines de stress (small-Hsp) et la tendreté de la viande.

(A gauche) pour le muscle LT, un degré élevé des propriétés glycolytiques rapides est associé avec des notes de tendreté faibles.
(A droite) pour le muscle ST, un degré élevé des propriétés glycolytiques rapides est associé avec des notes de tendreté élevées.

Par conséquent, les biomarqueurs associés aux proprietés contractiles et métaboliques des muscles tels que MyHC-I1x et LDH-B sont positivement ou
négativement associés a la tendreté des muscles ST et LT, respectivement. Le contraire a été par ailleurs observé pour d'autres biomarqueurs tels que
les petites Hsp (Hsp20, Hsp27 et aB-cristalline). Les muscles ST et LT de la race Aberdeen Angus (AA) ont des niveaux inférieurs de propriétés
glycolytiques rapides que ceux des races Limousine (LI) et Blonde d'Aquitaine (BA). Par conséquent, leurs muscles LT et ST sont plus tendres ou
dures, respectivement, que ceux des races LI et BA (Picard et al., 2014).
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Les protéines MyHC-lIx et LDH-B (isoformes spécifiques du caractére rapide
glycolytique) sont associées positivement a la tendreté de la viande dans le muscle ST qui est
un muscle de type rapide glycolytique (Figure 38). Au contraire, dans le LT qui est de type
plus oxydatif, ces deux protéines sont associees négativement a la tendreté. Les resultats race
par race indiquent que les muscles ST et LT de la race Aberdeen Angus (AA) ont des niveaux
inférieurs de protéines associées au type glycolytique rapide que ceux des races Limousine
(LI) et Blonde d'Aquitaine (BA). Par conséquent, leurs muscles LT et ST sont plus tendres ou
dures, respectivement, que ceux des races LI et BA. Ces résultats suggérent que I’évolution de
la tendreté d’une viande serait fonction de certains mécanismes associes aux propriéetés
contractiles et métaboliques des muscles et d’autres mécanismes qui en seraient indépendants.
Par conséquent, ces résultats indiquent que la prédiction de la tendreté doit tenir compte des
caractéeristiques musculaires et métaboliques et du type danimal. De plus, ces résultats

révelent qu’un muscle dur pour une race donné peut ne pas I’étre pour une autre.

4. Apport des biomarqueurs pour la prédiction et la compréhension des mécanismes

impliqués dans la couleur

La recherche de biomarqueurs de la couleur de la viande bovine n’a débuté que tres
récemment, en 2012. Ma thése est la premiere a élaborer des équations de prédiction de la
couleur de la viande bovine a partir de protéines biomarqueurs de la tendreté. Récemment,
I’approche protéomique a été proposée pour étudier le protéome du muscle et les changements
associeés a la stabilité et au développement de la couleur (Hwang et al., 2005 ; Sayd et al.,
2006 ; Kwasiborski et al., 2008b ; Joseph et al., 2012 ; Desai et al., 2014 ; Suman et al., 2014;
Canto et al., 2015; Wu et al.,, 2015; Gao et al., 2015). L’ensemble de ces études
protéomiques conduites sur la stabilité de la couleur de la viande et les mécanismes
impliquant des protéines représentatives de différentes voies métaboliques, ont éte réalisées
aprés 24h post-mortem ou au-dela. Ma these est la premiére a associer des protéines aux
parameétres de la couleur sur des échantillons prélevés la premiere heure (45 min) apres
I’abattage. Ceci est original, surtout si nous envisageons de maitriser les facteurs post-mortem

affectant la stabilité de la couleur et d’utiliser les protéines impliquées pour la prédiction.

Concernant ce premier critére percu par le consommateur au moment de I’achat de la
viande, les taurillons de la race Blonde d’Aquitaine ont été choisis pour faire I’objet d’une
caractérisation afin de comprendre la particularité de la couleur claire de leur viande

(Publication n°04 et Supplément 1 publication n°04).
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Figure 39. Diagramme de Venn du nombre de biomarqueurs corrélés significativement (P

Hsp40

< 0.05) avec les paramétres de couleur (L*, a*, b* et C*) de la viande de la race Blonde
d’Aquitaine. La saturation a été calculée a I’aide de la formule suivante : Saturation (C*)
= [(a*® + b*?)¥?] et les corrélations obtenues sont données dans le tableau ci-aprés. L’angle
de teinte (h*) n’a pas été illustré dans le diagramme vu qu’elle n’a été trouvée corrélée
significativement qu’avec un seul biomarqueur, Hsp70-Grp75 (r = -0.49 ; P < 0.05) et une
tendance avec ENO3 (r =-0.41 ; P = 0.06).

Coefficients de Pearson des corrélations significatives (P
< 0.05) de la saturation (C*) avec les biomarqueurs

Biomarqueurs Cc* P-values
p-calpain 0,69 0,0005
MDH1 0,44 0,0484
ENO3 -0,45 0,0400
MyBP-H -0,50 0,0210
MyHC-I 0,54 0,0117
aB-cristalline 0,60 0,0043
Hsp40 0,64 0,0018
Hsp70-1A/B 0,70 0,0004

Hsp70-8 0,43 0,0434
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Lors de cette expérimentation, de nombreux biomarqueurs de tendreté ont été trouvés
corrélés avec les paramétres de couleur de la viande de la Blonde d’Aquitaine : 9 avec la
luminance (L*) et la saturation ou chromaticité (C*), 8 avec I’indice de jaune (b*) et 5 avec
I’indice de rouge (a*) (Figure 39).

Les modéles optimaux construits en utilisant entre 2 et 3 variables, expliquent entre 47 et
65% de la variabilité des paramétres de la couleur. A notre connaissance, il n’existe aucune
étude récente s’intéressant a la prédiction de la couleur de la viande bovine par des équations
intégrant des biomarqueurs issus des analyses protéomiques. Toutefois, quelques études ont
tenté de prédire la couleur de la viande du porc. Ainsi, Kwasiborski et al. (2008b) ont
rapporté les premieres équations de prediction de la couleur du porc. Les auteurs ont identifié
une isoforme de myoglobine et une protéine de choc thermique (Hsp72) qui expliquent a elles
seules 84% de la variabilité de la Luminance (L*). lls ont également révélé une isoforme de la
créatine kinase musculaire (CKM) et une protéine de liaison du calcium qui pourrait expliquer
47 et 69%, respectivement, de la variabilité dans la viande a couleur rouge (a*) chez les porcs
males et femelles, respectivement. Suivant la conduite d’élevage, les auteurs rapportent aussi
un autre modele explicatif de L* chez les porcs conduits a I’intérieur. Le modele retient une
protéine non identifiée reflétant probablement une différence dans les proportions de types de
fibres, et I’aminoacylase 1, reflétant le taux du metabolisme post-mortem peu aprés la mort.
Les taux de ces 2 protéines expliquent 58% de la variabilité de L*. Nous constatons suite a
nos résultats et ceux de I’étude de Kwasiborski et al. (2008b) que des modéles performants

explicatifs de la couleur peuvent étre obtenus en utilisant de 2 & 3 biomarqueurs protéiques.

Les résultats de ma thése, suggeérent que les mécanismes qui régissent la couleur sont
proches de ceux de la tendreté, étant donné que la composante musculaire et les facteurs
intervenants sont similaires. Parmi les nombreuses corrélations obtenues entre les parametres
de couleur et la liste de biomarqueurs, la plus robuste est celle reliant Hsp70-1A/B (une
chaperonne inductible de la famille des larges HSP) et la p-calpaine (une enzyme
protéolytique Ca?*-dépendante) avec la luminance (L*), la saturation (C*) et les indices de
rouge (a*) et jaune (b*). Ces deux proteines communes a ces 4 paramétres de couleur sont
négativement corrélées avec L* et positivement avec les indices C*, a* et b* (Figure 39). De
plus, les deux protéines, Hsp70-1A/B et p-calpaine étaient positivement et significativement
corrélées (r=0.69, P < 0.01).
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Figure 40. Schéma biologique hypothétique expliquant le réle de Hsp70-1A/B et la p-calpaine dans le
développement de la couleur de la viande de la Blonde d’Aquitaine.

A) Aprés I’abattage, le muscle est sujet au stress oxydatif causant la production de 4-HNE. Cet aldéhyde peut influencer les processus d’oxydation des protéines et d’apoptose.

B) La production de 4-HNE due a (1) la peroxydation des lipides induit (2) la formation d’adduits protéiques via le processus d’oxydation des protéines. De nombreuses
protéines musculaires peuvent étre des cibles potentielles de ce puissant aldéhyde, par exemple la myoglobine, les protéines de structure et les enzymes glycolytiques. La
protéine du stress, Hsp70-1A/B est connue pour (3) son rble protecteur des protéines musculaires contre la formation d’adduits et, en jouant ce role, elle est oxydée (carbonylée).
Ceci n’est qu’une partie de ce mécanisme complexe, dans la mesure ou (4) le 4-HNE interagit aussi avec les membranes mitochondriales, causant ainsi (5) la sortie (libération)
du cytochrome c induisant le phénomeéne d’apoptose. La protéine du stress, Hsp70-1A/B peut (6) protéger la mitochondrie contre I’attaque de 4-HNE, et par conséquent sera a
nouveau oxydée. Enfin, le 4-HNE attaque (7) le réticulum endoplasmique, libérant le Calcium (Ca®") dans le cytoplasme nécessaire pour I’activité de la p-calpaine. La p-
calpaine activée (8) est connue pour son potentiel protéolytique a cliver la protéine Hsp70-1A/B* oxydée, augmentant ainsi son activité protéolytique. Ceci affectera les
protéines de structure et par conséquent leurs propriétés de réfraction de la lumiére et de ce fait I’aspect et la couleur de la viande.
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A partir de ces résultats, j’ai proposé un mécanisme biologique (Figure 40) pouvant
contribuer a expliquer la forte corrélation trouvée entre la p-calpaine et la protéine de stress,
Hsp70-1A/B. J’ai suggéré que deux phénoménes peuvent contribuer a cette relation et
influencer le développement de la couleur : I’oxydation des protéines et le phénomene

d’apoptose (Figure 40).

Aprés I’abattage, le muscle est sujet au stress oxydatif causant la production du 4-
hyrdoxynonénal (4-HNE). Le 4-HNE est un aldéhyde fortement réactif issu de la
peroxydation des lipides (Dalleau et al., 2013). La peroxydation lipidique est initiée par
I’attaque des radicaux oxygénés libres (ROS, reactive oxygen species) sur des acides gras
polyinsaturés présents dans la membrane ou le microenvironnement cellulaire et induit la
formation des aldéhydes, parmi eux le 4-HNE. La réactivité du 4-HNE est responsable de sa
capacité a former des adduits avec tout type de macromolécules : I’ADN (Schaur, 2003), les
lipides (Bacot et al, 2003), et surtout les protéines (Bestervelt et al., 1995 ; Dalleau et al.,
2013). Cet aldéhyde peut influencer les processus d’oxydation des protéines (formation
d’adduits protéiques). De nombreuses protéines musculaires peuvent étre des cibles
potentielles de ce puissant aldéhyde, par exemple la myoglobine, les protéines de structure et
les enzymes glycolytiques (Suman et al., 2006 ; 2007 ; Ramanathan et al., 2012). Il a
notamment été rapporté que le potentiel du 4-HNE a se lier au site catalytique de nombreuses
enzymes était responsable de I’inhibition de leur activité comme c’est notamment le cas de la
Protein Kinase C (Chiarpotto et al., 1999), de la cathepsine B (Crabb et al., 2002), de la sous-
unité 20S du protéasome (Ferrington et Kapphahn, 2004), de la glucose-6-phosphate
déshydrogenase (GAPDH) (Uchida et al., 1993) ou encore de la lactate déshydrogénase
(Ramanathan et al., 2014).

La protéine du stress, Hsp70-1A/B est connue pour son rble protecteur des protéines
musculaires contre la formation d’adduits et, en jouant ce role, elle est carbonylée (oxydée)
(Carbone et al., 2004). Ceci n’est qu’une partie de ce mécanisme complexe, dans la mesure
ou le 4-HNE interagit aussi avec les membranes mitochondriales, causant ainsi la libération
du cytochrome c induisant le phénomene d’apoptose. En effet, le 4-HNE est capable d’activer
la voie JNK (c-Jun N-terminal kinases), tant par liaison directe (Parola et al., 1998) qu’en
activant sa phosphorylation via des kinases de la voie MAPK (Mitogen Activated Protein
Kinases) sensibles au stress oxydant (Uchida et al., 1999). L’ activation de JNK par le 4-HNE

permet I’activation de la caspase 3 impliquée dans la mort par apoptose (Cheng et al., 2001).
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Du point de vue de la voie mitochondriale, le 4-HNE modifie I’activité d’ ATPases, ce qui
engendrerait une augmentation cytosolique des taux de Ca®* et générerait le signal
apoptotique (Kruman et Mattson, 1999). Ajouté a cela, le 4-HNE peut également étre un
médiateur de I’apoptose dépendante de la mitochondrie en modifiant I’intégrité de la
membrane mitochondriale constituée de cardiolipides. Le cardiolipide (diphosphatidyl
glycerol) est un lipide qui représente 18 % des molécules de la membrane interne de la
mitochondrie et qui est responsable de la forte imperméabilité de la membrane interne aux
protons (Wright et al., 2004). L oxydation du cardiolipide par le cytochrome c, une molécule
proapoptotique de I’espace inter-membranaire, peut produire du 4-HNE (Liu et al., 2011) qui
va activer a son tour la formation de MOMPs (Mitochondrial Outer Membrane Pores)

(Kagan et al., 2000) : c’est la I’'une des premieres étapes de la voie apoptotique intrinséque.

La protéine du stress, Hsp70-1A/B peut protéger la mitochondrie contre cette attaque du 4-
HNE, et par conséquent serait a nouveau carbonylée (Figure 40). Enfin, le 4-HNE attaque le
réticulum endoplasmique (RE), libérant le Ca®* dans le cytoplasme nécessaire pour I"activité
de la p-calpaine. Le 4-HNE est capable de modifier la fonction des canaux impliqués dans
I”’homéostasie calcique en particulier en se liant aux groupements SH de la pompe SERCA1
(Sarco(endo)plasmic reticulum Ca?* ATPase 1) du RE (Hortigon-Vinagre et al., 2011;
Mcconnell et Raess, 2002). D’autres voies pourraient étre activées, notamment celle des
calpaines. La p-calpaine activée est connue pour son potentiel protéolytique a induire le
clivage de la protéine Hsp70-1A/B* carbonylée (substrat type) (Sahara et Yamashima, 2010),
augmentant ainsi son activité protéolytique. Ceci affectera, selon mon hypothése, les protéines
de structure et par conséquent leurs propriétés de réfraction de la lumiere et de ce fait I’aspect

de la viande et sa couleur.

De plus, le phénoméne d’apoptose peut étre accentué par la formation des adduits. En
effet, les adduits HNE-protéines s’accumulent, tout comme les protéines mal repliées, faute
de protéines chaperonnes fonctionnelles engagées déja dans une multitude de voies initiées
par les signaux de la mort. Ceci génére une attaque du réticulum endoplasmique (Ron et
Walter, 2007) pouvant mener a la mort cellulaire par activation de la caspase 12 ou de la voie
JNK initiant la mort des cellules par autophagie (Figure 42). L'autophagie (dont la préposition
auto- signifie soi-méme et -phagie correspond au verbe manger) est également connue sous
I'expression « auto-cannibalisme cellulaire ». Ce processus cellulaire, finement régulé,
permet a une cellule de survivre lorsqu'elle est privée de nutriments ou soumise a différents

stress.
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Ce phénomeéne a été recemment proposé comme étant lié a la mise en place de la qualité de
viande, en particulier la tendreté (Sierra et Olivan, 2013 ; Garcia-Macia et al., 2014 ; Hollung
et al., 2014). Cependant, le peu de connaissances disponibles sur le muscle post-mortem ne
permet pas a I’heure actuelle d’associer d’une maniére directe ce phénomene a la couleur de
la viande. Néanmoins, je suggere qu’au travers de I’implication des ROS, la mort par
autophagie aurait un réle prépondérant dans le déterminisme de la couleur. Il est connu que
les ROS interviennent dans la rupture de la membrane externe mitochondriale ou bien dans la

formation de canaux affectant les membranes externe et interne (Kroemer et al. 2007).

Quant a I’implication des Hsp dans la couleur par les relations de Hsp40 avec C*, a* et b*
ou encore de I’aB-crystalline, et de Hsp70-8 avec L*, C* et b*, elle peut étre liée a leur role
protecteur contre la dénaturation des protéines pouvant affecter les propriétés de réfraction et
I’aspect de la viande (Sayd et al., 2006 ; Hughes et al., 2014). Ces relations indiquent que les
protéines de stress sont exprimées de facon a jouer un réle important dans le déterminisme de
la couleur de la viande. L'importance des protéines HSP dans la conversion du muscle post-
mortem en viande a été reconnue et associée a I’attendrissage de la viande (Ouali et al., 2006 ;
2013 ; Guillemin et al., 2011 ; Lomiwes et al., 2013 ; 2014a,b). Cependant, les mécanismes
biologiques sous-jacents ne sont pas complétement élucidés dans la période post-mortem,
notamment pour la couleur. Le mécanisme le plus plausible est leur lien avec le phénoméne
d’apoptose (Takayama et al., 2003 ; Beere, 2004 ; Lanneau et al., 2008). Il est a indiquer que
de nombreuses protéines de stress ont été rapportées comme étant liées a la couleur de la
viande du porc (Hwang et al., 2005 ; Sayd et al., 2006 ; Kwasiborski et al., 2008b ; Zhang et
al., 2014), du mouton (Gao et al., 2015), du bovin (Joseph et al., 2012 ; Suman et al., 2013 ;
Wu et al., 2015 ; Canto et al., 2015) et du poisson (Veiseth-Kent et al., 2010 ; Desai et al.,
2015). Cette relation peut, a I’heure actuelle, s’expliquer par la protection de la dénaturation
des protéines de structure (en particulier les protéines sarcoplasmiques) et I’impact sur les

propriétés réfractaires et I’aspect d’un morceau de viande.

5. Apport des biomarqueurs pour la prédiction et la compréhension des mécanismes

impliqués dans la chute de pH

L autre parametre connu pour affecter la qualité de la viande indépendamment des espéces,
est le pH (Purchas et Aungsupakorn, 1993). Dans cette thése, le pH mesuré en cinétique a
45min, 3h et 30h aprés abattage a pu étre corrélé pour la premiére fois chez le bovin avec de

nombreux biomarqueurs (Publication n°04).
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Les parametres pHusmin, pHsn et pH, ont été corrélés avec 3, 7 et 6 protéines,
respectivement. La peroxyrédoxine 6 (Prdx6) a été trouvée associée aux trois parameétres de
pH mesurés. Par ailleurs, des modeles retenant 3 a 4 variables ont été construits et expliquent
47, 59 et 58% de la variabilité de pHassmin, PH3n €t pHy, respectivement. Comme pour la
couleur, ma these est la premiere a établir des modeles de prédiction du pH de la viande
bovine. Seuls, les récents résultats de Terlouw et al. (2015) sur le porc rapportent un modéle
expliquant 84,6% de la variabilité du pHu du muscle Longissimus lumborum. Les protéines
retenues dans leur modéle, ont des fonctions communes que les nétres avec un impact
prononce de Hsp70. De ce fait, les mécanismes impliquées peuvent étre similaires entre

especes.

La performance de ces modeéles explicatifs du pH réside dans la compréhension des
mécanismes pré- et post-mortem gouvernant les critéres de la qualité sensorielle. Par exemple,
une meilleure compréhension des effets du stress a I’abattage sur la réponse physiologique et
biochimique des tissus bovins permettra une meilleure connaissance de I’évolution du pH et

I’impact sur les critéres de qualité, notamment la couleur et la tendrete.

A ma connaissance, cette these est la premiere a réveler quelques mécanismes impliquant
le pH en utilisant la liste des 21 biomarqueurs de tendreté (Figure 41). L’analyse des
corrélations montre que la protéine Prdx6 est la seule dont I’abondance explique
significativement les trois paramétres de pH (pHasmin, PH3n €t pH,) du muscle LT de la race
Blonde d’Aquitaine. Un mecanisme impliquant cette protéine sera discuté dans ce qui suit et
d’autres (Hsp70-Grp75, DJ-1 et enzymes de la glycolyse : ENO3 et LDH-B) seront abordées

dans la partie interactomique (voir ci-dessous).

Des relations protéines-chute de pH, ont été révélées par cette partie de ma thése. Les
protéines concernées sont plus ou moins impliquées dans le phénoméne de la mort des
cellules par apoptose. On peut donc supposer que I’apoptose et toutes ces conséquences soient
mises en place des la premiere heure suivant I’abattage. Au moment ou la glycolyse progresse
dans le muscle post-mortem, il faut aussi s’attendre a un taux constant de chute de pH et
d'accumulation de lactate au cours du stockage de la viande. Or, la cinétique de chute de pH
post-mortem n’est pas continue comme rapporté par plusieurs travaux de notre groupe (Ouali
et al., 2006 ; 2007 ; Boudjellal et al., 2008 ; Becila et al., 2010). Il a été suggéré que cette
discontinuité pourrait étre le résultat du remplacement des groupements acides

(phosphatidylserine (PS)) par les groupements basiques (phosphatidylcholine (PC) et phosph-
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atidylethanolamine (PE)) dans le compartiment intracellulaire. Ce phénomeéne serait
accompagné d’une redistribution des ions, permettant d’expliquer I’existence de courts
paliers, dans la cinétique de chute de pH. Ce mécanisme, connu sous le nom de
I’externalisation des phosphatidylsérines, est considéré comme un des marqueurs du

phénomene d’apoptose (Martin et al., 1995).

Les nouvelles connaissances apportees dans cette these me permettent de proposer une
nouvelle hypothése justifiant le role de la Prdx6 dans la transformation post-mortem du
muscle en viande et dans la discontinuité de la cinétique de chute de pH grace a la corrélation
robuste obtenue. Plusieurs auteurs ont suggéré que la Prdx6 grace a sa double fonction,
enzyme antioxydante et phospholipasique de son groupe PLAZ2 (Phospholipase A2)
(Manevich et al., 2009 ; Fisher, 2011) interviendrait dans le mécanisme d’externalisation des
PS. Les phospholipases A2 (PLA2) sont des enzymes qui catalysent I’hydrolyse de
phospholipides afin de libérer un acide gras et un lysophospholipide (Alonso et al., 1986 ;
Penzo et al., 2004). La PLA2, notamment cPLA20. (possédant un domaine de liaison au Ca*)
est activée en réponse a une augmentation de la concentration calcique intracellulaire (Burke
et Dennis, 2009). La liaison de deux ions Ca?* au domaine C2 induit la translocation de la
phospholipase du cytosol vers les membranes nucléaires et du réticulum endoplasmique. Elle
se lie de maniere préférentielle a la PC présente en abondance au niveau de ces membranes au
moment du déclenchement de I’apoptose (Evans et al., 2001). La liaison du Ca®* au domaine
C2 induit I’association des résidus hydrophobes avec la PC membranaire permettant ainsi la
pénétration de la PLA2 dans la bicouche lipidique. Gréace a l'activité de PLA2 de la Prdx6, la
PC sera hydrolysee (Penzo et al., 2004 ; Wang et al., 2014). Ainsi, son pouvoir tampon sera
réduit permettant la continuité de la chute de pH dans le cytosol. Le tamponnage momentané

aura donc un effet sur la consommation des protons générés par la glycolyse.

Mes résultats permettent d’approfondir les connaissances concernant les évenements
biochimiques qui surviennent juste aprés la mort de I’animal. Ainsi, des hypothéses ont pu
étre proposées pour expliquer I’origine des qualités particulieres de la viande de la race
Blonde d’Aquitaine. Ces hypothéses demandent a étre vérifiées sur d’autres races tres
différentes, comme I’Aberdeen Angus. Ces resultats permettent également de proposer de
nouvelles pistes d’investigation pour une compréhension des mécanismes et une meilleure

maitrise de la variabilité des qualités de viande.
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6. Apport de I’interactomique pour la compréhension des mécanismes biologiques

gouvernant la transformation post-mortem du muscle en viande

L’ensemble des résultats et mécanismes discutés précédemment démontre que I’étude du
protéome permettrait d’élucider au mieux le déterminisme des qualités des viandes en
identifiant des liens robustes associés aux phénotypes recherchés afin de pouvoir les
discriminer. L’interactomique, étude des interactions entre les différentes molécules
biochimiques (Collura et Boissy, 2007), a été ainsi récemment proposée dans le muscle post-
mortem pour identifier les voies métaboliques impliquées dans le déterminisme de la qualité
(Guillemin et al., 2011 ; Carrera et al., 2013). Globalement, les outils d’interactomique (une
branche de la bioinformatique) geénérent par une analyse in silico des relations entre les
protéines en se basant sur la bioinformation obtenue par expérimentation et stockée dans les
entrep6ts de banques de données. Cependant, I’ensemble de ces données sont souvent issues
des domaines de la biologie moléculaire manipulant des animaux modeéles et ne reflétent pas
toujours les relations pouvant exister (bien qu’elles puissent étre extrapolées entre especes).
Partant de ce constat, j’ai proposé d’opter pour des réseaux de corrélations statistiques
(correlation networks) afin d’étudier les liens entre chacun des biomarqueurs en m’inspirant

de ce qui a été rapporté dans la littérature (Friedman et Alm, 2012 ; Cooper et al., 2015).

En utilisant les abondances des biomarqueurs des 3 races continentales (Aberdeen Angus,
Blonde d'Aquitaine et Limousine) et deux muscles (LT et ST), j’ai élaboré les premiers
réseaux de corrélations des biomarqueurs de la viande bovine (Publication n°05). Les
intéractomes ont été obtenus en utilisant les coefficients de corrélation significatifs (P < 0,05)
de Pearson. lls m’ont permis d’identifier les voies métaboliques susceptibles d’étre liées de
maniere robuste a la qualité de la viande, et de révéler les mécanismes biochimiques sous-
jacents aux deux muscles et trois races. Par cette demarche, j’ai révélé que certaines protéines
jouent des roles centraux indépendamment du muscle et la race et sont associées a des voies

métaboliques clés dans la phase post-mortem (Ouali et al., 2013).

Par exemple, la protéine DJ-1 a été identifiée comme étant située a un carrefour entre les
protéines du métabolisme glycolytique et les petites protéines de stress. DJ-1 a été
initialement répertoriée comme un oncogeéne (Nagakubo et al., 1997) et plus tard s’est révélée
étre une protéine de peroxyde sensible a I'hydrogene, ce qui suggére qu'elle peut fonctionner
comme un antioxydant (Mitsumoto et al., 2001). Cette protéine multifonctionnelle participe a

la régulation de la transcription, aux réactions de stress oxydant, a un réle chaperonne, une
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activité protéolytique et régulatrice au niveau mitochondrial (Baltazar et al., 2015). Un de ses
roles important, est qu’elle est capable de jouer un réle « scanvenger » des ROS via un
mécanisme d’auto-oxydation de son résidu cystéine, conduisant a la formation d’une DJ-1
oxydée (Figure 42). A la lumiére de ces résultats, il ressort que les stress cellulaire et oxydant
avec toutes leurs conséquences, vont jouer un réle majeur dans le développement des qualités
des viandes. De plus, il peut étre suggéré que la protéine DJ-1 jouera un rdle protecteur de la

mitochondrie contre les ROS et permettra d’éviter la voie de la mort par autophagie.

Par ailleurs, mes résultats ont révélé une relation forte entre la p-calpaine et la Prdx6,
indépendamment du muscle et de la race. Les réles de ses deux protéines ont été largement
discutés précédemment, notamment celui impliquant la Prdx6 dans I’inversion de la
membrane, par I’hydrolyse de la phosphatidylcholine par son groupe PLA2. La relation entre
ces deux protéines peut étre expliquée par le réle régulateur de la protéolyse (p-calpaine) sur

I’activité de la Prdx6 en présence de peroxyde (Wood et al., 2003).

Les intéractomes confirment aussi, que des spécificités par muscle et race existent. Les
résultats obtenus renforcent les conclusions proposées précédemment, montrant que les
mécanismes d’établissement des qualités de viande sont d’une part, race et muscle spécifiques
et d’autre part, propriétés métaboliques et contractiles dépendants. Dans le muscle LT, les
enzymes de la glycolyse sont au cceur de nombreux nceuds. Alors que dans le muscle ST ce
sont les petites proteines de stress (small-HSP).

Indépendamment de la race et particuliéerement pour le muscle LT, la protéine Hsp70-
Grp75 a été trouvée en plus d’étre liée a la couleur et au pH, corrélée a de nombreuses
protéines. Elle est corrélée avec le métabolisme glycolytigue (LDH-B et MDH1), la
protéolyse (u-calpaine), la structure (MyLC-1F) et le stress oxydant (DJ-1 et Prdx6). Hsp70-
Grp75, la seule chaperonne mitochondriale connue, est présente dans presque tous les
compartiments cellulaires et est induite par la privation de glucose, par le Ca*, ou par des
agents perturbateurs de la glycolyse (Wiedemann et al., 2004). Ma these est la premiere a
révéler des relations directes entre cette protéine multifonctionnelle et d’autres protéines ou
criteres de la qualité de la viande bovine. De plus, Hsp70-Grp75 est impliquée dans le
transport et le pliage des protéines mitochondriales et la protection des cellules contre le
manque de glucose et I’accumulation des ROS (Mayer, 2013). Son réle protecteur peut
expliquer par exemple la relation trouvée entre son abondance a 45 min post-mortem et la

chute rapide du pH impliquant les enzymes de la glycolyse. La Hsp70-Grp75 peut séquestrer
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et inactiver la p53, une protéine facteur de transcription impliquée dans I’apoptose, régulant
ainsi sa translocation nucléaire et la mise en place de I’apoptose (Kaul et al., 2007). Cette
hypothése est renforcée par le role qu’elle joue dans le transit du Ca®". Elle relie le récepteur
de l'inositol 1,4,5-triphosphate (IP3R) du réticulum endoplasmique (RE) vers les canaux
anioniques voltage-dépendants de la mitochondrie (VDAC) (Figure 42), augmentant
probablement le flux de Ca?* du RE vers la mitochondrie (Malli et Graier, 2010 ; Ouali et al.,
2013). Ce mécanisme peut également contribuer a la relation entre Hsp70-Grp75 et la chute
de pH. Ceci est plausible, étant donné que le Ca®* exerce des effets régulateurs sur de
nombreuses enzymes et les protéines impliquées dans les processus métaboliques et
apoptotiques, y compris ceux du muscle post- mortem. L’ensemble de ces résultats constituent

des arguments forts pour impliquer Hsp70-Grp75 dans les mécanismes de I’attendrissage.

Afin de synthétiser, les apports de cette thése sur I’ensemble des mécanismes susceptibles
d’intervenir dans la mise en place des qualités des viandes en relation avec : la glycolyse, le
phénoméne d’apoptose, la mitochondrie, le réticulum endoplasmique, le stress oxydant et
I’autophagie, un schéma biologique impliquant la majorité des protéines marqueurs utilisees
est proposé (Figure 42). Ce schéma général ouvre de nouvelles pistes de recherches pour une
meilleure compréhension des mécanismes et la validation de nouveaux marqueurs clés des

voies susceptibles d’élucider le phénomeéne d’attendrissage post-mortem des viandes.

Les connaissances actuelles concernant l'apoptose et I’autophagie dans le muscle ne
permettent cependant pas de déterminer avec précision le role de chacun dans le processus
d’attendrissage. D’autres investigations s’averent nécessaires pour élucider les mécanismes et

comprendre les phénomeénes impliqués et leur impact sur la qualité.
7. La bov-SERPINAS3 - vers la validation et I’intégration a la liste des biomarqueurs

Les travaux de Ouali et Talmant, (1990) et Zamora et al. (1996) ont montré que le taux des
inhibiteurs dans le tissu musculaire était le meilleur indice de prédiction de la tendreté de la
viande. Quelques années apres, plusieurs recherches ont été conduites et ont abouti a la
caractérisation de ces inhibiteurs dans le muscle (Tassy et al., 2005 ; Herrera-Mendez et al.,
2006b). La grande majorité des inhibiteurs révélés étaient des inhibiteurs de serine peptidases
parmi lesquels de nombreuses serpines (Herrera-Mendez et al., 2009 ; Péré-Brissaud et al.,
2015). Cependant, les travaux menes n’ont pas révélé de relation directe (corrélations ou
régression) entre les serpines et la tendreté (sensorielle ou mécanique) de la viande bovine, et

par conséquent n’ont pas fait I’objet d’une valorisation pour la prédiction de la tendreté
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de la viande. Lors de ma thése, j’ai souhaité réaliser un état de I’art (Publication n°06) sur les
fonctions biologiques de ces inhibiteurs et leurs réles potentiels dans la tendreté de la viande
avant d’effectuer des analyses complémentaires ayant pour objectif leur validation et
intégration dans la liste des biomarqueurs. Les informations extraites de ma synthese
bibliographique ont démontré qu’il s’avérait intéressant d’effectuer une démarche
protéomique ciblée sur I’analyse de cette famille afin d’identifier les membres a intégrer dans
la liste de biomarqueurs des qualités sensorielles. Une démarche particuliére a ainsi été
proposée dans ma theése, en focalisant sur le polymorphisme protéique de la bov-SERPINA3.
Pour cela, des échantillons de muscles de vaches de la race Maine-Anjou, reflétant des lots de
tendreté extrémes (haute versus faible) ont été analysés. Faute de temps, les analyses sont
actuellement en cours de réalisation. Mes résultats préliminaires s’avérent tres satisfaisants,
ils révelent que sur ces lots de tendreté une relation étroite existe et indique une surabondance
de la bov-SERPINA3 dans le lot de viande dure. L’abondance de la bov-SERPINA3 peut
donc étre utilisée pour discriminer les animaux a viande dure. L’analyse des corrélations a
révélé une relation positive avec la force de cisaillement et une relation négative avec les
notes de tendreté sensorielle. Des analyses supplémentaires de 2-DE et I’optimisation de la
quantification de la bov-SERPINAS3 par Dot-Blot sont en cours (Papier n°07 en préparation).

8. Limites de la thése

Une des limites de cette these est qu’elle ne s’intéresse pas aux différentes isoformes de
protéines. En effet, certains résultats ont montré que des isoformes de protéines telles que
Hsp27 ou les troponines T rapides (Chaze et al., 2013) étaient reliées difféeremment a la
tendreté. Or, la technique de Dot-Blot utilisée pour la quantification de I’abondance relative
des protéines s’appuie sur I’utilisation d’anticorps reconnaissant I’ensemble des isoformes.
Ainsi, certaines isoformes de protéines codées par des geénes différents, ou issues de
phénoménes d’épissage alternatif, ou encore ayant subi des modifications post-
traductionnelles (MPT) telles que des phosphorylations, n’ont pas été étudiées et pourraient
cependant correspondre a de bons biomarqueurs. Afin de remédier a ce probleme, des
recherches supplémentaires doivent étre menées afin de proposer des solutions. La stratégie
pourrait étre soit une production et utilisation d’anticorps spécifiques pour chaque isoforme,
soit de songer a I’utilisation de la phosphoprotéomique (Huang et al., 2011 ; 2012 ; 2014) afin
de pouvoir révéler ou non des différences dans les relations entre les isoformes de la protéine
et les criteres de qualité de viande. Ces analyses pourraient nous permettre de conclure ainsi

sur I’impact du polymorphisme protéique sur le critére de qualité étudie.
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Conclusion et perspectives

L’objectif de mon travail de these était de comprendre les mécanismes impliqués dans
I’élaboration des qualites sensorielles et des parameétres technologiques de la viande bovine et
surtout d’améliorer le pouvoir prédictif des modeles d’explication de leur variabilité. Par une
approche meécanistique, j’ai apporté de nouvelles connaissances sur les mécanismes
gouvernant le déterminisme de différents criteres de la qualité de la viande bovine: la
tendrete, la couleur et le pH. Mes résultats montrent que I’analyse sensorielle de la viande est
d’une importance capitale pour cerner les préférences des consommateurs qui dépendent de

leurs habitudes alimentaires.

Des modeéles de prédiction (voir aussi d’explication) de la tendreté, de I’appréciation
globale et pour la premiére fois de la couleur et du pH de la viande ont été obtenus. Les
modeéles refletent un ensemble de mécanismes régissant la transformation post-mortem du
muscle en viande et ouvrent de nouvelles voies de recherches. En outre, les modéles obtenus
sont différents entre races et muscles, et certains sont dépendants des caractéristiques

contractiles et métaboliques des muscles considérés.

Mes résultats montrent la complexité des interactions qui existent entre les biomarqueurs
étudiés, leur abondance et les criteres de qualité de la viande bovine. Les nouveaux
mécanismes révélés grace a «I’interactomique » en utilisant les corrélations robustes,
contribueront a une meilleure compréhension des causes de la variabilité dans les différentes
qualités de la viande bovine. Mes résultats plaident pour un role majeur de la mitochondrie et
des phénomeénes associés, a savoir I’apoptose, le stress oxydant et probablement I’autophagie
dans le déterminisme des criteres de la qualité de la viande. Des mécanismes biologiques
pertinents ont été aussi proposés pour expliquer la variabilité ou les nouvelles relations
obtenues, et ceci en se basant sur les connaissances acquises via la stratégie mécanistique

entreprise au travers de ma thése.

Enfin, pour finaliser I’ensemble de ce travail de these, il sera nécessaire de valider la
démarche entreprise, a savoir I’application des équations de prédiction obtenues sur de
nouvelles données provenant des mémes types d’animaux ou d’autres races, et ceci a partir de
nouveaux échantillons provenant d’autres expérimentations. La méme liste de protéines peut
étre aussi proposée pour expliquer et/ou prédire simultanément d’autres critéres de qualité

comme la capacité de rétention d’eau de la viande.
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Comme perspectives, il est souhaitable de prendre en compte les mécanismes mis en
évidence par les résultats de ma these et d’entreprendre des recherches ciblées notamment sur
les rbles que peuvent jouer la mitochondrie et le réticulum endoplasmique (RE) ou leur
interaction dans le phénomeéne d’attendrissage. Certaines protéines peuvent étre intéressantes
a regarder de pres comme la Hsp70-Grp75, liant la mitochondrie au réticulum endoplasmique
ou la DJ-1, une enzyme aux multiples facettes, dont les fonctions ne sont pas encore
identifiées dans le muscle bovin. Il serait aussi intéressant d’approfondir le réle du 4-
hydroxynonénal en relation avec I’oxydation des protéines et son impact sur les qualités de la

viande, notamment la couleur.

Le calcium, est également une piste intéressante a explorer pour mieux cerner les
phénomenes biologiques impliqués, notamment ceux liés a la production d’énergie pendant la
période post-mortem. Les nombreuses voies métaboliques identifiées comme pouvant étre
impliquées dans le phénomeéne d’attendrissage sont ATP-dépendantes, en particulier le
processus de mort cellulaire par apoptose. Cela souligne la question de I’origine de I’énergie
lorsque les réserves énergétiques sont epuisees ? 1l serait donc intéressant d’approfondir ce
volet avec des méthodes adaptées, en commengant par I’exploration du réle du metabolisme
des fibres musculaires et celui des lipides (B-oxydation par exemple) dans la production

d’énergie.

Par ailleurs, il serait souhaitable de prendre en compte les pratiques d’élevage dans la
construction des modéles mais également d’augmenter les effectifs d’animaux pour
augmenter leur robustesse. En parallele, il serait intéressant de mieux évaluer I’impact du
niveau de stress des animaux a I’abattage et des processus oxydatifs liés a I’expression de

certains biomarqueurs et leur relation avec les différentes qualités de la viande.

Une des limites de ce travail, était la quantification de I’abondance totale des protéines, or,
certaines protéines possédent une a plusieurs isoformes, pour remédier a cela il faudrait mettre
en place une stratégie d’identification ciblée des biomarqueurs présentant un polymorphisme

protéique.
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Résumé

La qualité sensorielle de la viande bovine est trés variable et dépend de nombreux facteurs
interdépendants pré et post-abattage. L’objectif de cette these est d’expliquer par une approche
mécanistique la variabilité de plusieurs critéres de qualité de la viande provenant de différents
types de bovins (bceufs, génisses et taurillons) de diverses races en utilisant d’une part, les
caractéristiques musculaires et d’autre part, une liste de 21 protéines biomarqueurs de tendreté. Les
principaux résultats contribuent & enrichir nos connaissances concernant les mécanismes
gouvernant le développement de la tendreté, la couleur et le pH de la viande bovine. Une premiére
partie porte sur I’effet des facteurs de variations (température de cuisson et jury de dégustation) sur
les qualités sensorielles. Quel que soit le type d’animal et I’origine du jury, les notes de tendreté et
de jutosité sont plus élevées a température de cuisson de 55°C qu’a 74°C. A I’inverse, les notes de
flaveur et d’appréciation globale, sont plus élevées a 74°C qu’a 55°C. Dans la deuxiéme partie de
la thése nous avons tenté de mettre en relation les caractéristiques musculaires et les qualités
sensorielles. Les résultats montrent principalement que I’activité de I’enzyme oxydative isocitrate
déshydrogénase (ICDH) et des proportions de chaines lourdes de myosine lente (MyHC-I)
permettent de discriminer les races indépendamment du type d’animal. Cependant, aucune
caractéristique musculaire n’était corrélée aux qualités sensorielles évaluées. La troisieme partie
constituant le cceur de ce travail de these a porté sur I’utilisation de I’abondance des biomarqueurs
pour I’explication et la prédiction des principaux critéres de qualité de la viande. Les modeéles de
prédiction toutes races confondues (Aberdeen Angus, Blonde d’Aquitaine et Limousine),
expliquent tres peu (10 a 17%) de la variabilité de la tendreté. En revanche, les modéles construits
race par race sont plus performants et expliquent jusqu’a 70% de la variabilité de la tendreté des
muscles Longissimus thoracis et Semitendinosus des taurillons étudiés. Les modéles de prédiction
construits par muscle et par race révélent des différences. Certains biomarqueurs sont communs
aux deux muscles et/ou aux trois races. En particulier, Hsp70-1A/B apparait comme un marqueur
générique de la tendreté, tandis que d'autres sont muscle et/ou race spécifique. Ce travail a permis,
pour la premiere fois a élaborer des équations de prédiction de la couleur de la viande bovine a
partir de biomarqueurs et sur un muscle prélevé moins d’une heure apres I’abattage. Les protéines
Hsp70-1A/B et p-calpaine sont fortement corrélées entre elles et avec les paramétres de couleur. A
partir de ces résultats, I’oxydation des protéines et I’apoptose comme mécanisme biologique a été
proposé pour expliquer cette forte corrélation. Par ailleurs, de nombreux biomarqueurs sont
correlés aux pHasmin, PH3n et pHy. La Prdx6 a été trouvee associée aux trois parametres de pH et
un mecanisme biologique a été proposé. La derniére partie de cette these a porté sur
I’interactomique en élaborant les premiers réseaux de corrélations entre biomarqueurs. Les
résultats ont identifié les voies métaboliques et les protéines (DJ-1, Hsp70-Grp75 et petites Hsp),
susceptibles d’étre liées de maniére robuste a la qualité de la viande indépendamment du muscle et
de la race. Un schéma mécanistique intégratif de la majorité des biomarqueurs étudiés pour décrire
les mécanismes susceptibles de gouverner les étapes de la transformation du muscle post-mortem
en viande a été proposé avant de donner les résultats préliminaires portant sur I’intégration des
serpines dans la liste des biomarqueurs.

Mots clés : Viande bovine ; Caractéristiques musculaires ; Qualités sensorielles ; Tendreté ;
Couleur ; Biomarqueurs ; Mécanismes biologiques ; Prédiction



Abstract

Meat sensory quality is very variable and depends on many interrelated pre- and post-slaughter
factors. The objective of this thesis is to explain by a mechanistic view the variation of several
meat quality traits coming from different types of cattle (steers, heifers and young bulls) of
numerous breeds using muscle characteristics and a list of 21 biomarkers of meat tenderness.
Findings from this thesis provide new insights in the biological mechanisms underlying the
development of tenderness, color and pH of beef meat. The first part deals with the effect of
cooking temperature and origin of panelists on the scores of meat sensory qualities. The results
showed that irrespectively of animal type and origin of the panelists, tenderness and juiciness
scores were higher at an end-point cooking temperature of 55°C than at 74°C. In contrast, beef
flavor and overall liking scores were higher at 74°C than at 55°C. The second part of the thesis
focuses on the relationship between muscle characteristics and sensory qualities. The results
mainly show that the activity of the oxidative enzyme isocitrate dehydrogenase (ICDH) and the
proportions of the slow myosin heavy chain (MyHC-I) allow discrimination of breeds
irrespectively of animal type. However, none of the muscle characteristic was correlated with the
evaluated sensory quality traits. The third and principal part of this thesis focuses on the use of the
biomarkers abundances to explain and predict the main meat quality traits. The prediction models
taking in to account all young bulls breeds (Aberdeen Angus, Limousin and Blonde d'Aquitaine),
explain only a small part (10 - 17%) of the variability of tenderness. However, the prediction
power of the models constructed by breed were good, explaining up to 70% of the variability of
tenderness of Longissimus thoracis and Semitendinosus muscles of the young bulls. Prediction
models built by muscle and breed showed many differences. Some biomarkers were common to
both muscles and/or three breeds. Particularly, Hsp70-1A/B appears as a potential generic
biomarker of tenderness, while other proteins were muscle and/or breed specific. In addition, this
thesis is the first to show prediction equations of beef meat color and pH using the list of 21
biomarkers. Its originality consists in the use of muscle samples sampled early post-mortem.
Hsp70-1A/B and p-calpain were highly correlated with each other and with all the meat color
parameters. Based on these results, a biological mechanism was proposed to explain this strong
correlation, suggesting the involvement of two phenomena: protein oxidation and apoptosis.
Moreover, many biomarkers were correlated with pHysmin, pHsn and ultimate pH. Prdx6 was
associated with the three parameters of pH and a possible biological mechanism was proposed.
The last part of this thesis focuses on the use of interactomics and shows the correlation networks
between the 21 biomarkers studied. The networks identified the metabolic pathways and proteins
(DJ-1, Hsp70-Grp75 and small Hsp) which may be strongly linked to meat quality traits
irrespective of muscle and breed. Finally, an integrative mechanistic scheme using the biomarkers
studied is proposed to describe the mechanisms that govern the steps of post-mortem muscle to
meat conversion and preliminary results on the integration of serpins in the list of biomarkers are
presented.

Keywords : Beef meat; Muscle characteristics; Sensory qualities; Tenderness; Meat color;
Biomarkers; Biological mechanisms; Prediction



