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RESUME

Différents facteurs sont connus pour affecter les parameétres de qualité du foie gras.
Parmi ces parameétres, la fonte est considérée comme étant la plus critique du point de vue des
producteurs et des consommateurs. Outre les facteurs déja connus, le but de ce travail est
d’étudier si les activités protéolytiques hépatiques pourraient jouer un role dans le
déterminisme de la qualité du foie gras. Pour atteindre cet objectif, trois expérimentations ont
¢té menées, dans lesquelles nous avons utilis¢ des approches biochimiques et protéolytiques
ainsi que des mesures de qualité. Dans ces trois expériences nous avons évalué : 1) ’effet du
gavage chez deux types génétiques de canards, 2) I’effet de la vitesse de refroidissement et du
stockage post mortem et 3) DI’effet de la variabilit¢ de taux de fonte sur les activités
protéolytiques.

Nos résultats montrent que les activités protéolytiques restent constantes ou baissent
avec le gavage. De plus, malgré des différences connues quant a leur capacité a développer
une stéatose hépatique, les canards de Barbarie et les canards Pékin ont réagis de la méme
facon en ce qui concerne leurs activités protéolytiques. En ce qui concerne I’effet des
différentes vitesses de refroidissement, nous avons montré que plus le refroidissement est lent,
plus le foie fond et que ceci est —au moins partiellement- due a des activités protéolytiques
plus ¢€levées. Finalement, nous avons montré que les foies a fonte élevée présentés également
des activités protéolytiques supérieures a celles des foies a fonte faible.

Dans cette thése, nous avons pu mettre en évidence certaines relations existantes entre
la protéolyse hépatique et les qualités du foie gras de canard. Cependant, d’autres études
seront nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes responsables de ces relations dans

le but d’exploiter le potentiel des protéases dans la maitrise de la qualité du foie gras

Mots clé : Protéolyse, foie gras, protéomique, fonte, qualité



ABSTRACT

Different factors are known to affect the quality parameters of « foie gras ». Among
those parameters, the cooking loss is considered to be the most critical one in the eyes of both
producers and consumers. Besides already known factors, the objective of this work is to
investigate whether proteolytic activities might play a role in the determinism of « foie gras»
cooking losses. To achieve this objective three experiments were conducted in which we used
biochemical and proteomic approaches as well as quality analysis. In these three different
experiments we evaluated: 1) the effect of overfeeding in two breeds of ducks (Muscovy and
Pekin ducks) 2) the effect of chilling rate and post mortem storage and 3) the effect of

cooking loss variability on proteolytic activities.

Our results show that overfeeding either does not affect proteases activities, either
causes their decrease. In addition, despite the known differences regarding their ability to
develop hepatic steatosis, in our study Muscovy and Pekin ducks’ proteolytic activities
responded similarly to overfeeding. Concerning the effect of chilling rates, we showed that
the slower the chilling rate the higher the melting after cooking. This result is - at least
partially- due to higher proteolytic activities. Finally we showed that livers with a high

melting rate presented higher proteolytic activities than those with a low melting rate.

In this thesis, we were able to expose certain relations between hepatic proteolysis and
fatty liver qualities. However, more studies are required to better understand the mechanisms
underlying these relations in the goal of exploiting the potential of proteases in fatty liver

quality control.

Keywords: Proteolysis, fatty liver, cooking loss, quality.



INTRODUCTION



Le foie gras est un produit typique de la gastronomie frangaise obtenu par le
gavage (alimentation forcée) de certains palmipedes. L'aptitude a stocker spontanément
I'énergie dans le foie sous la forme de lipides est une spécificité physiologique des
palmipédes sauvages avant la migration qui est exploitée pour produire du foie gras par
gavage (Bairlein, 1987). Le gavage induit donc une augmentation du poids du foie
causée par l'accumulation des lipides au niveau des hépatocytes en conséquence a la
grande quantité¢ de glucides ingérés. En effet, a la fin de la période de gavage, le foie

peut atteindre 10 fois son poids initial (Guemene et al., 2004).

Vu sa composition chimique riche en lipides (tableau 1), qui peuvent représenter
jusqu’a 60% du poids total, le foie gras est considéré comme un aliment trés
déséquilibré du point de vue nutritionnel. Cependant, c’est aussi cette richesse en
maticres grasses qui confére au foie gras ses particularités organoleptiques et
sensorielles et en font la raison pour laquelle le foie gras est recherché par les
consommateurs. La fonte des mati¢res grasses par contre altére et dévalorise les

caractéristiques organoleptiques du foie gras.

Tableau 1 : Composition chimique (en % de la matiére fraiche) des foies d’oies et
de canards de barbarie ou Mulard aprés gavage (Salichon et al., 1994)

Espéces Oitf Canar(.i de Canard
landaise Barbarie Mulard
Poids du foie (g) 768 + 143 415+ 74 677+ 123
Eau (%) 32,7+3,1 32,0+34 28,5+34
Protéines (%) 8,3+0,9 73+1,5 6,9+1,0
Minéraux (%) 0,7+0,1 0,9+0,2 0,6 0,1
Lipides (%) 54,6 £4,3 619+74 60,5+44

De plus d'apres le décret n° 93-999 du 9 aolit 1993 un foie gras entier
commercialisé ne peut pas contenir plus de 30% de graisses exsudées. Pour ces raisons,

la fonte lipidique au cours de la cuisson des foies gras est considérée comme un facteur



important dans le déterminisme de la qualité du foie gras et peut facilement influencer

la décision d’achat par le consommateur.

La fonte lipidique a la cuisson a été 1'élément le plus étudié¢ dans le foie gras ces
derniéres années a cause de son hétérogénéité dans le produit final. La maitrise de la
variabilité de cette fonte constitue donc un enjeu important pour la filiere. De nombreux
facteurs pouvant affectés ce rendement technologique ont été identifiés : la génétique
joue un role trés important car la fonte lipidique varie d’un type de palmipédes a ’autre
(Salichon et al., 1994). Dans leur étude, Blum et al. (1990) ont aussi rapporté que la
fonte est proportionnelle au poids du foie. D'autres facteurs zootechniques comme le
systeme d'élevage, la méthode de gavage et la durée du jeline sont également connus
comme pouvant influencer la fonte (Babilé, 1989 ; Baudonnet-Lenfant et al., 1991).
Cependant, méme en contrdlant tous ces parametres, la variabilité du taux de fonte inter

et intra-lot demeure élevée (Theron et al., 2011).

Des ¢études menées sur l'influence du mode de préparation du foie gras sur ses
qualités organoleptiques et technologiques ont aussi montré une influence significative
du moment de I’éviscération sur la fonte du foie gras a la cuisson. Rousselot-Pailley et
al. (1992) ont ainsi remarqué que les foies €viscérés a chaud (quelques minutes post-

mortem) fondent moins que ceux éviscérés a froid (24 h post-mortem, figurel).

La texture est sans doute le premier marqueur du déterminisme de la fonte du foie
gras (Goullieux et Chanut, 2006). En effet, le plus le foie est dur, plus il fond. L étude
menée par Théron et al. (2011) sur l'histologie des hépatocytes suggere aussi que la
cuisson agit sur la matrice non lipidique en entrainant la coagulation de ses protéines
causant ainsi la fusion des gouttelettes lipidiques et par conséquent leur exsudation. Ces
résultats suggerent aussi que des processus enzymatiques pourraient intervenir post-

mortem en modifiant la structure des hépatocytes.
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Figure 1 : Influence du mode d’éviscération sur la qualité technologique du foie
gras d’oie (adaptée de Rousselot-Pailley et al.. 1992)

Trés peu d'études ont été menées sur le protéome du foie gras. Par contre, sa
fraction lipidique a été fortement examinée sans pour autant aboutir a des résultats
concluants en ce qui concerne le déterminisme de la variabilité du taux de fonte. Cette
these porte donc sur 1'étude d’une fraction du protéome hépatique (les principales
protéases) et sur ses liens possibles avec la fonte lipidique des foies a la cuisson. L'étude
de I’activité de ces protéases nous a semblé essentielle car d'une part des altérations des
activités protéolytiques ont été enregistrées dans beaucoup d'études faites sur des foies
en ¢tat de stéatose d'origine pathologique (Limaye et al., 2003 ; limuro et Brenner,
2008 ; Canbay et al., 2003) et d'autre part, elles sont aussi connues pour avoir un role
primordial dans le déterminisme de la texture dans d'autres types de produits d'origine

animale tel que la viande (Grossi et al., 2012 ; Martinez et al., 2011).



Dans I’étude qui a été développée au cours de ces travaux de doctorat, nous avons
men¢é plusieurs expériences pour essayer de savoir si I’activité des protéases différait
fortement entre le début et la fin du gavage dans deux types de canards, s’il était
possible de moduler I’activité des protéases hépatiques a travers des régimes thermiques
post-mortem variables et enfin si on pouvait relier des taux de fonte variables a des
activités protéolytiques différentes. Ces trois questionnements ayant fait 1’objet
d’expériences indépendantes, nous les présenterons aussi de fagon indépendante mais
nous essaierons de les discuter de maniére globale afin de mieux préciser les liens
éventuels pouvant exister entre fonte des foies gras a la cuisson, et activité protéolytique
post-mortem. Auparavant, nous allons présenter briévement les principaux points
connus du développement de la stéatose hépatique d’origine nutritionnelle chez les
palmipédes ainsi que les différents points connus de I’action des principales protéases

hépatiques.
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Dans cette étude bibliographique, nous présenterons d’abord quelques éléments
du métabolisme hépatique des oiseaux en général. Ensuite, nous aborderons les
changements hépatiques observés suite a la mise en gavage des palmipedes a travers la
mise en place progressive de la stéatose. Une troisiéme partie sera consacrée a 1’étude
de la qualité du foie gras. Enfin, les deux derniéres parties de cette étude seront
consacrées a I’étude de protéases hépatiques et a D’altération de leurs activités

protéolytiques en lien avec des pathologies hépatiques.

1. Le métabolisme hépatique chez les oiseaux

Bien que les lipides représentent la forme majeure de réserve énergétique chez les
oiseaux, ils sont peu originaires de leur alimentation. Ainsi, la principale maticre
premicre carbonée utilisée dans 1’alimentation des palmipeédes est le mais dont la
composition chimique est trés riche en glucides (6,.1% d’amidon vs. 3,7% de maticres

grasses brutes ; (Sauvant et al., 2004)).

1.1. Le métabolisme glucidique

Les glucides, en particulier I’amidon, représentent le principal nutriment des
palmipedes quelle que soit la phase de production considérée (tableau 2). La digestion
de ’amidon en glucose implique 3 étapes. Il est d’abord digéré en dextrines puis en
maltose par les amylases pancréatiques. Le maltose est ensuite rapidement dégradé en
glucose par les enzymes intestinales (maltase et isomaltase). Grace au systéme porte, le
glucose est absorbé puis est transféré au foie ou il sera capté par un transporteur nommé
GLUT2 (Wang et al., 1994).

12



Tableau 2 : Composition chimique d’un aliment canard gras pendant ses trois périodes
d’élevage (démarrage, croissance et gavage, Chartrin et al., 2006)

Période Démarrage Croissance Gavage

(semaines) (1a4) (4a12) (12 3 14)
Energie métabolisable (kcal/kg) 2830 2850 3330
Protéines (%) 18,21 15,98 8,28
Lipides (%) 3,34 2,84 3,38
Acides gras saturés (%) 17,17 16,1 14,52
Acides gras mono-insaturés (%) 24,98 28,36 27,44
Acides gras poly-insaturés (%) 57,85 55,54 58,02

1.1.1. Glycogénése

Le glucose est essentiel pour la production d’énergie sous forme d’ATP.
Cependant, lors d’une glycémie élevée il est stocké sous forme de glycogene par la voie
de la glycogénogenese (figure 2). Le glucose est activé en glucose-6-phosphate, par une
hexokinase, puis sera ensuite converti en glucose-1-phosphate puis en UDP-glucose
sous I’action de la phospho-glucomutase et de la glucose-1-phosphate uridyltransférase
(UDP-glucose pyrophosphorylase) respectivement. La glycogene synthase transformera

I’UDP-glucose en glycogene en permettant son allongement progressif.

Glucose
ATP

HEXOKINASE
ADP Glycogéne Glycogéne
(n glucoses)  (n+1 glucoses)
Glucose -6-phosphate

PHOSPHO-GLUCOMUTASE Glucose -1- P
URIDYLTRANSFERASE
Glucose -1-phosphate UDP-glucose  ypp
GLYCOGENE SYNTHASE
UTP PPi

Figure 2 : Synthese du glycogéne par la voie de la glycogénogenese. (Adaptée de
http://www.nbs.csudh.edu/chemistry/faculty/nsturm/CHE452/04 Glycogen.htm)
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La glycogénése est controlée par I’hormone glucagon qui entraine une
augmentation de la concentration cellulaire en AMPc, aboutissant ainsi a la
phosphorylation de la glycogéne synthase. Quand la glycogéne synthase est
phosphorylée, elle devient peu active et 1’allongement du glycogéne s’arréte. En
période de jelne, la glycémie baisse, le glycogéne peut étre donc étre réactivé par la

voie de la glycolyse.

1.1.2. Utilisation de glucose

Grace a la voie de la glycolyse aérobie, les cellules hépatiques sont capables
d’utiliser le glucose pour produire de I’énergie sous la forme d’ATP. Pour permettre son
entrée dans les voies métaboliques, le glucose est d’abord phosphorylé, sous 1’action de
la glucose-6-phosphatase, en glucose-6-phosphate. La glycolyse permet, aprés une
succession de réactions, de fournir deux molécules de pyruvate et deux molécules

d’ATP a partir d’une molécule de glucose (Figure 3).

Le pyruvate passe du cytoplasme dans la mitochondrie ou il sera transformé par la
pyruvate déshydrogénase en acétyl-CoA qui va entrer dans le cycle de Krebs (Figure 4).
Une cascade de réactions conduit alors a la production de CO, et de NADH qui sera

utilisé pour fournir de I’ATP dans la chaine respiratoire.

Les cellules hépatiques peuvent aussi utiliser le glucose pour la synthese des
acides gras et des lipides. Cette aptitude est plus importante chez les oiseaux (Saadoun
et Leclercq, 1987) que chez d’autres especes comme le porc ou les ruminants dont le
site majeur de la lipogenese de novo se situe dans les tissus adipeux (Hanson et Ballard,
1967 ; Mourot et Kouba, 1999). Ainsi, le foie est responsable de plus de 70% de la

lipogenése endogéne chez les oiseaux (Saadoun et Leclercq, 1987).
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Glucose
Glucose
6-phosphatase
Glucose 6-phosphate

Fructose 6-phosphate

Fructose
¥  6-biphosphatase

Fructose 6-biphosphate
Gl}'ééraldéhyde r — Dih}'druxg'a cétone
3-phosphate phosphate

1.3-Biphosphoglyvcérate

k.

1
3-Phosphoglyvcérate
2-Phosphoglyvcérate

k.

\
Phosphoénolpyruvate

Phosphoénolpyruvate
carboxylase

r
Oxaloacétate

Pyruvate
W carboxylase

Pyruvate

Figure 3 : Principales étapes de la glycolyse. (Adapté de http://biologie.univ-
mrs.fr/upload/p222/05_GluconeogeneseLL3BioCell.pdf)
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Figure 4 : Réactions enzymatiques du cycle de Krebs
(Adapté de http://www.cours-pharmacie.com/images/Cycle-krebs.png)

1.2. Le métabolisme lipidique

Les lipides jouent un role primordial en tant que réserve énergétique. La
couverture des besoins de I’organisme en lipides est assurée en faible partie par les

apports en lipides alimentaires. Celle-ci dépend donc surtout de la lipogenése effectuée

16



a partir des résidus acétates fournis par le catabolisme lipidique. Chez les oiseaux, c’est
au niveau des hépatocytes que se produit I’essentiel de la lipogenése (Saadoun et
Leclercq, 1987). Les lipides sont ensuite exportés aux tissus extra-hépatiques sous

forme de lipoprotéines par la voie plasmatique.

1.2.1. Utilisation des lipides alimentaires

Contrairement aux glucides, les lipides contribuent peu a la formulation des
aliments des palmipédes (3.7% de matiéres grasses brutes). Les triglycérides, forme
majoritaire mais non-absorbable des lipides alimentaires, sont hydrolysés par les lipases
en mono- et diglycérides, acides gras et glycérol. Des micelles résultant de I’association
des acides gras libres et des monoglycérides avec le cholestérol et les sels biliaires sont
constituées, afin d’étre absorbées au niveau de I’intestin. Les acides gras a courte chaine
sont absorbés par le systéme lymphatique, associés a 1’albumine sérique puis transportés
jusqu’au foie. Au contraire, les acides gras a longue chaine, apres ré-estérification en
triglycérides dans la muqueuse intestinale, s’associent a des phospholipides, du
cholestérol, des esters de cholestérol et d’apoprotéines puis ils seront secrétés sous

forme de portomicrons qui circulent par la veine porte jusqu’au foie.

1.2.2. Synthéese des acides gras de novo

Les capacités de synthése de novo des acides gras sont extrémement limitées dans
les tissus périphériques chez les oiseaux par rapport aux mammiferes (Leveille et al.,
1975). Chez le canard, 75% du glucose entrant dans les hépatocytes est transformé en

acides gras (Evans, 1972). La synthese des acides gras requiert la production d’acétyl-

17



CoA a partir du glucose. Sous I’action de I’acétyl-CoA-carboxylase, 1’acétyl-CoA est
converti en malonyl-CoA en présence de bicarbonate et d’ATP. L’acide gras synthétase,
catalyse ensuite la formation des chaines carbonées en utilisant 1’acétyl-CoA et le

malonyl-CoA, afin d’obtenir des acides gras a 16 atomes de carbone (acide palmitique).

La lipogenése est contrélée par le rapport de deux hormones i.e. I’insuline et le
glucagon. La premiére active 1’acétyl-CoA-carboxylase et donc stimule la lipogenése.
La deuxiéme inhibe I’acétyl-CoA et par conséquent la lipogenése. Leur ratio

plasmatique dépend fortement de 1’état nutritionnel des animaux.

L’¢élongase et la désaturase assurent la synthése de I’ensemble des acides gras
longs, saturés, mono- ou poly-saturés qui pourront étre estérifiés sous forme de
triglycérides, de phospholipides ou d’esters de cholestérol. Il existe 4 types de
désaturases appelées A9, A6, AS et A4. La désaturase A9 agit sur les acides gras saturés,
ou elle produit une désaturation entre les carbones 9 et 10 a partir de I’extrémité
carboxyle de la chaine. Associées aux élongases, les autres désaturases interviennent

ultérieurement pour introduire des désaturations du coté de I’extrémité carboxylique.

1.2.2.1. Synthese des glycérides, des phospholipides et du cholestérol

Les triglycérides qui représente pres de 95% des lipides dans le foie gras,
proviennent principalement de la lipogenése et en trés faible proportion de
I’alimentation. Les triglycérides, lipides de réserve, sont formés a partir du glycérol-3-
phosphate issue de la dégradation de glucose. Le glycérol-3-phosphate subit deux
acylations par la glycérol phosphate acyltranférase qui va fixer deux acides gras a
longue chaine en position 1 et 2 par estérification. L’acide phosphatique qui en résulte

sera hydrolysé en 1,2-diglycérides par I’action de la phosphatidate phosphatase. La
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formation de triglycérides se fait ensuite par la fixation d’un troisiéme acide gras par

une acylation en position 3.

Les phospholipides sont synthétisés a partir d’acétyl-coenzyme A et de glycérol-
3-phosphate. Les premiéres étapes de synthése des phospholipides sont communes avec
celles des triglycérides jusqu’a I’intermédiaire acide phosphatidique ou 1,2-diglycéride.
Les phospholipides majeurs des structures cellulaires sont la phosphatidyléthanolamine
(PE) et la phosphatidylcholine (PC). La PC est le constituant le plus important dans les

membranes et est essentiellement obtenue par la méthylation de la PE.

Le cholestérol est un constituant majeur de membranes cellulaires animales. Il
constitue un précurseur des sels biliaires et des hormones stéroides. Il peut étre
synthétisé par le foie et I’intestin, ou apporté par des lipoprotéines. La synthése du
cholestérol s’effectue dans le cytoplasme et implique de nombreuses réactions
enzymatiques a partir de 1’hydroxy-méthyl-glutaryl-CoA (HMG-CoA). Ce dernier,

résultant de la condensation de 3 acétyl-CoA, est transformé en mévalonate par ’'HMG-

CoA réductase (Figure 5).
Acétoacéty-CoA Acétyl-CoA
HMG CoA
- HMG CoA
v réductase
Mévalonate
Mévalonate
kinase 1
5-phosphomévalonate
'
Isopentyl-PP
Y
Far_ljés)fl_-PP
Cholestérol Dolichol Ubiquinone Héme

Figure 5 : Voie de synthése du cholestérol
(http://www.jle.com/e-docs/00/02/BF/29/texte_alt_fig3.gif) 19



Cette enzyme est sujette a de nombreux controles, dont le plus important est un

rétrocontrdle négatif par le cholestérol.

1.2.3. L’exportation des lipides

Les lipides circulent dans 1’organisme sous la forme de lipoprotéines. Les
lipoprotéines sont constituées d’un noyau apolaire de triglycérides et d’esters de
cholestérol entourés d’une couche de phospholipides et de cholestérol avec des
protéines ou des apoprotéines intégrées dans la structure lipidique. Chez les oiseaux, on
distingue 5 catégories de lipoprotéines, en se basant sur leur densité apres
ultracentrifugation : les portomicrons, les VLDL, les IDL, les LDL et les HDL. Les
portomicrons, secrétés par les entérocytes, assurent le transport des acides gras a longue
chaine et du glycérol de I’intestin vers les tissus périphériques. Les VLDL (very low
density lipoprotein) ou lipoprotéines de trés faible densité sont secrétées par le foie.
Elles ont pour role de transporter les acides gras du foie vers les tissus périphériques.
Les IDL (intermediate density lipoprotein) ou lipoprotéines de densité intermédiaire,
sont issues de la dégradation des VLDL. Les LDL (low density lipoprotein) ou
lipoprotéines de faible densité sont sécrétées par le foie. Les IDL et les LDL sont des
transporteurs du cholestérol. Les HDL (high density lipoprotein) ou lipoprotéines a
densité élevée sont aussi sécrétées par le foie et sont riches en cholestérol et en protéines
mais pauvres en triglycérides. Les HDL ont comme fonction le transport et le re-captage

du cholestérol du et vers le foie.

1.3. Le métabolisme des protéines
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Le role du foie dans le métabolisme des protéines est probablement la plus
importante de ses fonctions métaboliques. Les hépatocytes sont en effet responsables de
la synthése de la plupart des protéines plasmatiques (figure 6). Par exemple, I'albumine
est synthétisée presque exclusivement par le foie. En outre, le foie est essentiel pour
I'élimination de 1'ammoniaque par la voie de synthése de l'urée. Les autres principales
protéines plasmatiques synthétisées par le foie sont les composants de la cascade de
coagulation (fibrinogéne et la prothrombine), et les protéines impliquées dans le
transport du fer (transferrine, I'haptoglobine, et hémopexine) (Charlton, 1996 ; Rhoades

et Bell, 2013)

Le foie est aussi le principal site du métabolisme des acides aminés, qui englobe
d’une part la dégradation et transformation des acides aminés en glucose ou en lipides
par désamination ou transamination et d’autre part la synthése d'un grand nombre de
protéines biologiquement essentielles. Si les acides aminés essentiels doivent étre
fournis par I’alimentation, le foie peut créer des acides aminés non essentiels a partir des
acides aminés essentiels. Par exemple, la tyrosine peut étre synthétisée a partir de la
phénylalanine, et la cystéine peut €tre synthétisée a partir de la méthionine (Rhoades et

Bell, 2013).

Le foie orchestre le métabolisme des protéines et des acides aminés. Lorsque le
foie est malade, la régulation du métabolisme des protéines est souvent perturbée. Les
manifestations d’un métabolisme des protéines perturbé dans les pathologies du foie

sont variées et changent avec I'étiologie de la maladie et sa gravité (Charlton, 1996).

La protéolyse, ainsi que la protéosynthése, sont des processus importants qui
contribuent au renouvellement des protéines. Toutefois, le mécanisme de la protéolyse
est beaucoup moins bien compris que celui de la protéosynthése (Kadowaki et
Kanazawa, 2003). La principale raison en est que, contrairement a la protéosynthese, on
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a toujours pas développé une méthode simple et précise pour étudier la protéolyse in
vivo. Les principales enzymes protéolytiques hépatiques seront étudiées en détails dans

la partie 5 de cette étude bibliographique.

Plasma

(Exocytose)

Albumine
Fibrinogéne
Prothrombine

(Canal protéique) Transferrine
Haptoglobine
(et d’autres protéines plasmiques)

Figure 6 : Le métabolisme hépatique des protéines (https:/www.inkling.com/read/medical-
physiology-rodney-rhoades-david-bell-4th/chapter-27/protein-and-amino-acid)

Conclusion :

Chez les oiseaux, comme chez les mammiferes, les lipides jouent un rdle essentiel
en tant que réserves énergétiques. Contrairement a de nombreux mammiféres chez
lesquels la synthése des lipides de novo se déroule principalement dans les tissus
périphériques, la lipogenese de novo chez les oiseaux est assurée par le foie. La
couverture des besoins lipidiques peut étre assurée par 1’alimentation mais aussi
principalement par la lipogeneése endogene dont le substrat de départ est 1’acétyl-CoA
fourni essentiellement par la glycolyse. Les lipides sont en grande parties véhiculés dans
I’organisme sous forme de lipoprotéines. Un déséquilibre entre le taux de formation et
de sortie de lipides conduit a leur accumulation dans le foie et au développement de la

stéatose hépatique.
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2. La stéatose hépatique

La stéatose hépatique se définie par 'accumulation de graisses, essentiellement
sous la forme de triglycérides, dans les cellules du foie et résulte d'un déséquilibre entre
la synthése et I'exportation des lipides. Chez les mammiferes, il s'agit d'un état
pathologique qui résulte d'une malnutrition, d'une carence en protéines ou d'un
dysfonctionnement enzymatique. Elle peut aussi étre causée par des facteurs génétiques
(Hooper et al., 2011), les médicaments (Grieco et al., 2005) ou 1'abus d'alcool (Lieber et
al., 1989) Dans la plupart des cas, elle est associée a d'autres maladies comme 1'obésité
(Fabbrini et al., 2010) et/ou I’insulino-résistance (Lingvay et al., 2007). Les sujets
atteints peuvent présenter différents états histopathologiques selon le stade de la maladie
(Figure 7). La stéatose hépatique est connue pour étre un précurseur de la stéatohépatite
qui peut évoluer en cirrhose, fibrose voire en cancer primaire du foie (Baffy et al.,

2012a).

Chez les oiseaux, cependant, il faut distinguer la stéatose pathologique de celle
qui se produit naturellement chez certaines espéces d'oiseaux migratrices comme chez
I’oie grise des landes (Anser anser) ou le canard (Anas platyrhynchos). La stéatose
hépatique chez les palmipedes survient spontanément, associée a une hyperphagie pré-
migratoire, en vue d’un stockage d’énergie avant la migration. Depuis I'Egypte antique
cette capacité a stocker de grandes quantités de lipides dans les tissus adipeux et le foie

a été exploitée par I'homme pour produire des "foies gras" (Figure 8).
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Figure 7 : la progression histopathologique de la stéatose non-alcoolique. A : foie
normal. B : stéatose macro-vésiculaire. C : Neutrophiles entourant les corps de
Mallory D : stéatose avec des nodules cirrhotiques. (Hopper et al. 2011).

Figure 8 : Ancien bas-relief représentant des égyptiens nourrissant des canards avec
des figues. (http://www.avis-bg.com/club_gourmet.html?fb_ 577114 anch=577115)
La réversibilit¢ de la stéatose hépatique chez les palmipedes gavés a été
démontrée pour prouver l'origine non pathologique de cet état physiologique particulier.
Contrairement a la stéatose d’origine pathologique, la stéatose chez les palmipedes

n’induit pas de l1ésions au niveau histologiques (Blum et al., 1990). Ainsi, a ’arrét du
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gavage, le poids du foie ainsi que sa composition chimique retrouvent leurs valeurs
normales. Les palmipédes développent, a ’arrét du gavage, une évolution symétrique a
celle du gavage (Babilé et al., 1996, 1998). Quatre semaines apres 1’arrét du gavage, les
caractéristiques histologiques du foie et ses paramétres physiologiques retournent aux

valeurs d’avant le gavage (Babilé et al., 1996).

Le gavage, avec une ration riche en carbohydrates, induit une forte augmentation
du poids de foie pour atteindre prés de 10% de la masse corporelle au bout de deux
semaines (Hermier et al., 1994). La stéatose induit ainsi des modifications
histologiques, biochimiques et métaboliques importantes sur 1’ensemble des tissus et
organes chez les palmipedes. Les modifications associées a la stéatose ont été largement

¢tudiées et sont variables en fonction de I’origine génétique des palmipedes.

La composition chimique du foie évolue avec le gavage. La cinétique de
I’évolution pendant le gavage (a 0, 3, 6, 9, et 12 jours), a été étudiée exhaustivement
par Baudonnet, (1993) chez le canard de Barbarie. En réponse a la surcharge
alimentaire, le foie accumule les triglycérides et le poids de foie est multiplié par 2,5 des
les premiers jours (Baudonnet, 1993, Tableau 3). Cet accroissement pondéral est aussi
relié a ’augmentation des taux de protéines, de phospholipides et de cholestérol. La
teneur en eau augmente aussi pour maintenir la pression osmotique en relation avec
I’accumulation de sucres en début de gavage, pour se stabiliser dans les jours qui
suivent, avant de remonter a la fin de la période de gavage. A ce stade, trois acides gras
montrent une importante augmentation i.e. 1’acide oléique, 1’acide palmitique et 1’acide

palmitoléique.
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Tableau 3 : Evolution de la composition biochimique et du profil des acides gras du foie au cours du gavage (Baudonnet, 1993)

MEG Stades de gavage s
3 jours 6 jours 9 jours 12 jours gavés gavés/MEG

Effectifs ) ) ) ©) 11 S S

Foie () 101,2° 244,9° 29¢ 385,6¢ 535,0° Hok ok
Composition (g)
Humidité 69,0" 144,5° 129,9° 145,5° 168,0° * ok
Cendres 1,3° 2,1b° 1,8° 1,9° 2,7 * ok
Protéines 16,6 23,0° 23,9 24,9° 29,7° ok ok
Autres constituants 11,3° 33,9° 24,7b¢ 30,4 23,2° (*) ok
Lipides totaux 3,1° 41,6 115,6° 183,1¢ 311,4° ko *kx
Acides gras 0,2* 0,8 0,8° 2,3 7,2¢ ok k sk ok
Monoglycérides 0,2° 0,6" 0,4* 0,2° 3,0° ok sk
Diglycérides + CE @ 0,3 1,1°¢ 0,6 0,8° 1,54 ook *okk
Triglycérides 0,9 32,0° 98,4° 163,2¢ 281,1°¢ ok ok
Cholestérol libre 0,02 0,3 1,7¢ 2,3¢ 33° sk -
Phospholipides 1,5° 6,7° 13,8° 14,3° 15,4° *ox ok
Acides gras (%)

Ac. Laurique (C12:0) trace® 0,06 0,06 0,07 0,08° ok ok
Ac. Myristique (C14:0) 0,43 1,32° 1,60° 1,54° 1,52° * ok
Ac. Myristoléique (C14:1) 0,13* 0,22° 0,25° 0,18% 0,21° ns o
Ac. Palmitique (C16:0) 32,65° 38,82¢ 31,66° 31,69° 29,73° ok ok
Ac. palmitoléique (C16:1) 1,24° 7,64° 541° 4,72° 4,59° ok Kok
Ac. Margarique (C17:0) 0,17¢ 0,05° trace® trace® trace® *% ok
Ac. Stéarique (C18:0) 22,18¢ 8,99° 15,18° 15,80° 15,52° ok ok
Ac. Oléique (C18:1) 22,10° 39,94° 42,85° 43.42° 45,74¢ o Hork
Ac. Linoléique (C18:2) 19,844 2,85° 1,93 1,65 1,44 ok ok
Ac. Linolénique (C18:3) 0,54° 0,06 0,09% 0,08 0,11° * ok
Ac. Arachidique (C20:0) 0,24 0,07* 0,23° 0,13* 0,20 o Kok
Ac. Gadoléique (C20:1) trace® trace® 0,73° 0,70 0,86° ok Kok

(1) Signification statistique : ***P<0.001 ; **P<0.01 ; *P<0.05 ; (*)P<0.1 ; ns : différence non significative.
Sur la méme ligne, les moyennes affectées du méme exposant ne sont pas différentes entre elles (P<0.05). Trace <0.05%
(2) Fraction représentant les diglycérides et le cholestérol estérifié.




En revanche les pourcentages d’acide stéarique, linoléique et linolénique sont diminués.
A partir du 6™ jour, et inversement 4 la teneur en acide stéarique qui remonte puis se stabilise,
les proportions d’acide palmitique et d’acide palmitoléique diminuent avant de se stabiliser.
Ces résultats montrent que le foie passe par une phase d’adaptation avant I’activation compléte
de la lipogenese. L’accumulation de 1’acide palmitoléique, puis de I’acide oléique aux dépends
de I’acide stéarique suggére une activation plus précoce de la désaturase A9 par rapport a celle

des ¢élongases.

Pendant cette phase d’adaptation, 1’accumulation des sucres signifie que la conversion
des glucides en lipides n’est pas encore suffisante. Au-dela de cette phase, la capacité du foie a
transporter les lipides aux tissus périphérique augmente. Les lipides s’accumulent dans les
tissus adipeux et I’augmentation des triglycérides continue au dépend des glucides. A la fin de
la période de gavage, la teneur en eau atteint 30% vs 70% avant gavage. Le pourcentage de
protéines passe de 16-22% a 6-8% apres le gavage. Les teneurs en lipides augmentent de 5% a
plus de 50% du poids de foie aprés le gavage dont 95% de triglycérides (Fournier et al., 1997 ;

Hermier et al., 2003 ; Baudonnet, 1993).

Les hépatocytes sont normalement caractérisées par une petite taille, un noyau centré et
un cytoplasme sans inclusions lipidiques. Les observations histologiques montrent des
modifications importantes des hépatocytes suite au gavage. Des les premiers jours, une
augmentation de la taille des cellules est observable accompagnée par I’apparition de quelques
gouttelettes lipidiques. Rapidement, le nombre de gouttelettes lipidiques augmente causant
ainsi le déplacement du noyau a la périphérie de la cellule. A mi-gavage, les inclusions
lipidiques présentent 10% de la surface cellulaires. A la fin de la période de gavage, quelques

ruptures membranaires peuvent étre observées (Bénard et Labie, 1998).

L’aptitude au gavage qui conduit a des degrés divers d’évolution de la stéatose varie non
seulement selon les especes (canards vs oies par exemple), mais aussi au sein d’'une méme
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espece, entre les races (Liu et al., 2006 ; Chartrin et al., 2006). Ainsi certaines races sont
connues comme stockant préférentiellement les lipides dans le tissu adipeux, comme le
canard Pékin par exemple, alors que d’autres, comme le canard de Barbarie, stockent
préférentiellement les lipides dans leurs hépatocytes (Davail et al., 2003 ; Hermier et al.,
2003). Le canard mulard issu d’un croisement entre un male Barbarie et une femelle Pékin
présente une aptitude de développement de la stéatose supérieure a celle du canard hinny
issu du croisement réciproque (Chartrin et al., 2006 ; Baéza et al., 2005). Des différences
sont aussi observables chez les oies. L’oie landaise présente une plus forte aptitude a
produire du foie par rapport a 1’oie polonaise (Fournier et al., 1997 ; Davail et al., 2000). De
ce fait, le canard de Barbarie, le mulard et 1’oie landaise sont les plus utilisés pour la

production de foie gras

2.1. Mécanismes de la stéatose hépatique chez les palmipedes

L’apport massif de glucides lors du gavage déclenche la lipogenese hépatique de novo.

Malgré 1’augmentation des lipoprotéines sécrétées, celle-ci est insuffisante pour inhiber la mise

en place de la stéatose. Un déséquilibre se crée donc entre la synthese et I’exportation des

triglycérides et conduit a leur accumulation au niveau hépatique. Cependant, tous les

palmipédes ne répondent pas de la méme maniere au gavage alimentaire et certaines souches

semblent résister a la stéatose. Un tel exemple est I’oie polonaise, chez qui ’engraissement

périphérique est plus prononcé contrairement a 1’oie landaise qui a elle une plus forte aptitude a

la stéatose. Cette différence réside principalement dans le fait que I’oie landaise présente un

défaut d’incorporation des triglycérides dans les VLDL et a par conséquent une exportation

lipidique hépatique limitée par la voie plasmique (Hermier et al., 1991). En réponse au gavage
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I’oie polonaise présente des teneurs en VLDL, HDL et acides gras polyinsaturés et un rapport
PC/PE plus ¢élevés que I’oie landaise (Hermier et al., 1991 ; Fournier et al., 1997). De méme,
le canard Pékin, dont I’engraissement est plutdt périphérique, présente des teneurs en lipides et
en lipoprotéines plasmatiques plus élevées que celles du canard de Barbarie qui est lui connu
pour avoir une bonne aptitude a la stéatose (Hermier et al., 2003). L’activité de ’enzyme
malique est un autre facteur qui pourrait jouer sur ’aptitude au gavage. En fait, cette enzyme
est responsable de la fourniture du NADPH qui est nécessaire a la voie de synthése des acides
gras. L’oie landaise présente une activité de I’enzyme malique plus importante comparée a
celle de I’oie polonaise et donc une plus forte lipogenése (Mourot et al., 2000). Une autre
enzyme, la lipoprotéine lipase, ou LPL, peut affecter le site de stockage de lipides et par
conséquent I’aptitude a la stéatose. La forte activité de la LPL favorise le dépdt des lipides dans
les adipocytes. En revanche une faible activité assure le retour des VLDL non catabolisées vers
le foie ou elles seront stockées ultérieurement (Davail et al., 2000). Des études ont montré que
I’activité de cette enzyme est plus faible chez les souches ayant une bonne aptitude a la
stéatose, comme 1’oie landaise et le canard de Barbarie, en comparaison avec celles ayant de
plus faibles aptitudes comme chez le canard Pékin et 1’oie polonaise (Davail et al., 2000,

2003).

Conclusion :

L’aptitude a la stéatose chez les palmipédes dépend de 1’équilibre entre stockage et
exportation des lipides hépatiques. Cet aptitude est variable selon le génotype et semble étre
régulée par une combinaison de plusieurs mécanismes enzymatiques et hormonaux. La
régulation repose principalement sur trois voies, i.e. la lipogenése a travers l’activite¢ de
I’enzyme malique, la sécrétion des lipides a travers les lipoprotéines et finalement du site de
dépot des lipides a travers I’activité de la LPL.
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3. Qualité du foie gras

Telle que définie par 1'0Organisation Internationale de Normalisation la qualité est «
I'ensemble des propriétés caractéristiques d'un service ou d’un produit qui lui confére l'aptitude
a satisfaire des besoins exprimés et implicites de tous les utilisateurs» (ISO 8402: 1994) ».
Selon le niveau de satisfaction, un produit peut étre qualifi¢ comme ayant une excellente,

bonne ou mauvaise qualité.

Les caractéristiques définissant la qualité d’un produit alimentaire peuvent étre classées

comme Suit:

e [a valeur nutritionnelle concerne les apports en différents niveaux de nutriments

(protéines, lipides, sucres, vitamines, etc.).

e [a qualité sensorielle concerne ce qui peut étre pergu par les organes des sens

(couleur, aspect, texture, gott, odeur, etc.)

e La qualité technologique concerne I’aptitude de I’aliment a subir des transformations

(stockage, capacité de rétention en eau, rendement apres une transformation donnée, etc.)

e La qualité sanitaire concerne l'absence de tout danger (physique, chimique ou

biologique) pour la santé des consommateurs.

e La qualité psychosociale concerne la fagcon dont le produit est subjectivement

apprécié par les consommateurs (c'est souvent un caractére culturel).

Toutes ces caractéristiques de qualité d'un produit alimentaire peuvent étre influencées
par des parametres intrinseques (génétique, age, alimentation, conditions d'élevage, etc.) liés a
I'animal ou bien par des facteurs extrinséques (température, durée de conservation,

environnement du produit, etc.).
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3.1 Les composants de la qualité du foie gras

Un foie gras de bonne qualité doit présenter les caractéristiques suivantes:
Selon la loi :

e Les foies doivent avoir un poids net d’au moins 250 g pour les canards et 400 g pour

les oies.

e [es exsudats ne doivent pas dépasser 30% du poids de foie transformé pour les foies

gras et foies gras entiers.

Qualités sensorielles :

e La couleur doit étre claire et uniforme sans lésions ou traces de sang visible. Un foie
gras d'oie a un ton rose clair tandis que celui de canards a un ton plut6t jaunatre (Robin et al.,

2004).

e La texture du foie gras doit étre ferme sans étre dure, lisse mais pas malléable. La

texture doit étre réguliére et fine.(Cazeils et al., 1999)

e Le golt de foie gras de canard est prononcé avec une consonance rustique tandis que

celui de l'oie est léger et délicat (Rousset-Akrim et al., 1994).

Il existe trois types commerciaux de foie gras ; le foie gras entier, le foie gras et le bloc
de foie gras (figure 9). Le foie gras entier est formé d’un ou de plusieurs lobes de foie gras et
d’un assaisonnement. Il ne peut comporter plus de 30% de graisse exsudée. Le foie gras entier
représente la forme de commercialisation ayant la plus forte valeur économique. La
dénomination foie gras est donnée a une préparation composée de morceaux de lobes de foie
gras agglomérés et assaisonnées. Comme le foie gras entier, le taux de fonte du foie gras ne
doit pas dépasser les 30%. On appelle bloc de foie gras la préparation composée de foie gras

reconstitués et d’un assaisonnement. La quantit¢ d’eau ajoutée et apportée par les
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assaisonnements ne doit pas excéder 10% de la masse de la préparation (décret n © 93-999 du
9 Aott, 1993, publiée au « Journal officiel de la République frangaise » sur les préparations a

base de foie gras).

Figure 9 : Les 3 formes commerciales de foie gras : foie gras entier, foie gras et bloc

de foie gras

Bien que le foie gras puisse étre vendu cru, il ne se garde pas longtemps dans cet état. Le
foie gras est donc souvent commercialisé cuit ou mi-cuit afin de prolonger sa durée de vie. Le
foie gras mi-cuit est pasteurisé a moins de 100°C par cuisson a cceur et se conserve plusieurs
mois au réfrigérateur en conservant tous les aromes du produit frais. Le foie gras cuit 1’est par
stérilisation en autoclave a plus de 100°C et peut étre ainsi conservé pendant plusieurs années

dans un milieu frais et sec.

3.2. Le rendement technologique aprés cuisson

La fonte des lipides représente le principal probléme de qualité pour les producteurs ainsi
que pour les consommateurs de foie gras. Ce phénomene résulte d'une exsudation excessive de

lipides et peut se produire aux différents stades du traitement thermique de pasteurisation ou de
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stérilisation. Il s'agit d'un aspect essentiel, responsable de [l'altération de nombreuses
caractéristiques organoleptiques du produit final, comme le goit et la texture. Pour ces raisons,
et afin de protéger le consommateur, le taux de fonte est réglementé par la loi (décret n © 93-

999 du 9 Aott, 1993, publi¢e au " Journal officiel de la République frangaise »).

Cependant, malgré les efforts déployés par les industriels pour contrdler la perte de
graisse, la variabilité du rendement de cuisson du foie gras peut rester élevée et pénaliser plus
ou moins l'industrie alimentaire. L'uniformité du produit est en effet un des aspects les plus
importants pour les industriels comme il I’est également important pour le consommateur. Afin
d'estimer la perte de graisse au cours du chauffage des foies gras de nombreuses techniques
existent telles que le test en verrine, le test en pilulier, le test en poche, etc. Néanmoins
I'échantillonnage, le poids de 1'échantillon et les différents protocoles d'analyse utilisés peuvent
créer beaucoup de différences et expliquent I'incompatibilité des différents tests (Baudonnet,

1993).

3.3. Les parameétres influengant le rendement technologique

De nombreux parameétres ont été identifiés comme ayant un effet sur le rendement
technologique des foies gras cuits ou mi-cuits. Ces parametres peuvent €tre biologiques ou

technologiques et concerner le péri - ou le post- mortem (Figure 10)
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Figure 10 : Facteurs affectant le rendement a la cuisson

3.3.1. Les facteurs biologiques

Le taux de fonte est spécifique a l'espece et est 1i¢ a de nombreux facteurs, tels que le

poids de foie, sa composition biochimique et dans certains cas le sexe de I’animal.

L’espece la plus utilisée pour la production du foie gras est le canard mulard et dans de

moindres proportions I’oie landaise (4nser anser) et le canard de Barbarie (Cairina moschata).

La fonte est corrélée au poids du foie et au taux d’engraissement. Alors que le poids du
foie de I’oie landaise est le plus important (plus de 800 g en moyenne), cette espeéce présente
un rendement technologique moyen plus élevé que celui des canards. Cette différence de taux

de fonte est expliquée par un plus faible taux d’engraissement (54.6 % vs 61.9% et 60.5% chez
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’oie, le canard de Barbarie et le canard mulard respectivement) selon Salichon et al. (1994).
Cependant, au sein de la méme espece, les races peuvent différer en ce qui concerne la fonte.
Ainsi, il est bien connu que les canards de Barbarie ont un meilleur rendement technologique a
la cuisson que les canards Pékins (Blum et al., 1992). Le canard mulard (issu du croisement
d'un male Barbarie et d’'une femelle Pékin) présente un taux de fonte inférieur a celui de ses

deux parents.

La valeur du poids du foie a la fin du cycle de production est inversement proportionnelle
au rendement technologique : plus le foie est lourd, plus il va fondre (Bouillier-Oudot et al.,
2002). La figure 11 illustre I’effet du poids du foie gras sur son taux de fonte. Le taux
d’engraissement a I’abattage est aussi corrélé positivement avec la fonte lipidique a la cuisson
(Rousselot-Pailley et al., 1992). Il a donc été¢ montré que plus sa teneur en lipides est élevée,
plus le foie est susceptible de fondre. En fait, si le foie contient plus de lipides, le rapport
protéines/lipides diminue : ce dernier traduisant la capacité des structures non lipidiques a
maintenir les inclusions lipidiques, sa diminution a pour conséquence une augmentation de la

fonte lipidique (Blum et al., 1990).

Fonte (%
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50 1 40 . . *
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Figure 11 : Expression de la variabilité de la fonte lipidique du foie gras de canard.
(CV= Coefficient de Variation) (Théron, 2011)
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Présentants une meilleure qualité¢ (couleur, aspect..) et un rendement technologique
supérieur par rapport aux foies issus des femelles, seuls les foies de canards males sont utilisés
pour la production de foie gras. En revanche, les oies males et femelles sont gavé en raison de

I’absence de différences notables de qualité des foies entre les deux sexes.

D’autres facteurs zootechniques, comme le stade de développement de 1’animal a la mise
en gavage, la supplémentation alimentaire et le rythme alimentaire en gavage peuvent aussi

influencer la qualité technologique du foie gras.

Parce que le régime du gavage est pauvre en protéines, une mise en gavage précoce des
animaux est déconseillée car elle peut causer un déficit de croissance chez les palmipeédes en
gavage (Auvergne, 1992). En effet, dans ce cas, une concurrence entre la croissance musculaire
et les besoins métaboliques et structuraux du foie est induite par 1’insuffisance en protéines du
régime (Babilé et al., 1993). En conséquence, celui-ci présentera une mauvaise qualité
technologique (Baudonnet, 1993). Au contraire, une supplémentation en protéines dans
I’aliment de croissance ou dans celui de gavage a des effets positifs sur le développement de la
stéatose ainsi que sur la qualité technologique du foie gras. La distribution d’un aliment enrichi
en protéines, ou en acides aminés comme la choline, la lysine et la méthionine en cours de
gavage améliore le rendement technologique d’environ 10 points (Blum et al., 1971). Ceci
serait d0i a une meilleure préservation de I’intégrit¢ des membranes plasmiques vis-a-vis des

traitements thermiques.

\

Un rationnement horaire associ¢ a un repas unique, durant deux heures par jour, en
période de pré-gavage aide a la préparation des animaux au gavage. Ce rythme alimentaire
¢levé entraine la dilatation de 1’cesophage et du ventricule succenturi¢ et stimule I’ingestion de
quantités importantes d’aliment mais aussi tend a améliorer la qualité technologique du foie
gras (Babilé, 1989 ; Baudonnet, 1993). Par contre, un allongement de la durée de gavage tend a
détériorer cette qualité technologique en favorisant le dépdt des triglycérides aux dépends des
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autres constituants structuraux hépatiques. Cette détérioration de la qualité technologique des
foies gras est associée a I’augmentation de ’activité de la lactate déshydrogénase et signale une
souffrance hépatique (Latil et al., 1996). Une étude de I’effet de la durée du gavage sur la
qualité technologique a montré que les foies de canard mulard ayant recus 29 gavages avait un
taux de fonte d’environ 9% contre 20% pour ceux ayant regus 35 gavages (Baudonnet, 1993).
La réduction de la durée du gavage serait donc favorable a une réduction du taux de fonte a la

cuisson.

3.3.2. Les paramétres technologiques

Les paramétres technologiques, que se soient ceux présents dans les heures qui précedent
I’abattage, tels que le transport et la durée de jeline, ou bien ceux présents justes apres la
saignée comme les méthodes d’éviscération, de réfrigération et de transformation, affectent eux

aussi la qualité technologique du foie gras.

Les ¢tudes menées sur les effets des facteurs peri mortem ont mis en évidence des liens
entre le stress, et ses modifications physiologiques induites, et les qualités technologiques et
sensorielles du foie gras. Des durées de jeine de 12 a 24 heures sont réclamées avant
I’abattage, chez I’oie et le canard respectivement, pour assurer la vidange du tractus digestif et
éviter les risques de contaminations de carcasses au moment de 1’éviscération (Rousselot-
Pailley et al., 1992). Cependant, quand on approche ou dépasse la durée recommandée, des
diminutions du poids vif, du poids du foie et du rendement technologique sont notées (Babilé,
1989). Par exemple, un temps de transport de 150 min a amélioré significativement la qualité
technologique du foie gras, indépendamment du poids de foie (22.7 = 1.9 vs 28.5 £ 1.73,

pourcentage de fonte pour 150 et 30 min de transport respectivement, Fernandez et al., 2011).
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L’éviscération a chaud consiste a retirer le foie de la carcasse juste apres l'abattage. En
revanche, 1'éviscération a froid consiste a isoler le foie apres le refroidissement de la carcasse
entiere. Des études ont démontré que la pratique de I'éviscération a froid favorise une
augmentation du taux de fonte (Babilé et Auvergne, 1986 ; Rousselot-Pailley et al., 1992). La
valeur de la fonte est presque doublée pour les foies éviscérés a froid pour un poids de foie
compris entre 600 et 699 g (figure 1). Cette réduction du rendement technologique semble étre
causée par l'augmentation de catabolisme des glucides et des activités glycogénolytiques qui

réduisent les réserves de glycogene pendant la réfrigération (Bouillier-Oudot et al., 2004).

En étudiant les conséquences des techniques de refroidissement sur la teneur en eau, en
maticres grasses et sur le taux de fonte de trois catégories de foies (mou, souple et dur),
Goullieux et Ingrid (2006) ont remarqué que les foies refroidis sous de la glace sont ceux qui
ont le moins fondu (tableau 4). Cette technique semble avoir permis la préservation de 1’eau
contenue dans le foie, contrairement aux techniques de refroidissement a ventilation positive et

négative (Goullieux et Chanut, 2006).

L'é¢tude de I’effet du traitement thermique de stérilisation montre que les valeurs de
stérilisation les plus faibles (0.25 vs 0.49 et 0.77) donnent les rendements technologiques les

plus élevés (86,1 vs 83,1 et 83,0 %, Leprettre et al., 2002).

Conclusion :

De nombreux parameétres zootechniques et technologiques affectent la fonte lipidique a la
cuisson. Cependant, leur maitrise n’a pas pu éliminer toute la variabilité présente dans le
produit final. Entre autres, les techniques d’éviscération et de refroidissement post mortem du
foie ont un effet important sur le taux de fonte. Ceci pourrait €tre lié en partie a des

mécanismes enzymatiques et en particulier aux activités protéolytiques post mortem.

38



Tableau 4 : Conséquences des techniques de refroidissement sur la teneur en eau, en matiéres

grasses et sur le taux de fonte de trois catégories de foies (mou, souple et dur). (Gouilleux et

Ingrid, 2006)
Paramere Traitement Mou Souple Dur Moyenne
Glace 34,5 31,8 29,8 32,05
Teneur en eau Froid ventilé 33,5 31,1 26,9 30,3
(%) Froid ventilé négatif 29 26,6 24,6 26,7
Moyenne 32,3 29,8 27,1 29,7
Glace 55,65 56,8 56,2 56,2
Teneur en Froid ventilé 52,7 61,1 62,2 5,3
matiére grasse . L.
libre Froid ventilé négatif 61,9 65,3 68,05 64,6
Moyenne 57,2 60,8 62,5 60,2
Glace 33,7 42,7 53,2 43,3
Froid ventilé 44,3 51,9 57,6 51,8
Fonte % . .
Froid ventilé négatif 57,4 63,4 65,5 62,1
Moyenne 45,3 52,7 58,7 52,5
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4. Les protéases

Les protéases, ou enzymes protéolytiques, sont des enzymes qui catalysent la dégradation
des protéines par l'hydrolyse de leurs liaisons peptidiques (figure 12). Ces enzymes sont
présentes chez toutes les plantes, les animaux et les microorganismes et représentent environ
2% de leur génome. Les protéases sont connues pour étre des enzymes impliquées dans la
dégradation des aliments et libérant des plus petits peptides et des acides aminés essentiels
pour l'organisme. Ceci est bien la caractéristique la plus essentielle de protéases telles que la
trypsine, la chymotrypsine et la pepsine (Rani et al., 2012). Elles sont aussi connues pour leur
implication dans le renouvellement des protéines cellulaires. De plus, les protéases cellulaires
sont aussi capables d'apporter des modifications sélectives aux protéines par un clivage limité
tels que l'activation des zymogenes, la coagulation sanguine, le transport et la sécrétion des
protéines... Ces enzymes semblent aussi étre impliquées dans beaucoup d'autres processus
physiologiques complexes tels que la progression du cycle cellulaire, la prolifération des
cellules et la mort cellulaire, la réplication de I'ADN, le remodelage des tissus, I'hnoméostasie,
la cicatrisation des plaies et la réponse immunitaire. Ces propriétés rajoutent un intérét
considérable a ce groupe d'enzymes (Mohamed et Sloane, 2006 ; Turk, 2006 ; Turk et Stoka,

2007).
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4.1. Classement des protéases hépatiques

Selon leur mécanisme d'action, les protéases peuvent étre dites a cystéine, a thréonine ou
a sérine, étre des métalloprotéases, ou des protéases aspartiques ou glutamiques. Il existe aussi
d'autres protéases diverses qui ne correspondent pas a la classification standard ex. la protéase
ATP-dépendante qui requiert de I'ATP pour étre activée (Raghunath et Badgujar, 2010). Les
protéases glutamiques sont les seules protéases qui ne sont pas présentes chez les mammiferes.
Les protéases clivent spécifiquement leurs substrats protéiques soit au niveau du C ou du N
terminal, soit au milieu de la molécule. Selon leur site d'action on peut subdiviser les protéases

en deux grands groupes i.e. les exo- et les endoprotéases.

4.1.1 Les exoprotéases

Les exprotéases ou peptidases sont des enzymes qui possédent une activité
exoprotéasique, permettant donc 1'hydrolyse des acides aminés a partir de leurs extrémités N-

ou C- terminale (figure 13).

e Les Aminopeptidases agissent sur une extrémité N-terminale libre de la chaine
polypeptidique et libérent soit un acide aminé, soit un dipeptide ou un tripeptide. En général les
aminopeptidases sont des enzymes intracellulaires présentes dans de nombreux organelles ainsi
que dans le cytoplasme et les composants membranaires (Rani et al., 2012b). Leur pH optimal
d’activité varie entre 7.5 et 10.5 et la plupart requiérent un ion Zn>" pour une activité optimale.
Certaines sont monomeériques et d'autres sont des polymeéres de poids moléculaire relativement
élevé (50 kDa). Les aminopeptidases sont essentielles pour la maturation des protéines, la

dégradation des peptides et la détermination de la stabilité des protéines (Taylor, 1993).

42



Les Carboxypeptidases clivent les liaisons peptidiques au niveau du groupement
carboxyle libre (Breddam, 1986). Selon la nature de 1'acide aminé résiduel de leur site
actif, les carboxypeptidases sont divisées en trois principaux groupes i.e. les
carboxypeptidases a sérine, les métallocarboxypeptidases et les carboxypeptidases a
cystéine. Bien que les premicres carboxypeptidases découvertes aient été celles
impliquées dans la digestion des aliments, la plupart des carboxylases ne sont pas
impliquées dans le catabolisme cellulaire. Ces protéases sont plus connues pour aider a la
maturation des protéines, a la régulation de processus biologiques tels que la biosynthese
des peptides neuroendocrines (ex. l'insuline), la coagulation sanguine, la production de
facteurs de croissance, la cicatrisation des plaies, la reproduction cellulaire... Certaines
carboxypeptidases sont produites sous une forme inactive (zymogeéne) comme par

exemple la carboxypeptidase A (Folk et Schirmer, 1963).

Leucine Aminopeptidase

R ii o] R O
+
N o HaMN
H;N"\W e —— HJN)\rr e
0O R o]

RI
Polypeptide (n résidus) Acide Aminé  Polypeptide (n-1 résidus)

R =Leu (préféré) ; R+ Arg et Lys

Carboxypeptidase B

R g 0] R @]
N\)—L 1 0" - N+\/LL
&N*’-r ; o + H0 &NJ\[r + 3 : o
H S H :
@] R' 0] R'

Polypeptide (n résidus) Polypeptide (n-1 résidus) Acide Aminé

R'= Arg, Lys, et ornithine

Figure 13 : Exemples de différentes réactions enzymatiques : Aminopeptidase vs
Carboxypeptidase (http://www.worthington-biochem.com/lapc/images/reaction.jpg
et http://www.worthington-biochem.com/COB/images/reaction.jpg)
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4.1.2 Les endopeptidases

Les endoprotéases ou protéinases sont des enzymes qui hydrolysent la liaison peptidique

au niveau de sites spécifiques internes.

Les protéases a sérine

Les protéases a sérine se caractérisent par la présence d'un groupe sérine dans leur site
actif. Toutes les protéases a sérine contiennent trois résidus au niveau de leur site actif : une
sérine, une histidine et un aspartate. Les protéases a sérine sont nombreuses et répandues chez
les virus, les bactéries ainsi que chez les eucaryotes, ce qui suggere qu'elles sont vitales pour
les organismes. Elles sont généralement actives a un pH neutre a alcalin situé¢ entre 7 et 11
(Hedstrom, 2002). Le protéase a sérine sont responsables de nombreuses fonctions
physiologique comme la digestion, la réponse immunitaire, la coagulation du sang et la

reproduction (Hedstrom, 2002).

Les protéases aspartiques

Les protéases aspartiques sont des endopeptidases qui posseédent un ou deux résidus
d'acide aspartique au niveau de leur actif. Les protéases aspartiques sont des protéases acides
dont le pH optimal est situé¢ entre 2 et 5 (Voynick et Fruton, 1971). Ces protéases jouent un
role essentiel dans la régulation de la pression sanguine (rénine) et la digestion (pepsine et

chymosine).

Les protéases a cystéines
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Les protéases a cystéine sont présentes chez les procaryotes ainsi que chez les
eucaryotes. A ce jour, 20 familles de protéases a cystéine ont été découvertes. L'activité de
toutes les protéases a cystéine dépend d’une dyade composée d'une cystéine et d’une histidine.
Ces protéases sont généralement actives a un pH neutre, avec quelques exceptions telles que
les protéases lysosomales qui sont actives a un pH acide (Chapman et al., 1994). Les protéases
a cystéines sont impliquées dans le processus de 1’apoptose et jouent un réle important dans

I’attendrissage de la viande.

Les métalloprotéases

Ces protéases sont les plus diverses au regard de leurs types catalytiques. Elles se
caractérisent par le besoin de la présence d'un ion métallique bivalent pour accomplir leur
activité. En se basant sur la spécificité de leur site actif les métalloprotéases sont divisées en 4

groupes: les neutres, les alcalines, les myxobactéres I et myxobactéres I (Rao et al., 1998).

4.2 Les principales protéases

421 Les MMPs

Les métalloprotéinases ou MMPs constituent une famille d'enzymes qui hydrolysent la
matrice extracellulaire (ECM). Les membres de cette famille qui présentent des similarités de
structure et de fonction, nécessitent du calcium pour leur activation. Les MMPs sont
caractérisées par la présence d'un ion Zn”" li¢ 4 3 résidus histidine au niveau de leur site

catalytique. Les MMPs sont synthétisées et secrétées sous la forme de proenzymes inactives.
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L'activit¢ des MMPs est régulée par plusieurs types d'inhibiteurs, parmi lesquels les TIMPs
(tissue inhibitor of metalloproteinase) sont les plus importants. La balance entre les MMPs et
les TIMPs est responsable du contrdle de la dégradation des protéines de la MEC. Ces
protéinases jouent un role central dans de nombreux processus biologiques comme
I'embryogenése, le remodelage des tissus, la cicatrisation des plaies, le développement des
dents (Pilcher et al., 1999 ; Steffensen et al., 2001). Cependant, un déséquilibre de cette
balance est aussi caractéristique de diverses pathologies telles que la rhumatoidite et
l'ostéoarthrite, le cancer et les maladies cardiovasculaires (Konttinen et al., 1999 ; Tetlow et al.,
2001 ; Baker et al., 2002). Les MMPs sont généralement constituées d'un peptide signal, d’un
domaine propeptidique, d’un domaine catalytique et d'un domaine C terminal hemopexin-like,
qui sont présents chez toutes les MMPs (Nagase et Woessner, 1999). Le domaine catalytique,
le site de liaison du zinc, est constitué d'environ 170 résidus d’acides aminés et contient un
motif conservé (HEXXHXXGXXH). Le propeptide, constitué d'environ 80 acides amings,
contient le motif PRCGXPD dans lequel le résidu cystéine interagit avec le domaine actif
(Wart et Birkedal-Hansen, 1990). Trois caractéristiques sont communes a toutes les MMPs i.e.
I'homologie de séquence avec la MMP-1, le site de liaison du zinc et le résidu cystéine (a

'exception de la MMP-23 a qui manque le résidu cystéine, figure14).

Plusieurs MMPs ont des domaines additionnels comme le domaine transmembranaire ou
cytoplasmique (Nagase et Woessner, 1999 ; Stamenkovic, 2003). La famille des MMPs
contient plus de 24 formes différentes, dont 23 ont été identifiées chez I'hnomme. Selon le type
de substrat, la similarit¢ de séquence et l'organisation des domaines, les MMPs chez les
vertébrés peuvent €tre sous classées en six groupes: collagénases, gélatinases, stromélysines,
matrilysines, MMPs Type Membrane et autres types de substrats (Pendas et al., 1997 ; Bar-Or

et al., 2003) (Tableau 5).
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Figure 14: Schéma de la structure cristallographique en ruban de la MMP-1. En rose les
hélices (ha, hb et hc). En vert les brins (strands S1a 5) et coudes (blades bl a I'V). 1l existe
quatre ions calcium et deux ions zinc présents dans la structure colorés en gris et en orange

respectivement (Lyer et al., 2006)

Le groupe des collagénases comprend les MMP-1, MMP-8, MMP-13 et MMP-18. Ces
protéases sont généralement capables de cliver les collagenes I, 11 et III et V. La MMP-13 est

capable de dégrader une grande variété d'autres substrats de la MEC.

La MMP-2 (gélatinase A) et la MMP-9 (gé¢latinase B) sont des gélatinases qui dégradent
essentiellement la gélatine c’est a dire la forme dénaturée du collagene. La MMP-2,

contrairement a la MMP-9, est aussi capable de digérer les collagene de type I, II et II1.

Les stromélysines, MMP-3 et 10, digérent les protéines de la MEC telles que le
collagene IV et la fibronectine. La MMP-3 (stromélysine 1) est essentielle pour l'activation de
nombreux pro-MMPs, cependant la MMP-10 (stromélysine 2) a une efficacité protéolytique
plus importante que la MMP-3. La stromélysine 3 ou MMP-11 est souvent classée avec les
"autres MMPs" a cause de sa séquence et de sa spécificité de substrat qui divergent de celles de

la MMP-3.
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Tableau 5 : Classification des MMPs selon leur spécificité de substrat, leur

similarité de séquence et ’organisation de leurs domaines (Visse et Nagase, 2003)

Collagénases
MMP-1 Collagénase 1
MMP-8 Collagénase 2
MMP-13 Collagénase 3
MMP-18 Collagénase 4
Gélatinases
MMP-2 Gélatinase A
MMP-9 G¢élatinase B
Stromélysines
MMP-3 Stromélysine 1
MMP-10 Stromélysine 2
MMP-11 Stromélysine 3
Matrilysines
MMP-7 Matrilysines 1
MMP-26 Matrilysines 2

MMPs Type-Membrane

Transmembrane
MMP-14 MTI1-MMP
MMP-15 MT2-MMP
MMP-16 MT3-MMP
MMP-24 MT5-MMP
GPI anchor
MMP-17 MT4-MMP
MMP-25 MT6-MMP
Autres
MMP-12 Macrophage elastase
MMP-19 RASI-1
MMP-20 Enamelysine
MMP-21 XMMP
MMP-23 CA-MMP
MMP-27 CMMP
MMP-28 Epilysine
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Les matrilysines se caractérisent par l'absence du domaine hemopexine. La MMP-7
(matrilysine 1) et MMP-26 (matrilysine 2) qui dégradent les protéines de la MEC appartiennent

a ce groupe. De plus, la MMP-7 dégrade des molécules de la surface cellulaire.

Six MMP appartiennent au groupe des MMPs de type membranaire (MT-MMPs). Les
MMP-14, -15,-16 et 24 forment le sous-groupe de protéines transmembranaires de type 1. La
MMP-17 avec la MMP-25 forment le groupe des «glycosylphosphatidyinositol (GPI) anchored
proteines». A l'exception de la MMP-17, tous les membres de ce groupe sont capables d'activer
la MMP-2.Ces enzymes sont aussi capables de digérer le contenue de la MEC et la MMP-14 a
¢été identifiée comme ayant une activité collagénolytique sur les collagénes de type 1, II, et III.
La MMP-24 est spécifique du cerveau et la MMP-25 est principalement exprimée dans la

cervelle.

Sept MMPs ne sont pas classées dans une des catégories citée précédemment, elles sont
donc répertoriées comme «autres MMPs». La MMP-12 est principalement exprimée dans les
macrophages. Elle digere 1'élastine et d'autres protéines. La MMP-19 a été identifiée a partir
d'un clonage d'ADNc de foie (Powell et al., 1999). La MMP-20, qui digére 1'amélogénine est
principalement localisée dans 1'émail nouvellement formé. La MMP-22 a été identifiée pour la
premicre fois dans des fibroblastes de poulet mais la fonction de cette enzyme n'est pas encore
connue. La MMP-23 est exprimée dans le systeéme reproducteur (Nakamura et al., 1998). La
MMP-28 est principalement exprimée dans les kératinocytes et joue un role essentiel dans
I’hémostasie des tissues et la cicatrisation des plaies (Shimada et al., 1999 ; Belkin et al.,

2001).

422 Les Cathepsines
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Les cathepsines constituent une famille d'enzymes dont la majorité sont des protéases
stockées dans les lysosomes et actives a pH acide. Les lysosomes, aussi connus sous le nom de
«sacs suicides», sont de petits organites sphériques présents dans la plupart des cellules
animales (Goll et al., 1983). Les cathepsines lysosomales sont présentes dans tous les types
cellulaires a 1'exception des globules rouges. Elles sont également localisées dans d'autres
compartiments cellulaires comme le noyau, le cytoplasme et la membrane plasmique. A
I'exception des cathepsines A, B, C et H, les cathepsines sont des endoprotéases qui sont
synthétisées sous la forme de pro-enzymes latentes. Les cathepsines acquiérent leur capacité
protéolytique au cours de mécanismes de glycosylation, de phosphorylation... Les cathepsines
sont souvent des protéines monomériques dont la masse moléculaire varie entre 20 et 50 kDa.
En fonction de la nature des acides aminés du site actif impliqué dans la catalyse enzymatique,
les cathepsines peuvent étre des protéases a aspartate, a sérine ou a cystéine (tableau 6). Il
existe deux cathepsines aspartiques, la cathepsine D et la E. La cathepsine D est la plus
abondante des enzymes lysosomales. Son poids moléculaires est de 42 kDa et elle a un pH
optimal d’activité compris entre 3 et 5. Elle dégrade des protéines comme I'hémoglobine, la
myosine et les protéines sarcoplasmiques. Contrairement aux autres cathepsines, la cathepsine

E est principalement localisée dans l'endosome. La cathepsine E est connue pour étre

impliquée dans de nombreuses réponses immunitaires (Kakehashi et al., 2007).

Les cathepsines A, G et R sont des protéases a sérine. La cathepsine A est a la fois une
endopeptidase et une exopeptidase qui en s'associant a d'autres enzymes lysosomales forment
un complexe qui assure leur stabilité et leur protection (Van der Spoel et al., 1998). Les
cathepsines G et R sont des endopeptidases localisées au niveau de la membrane cellulaire et

du cytosquelette respectivement.
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Tableau 6 : Propriétés des différentes cathepsines des mammiféres (adapté de Blanchet, 2010)

. ) Exopeptidase _—
type catalytique Nom Endopeptidase . . . localisation pH
carboxypeptidase Aminopeptidase
cathepsine A + + - lysosome 4a75
Protéase a sérine cathepsine G + - - membrane cellulaire 5a8,4

cathepsine R + - - lysosome, cytoplasme 4,8a7

Protéase a aspartate catheps%ne D + - - lysosome 4‘é 6
cathepsine E + - - lysosome, endosome 4a74
cathepsine B + + + lysosome, mélanosome 4a6
cathepsine C - - + lysosome 45a26,8
cathepsine F + - - lysosome 522a6,8
cathepsine H + - + lysosome 4a8
cathepsine I + N.D. N.D. lysosome N.D.
cathepsine K + - - lysosome, endosome 4238
cathepsine L + - - lysosome 4a7
cathepsine M + N.D. N.D. lysosome N.D.
cathepsine N + - - lysosome N.D.

Protéase a cystéine  cathepsine O + N.D. N.D. cytoplasme N.D.
cathepsine P (J) + N.D. N.D. lysosome N.D.
cathepsine Q + N.D. N.D. lysosome N.D.
cathepsine R + N.D. N.D. lysosome, cytoplasme 48a7
cathepsine S + - - lysosome 4,528
cathepsine T + - - lysosome 6,5a75
cathepsine V + - - lysosome 4372
cathepsine W N.D. N.D. N.D. lysosome, cytoplasme N.D.
cathepsine X - + - lysosome N.D.

=
N
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Les cathepsines a cystéine appartiennent au clan CA des protéases a cysteine et
spécifiquement a la famille C1 des enzymes «papain-like» grace a leur ressemblance avec la
papaine. Les protéines matures sont généralement monomériques a 1'exception de la cathepsine
C qui est tétramérique. Il existe environ 18 cathepsines a cystéine dont 11 ont été identifiées
chez 'homme i.e. cathepsines B, C, F, H, K, L, O, S, V, W, X. Les cathepsines Q et T ont été
identifiées chez le rat (Gohda et Pitot, 1981 ; Nikawa et al., 1992 ; Sakamoto et al., 1999 ; Sol-
Church et al., 2000a), les cathepsines M et P chez la souri (Sol-Church et al., 2000b ;
Hassanein et al., 2009), la cathepsine I chez le lapin (Chatterjee et Kalnitsky, 1986) et la

cathepsine N chez les bovins (Ducastaing, 1978).

La majorité des cathepsines sont ubiquitaires ce qui indique qu'elles sont essentiellement
impliquées dans la dégradation des protéines et donc le remodelage cellulaire, mais elles
peuvent également avoir des fonctions physiologiques spécifiques selon leurs différentes
localisations. Par exemple la cathepsine K est fortement exprimée dans les ostéoclastes et la
plupart des cellules épithéliales. Parmi les enzymes dégradant la matrice cellulaire, la
cathepsine K est la seule a avoir un rdle essentiel dans la résorption des os (Asagiri et
Takayanagi, 2007). Des études récentes ont montré l'implication des cathepsines dans le
controle des mécanismes de nombreux processus normaux et pathologiques. La cathepsine S
est principalement exprimée dans les APCs (antigen-presenting cells) telles que les cellules
dendritiques et les cellules-B (Hsing et Rudensky, 2005). Au contraire, la cathepsine L est une
protéase ubiquitairement exprimée alors que la cathepsine V est strictement exprimée dans le
thymus et les testicules et ce malgré la forte homologie entre ces deux cathepsines. Les
fonctions spécifiques des cathepsines dépendent aussi en partie de leur localisation a l'intérieur

ou a l'extérieur des cellules (Turk, 2006 ; Turk et Stoka, 2007).
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De nombreuses études ont montré que les cathepsines jouent un role essentiel dans de
nombreux processus physiologiques, tels que le traitement des antigénes, le remodelage
osseux, le traitement des prohormones et la cicatrisation des plaies. Leur implication dans
plusieurs pathologies, notamment l'ostéoporose, l'arthrite rhumatoide, 1'arthrose, I'asthme
bronchique et le cancer a ét¢ confirmée et plusieurs d’entre elles ont été validées comme des

cibles pertinentes pour les thérapies (McKerrow, 1999).

4.2.3 Les calpaines

Les calpaines sont des protéases a cystéine de par la présence d'un acide aminé cystéine
dans leur site actif. Ce sont des protéases non-lysosomiales, dont l'activité, de type papaine, est
dépendante du calcium (CAPN: Calcium Activated Neutral Proteases). Les calpaines sont
présentes chez tous les vertébrés et sont répandues chez une grande variété d'organismes. A ce
jour, 14 calpaines ont été identifiées dans différents types cellulaires. Certaines calpaines sont
majoritairement exprimées dans un nombre limité d'organes, elles sont donc tissu spécifique.
Par exemple la calpaine 3 est spécifique aux muscles squelettiques, la calpaine 8 est estomac-
spécifique, la calpaine 14 est spécifique aux testicules et aux poumons (Sorimachi et al., 1995 ;
Sorimachi et Suzuki, 2001). Mais des calpaines sont ubiquitaires comme la p-calpaine et la m-
calpaine qui sont les plus étudiées. Comme leurs noms l'indiquent, la p et m-calpaine sont
activées in vitro par des concentrations micro- et millimolaires de Ca®" respectivement (Lee et

al., 2007).

Les calpaines sont des hétérodimeres constituées d'une petite et d'une grosse sous-unité.
La petite sous-unité régulatrice est commune a toutes les calpaines et est d'environ 30 kDa. La

sous unité régulatrice est constituée de 2 domaines (V et VI) dont les réles ne sont pas encore
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clairement définis. La grosse sous-unité catalytique de 80 kDa porte le site actif et posséde une
activité protéolytique. Elle est spécifique a la calpaine considérée et peut étre sous-divisée en 4
domaines fonctionnels (I, II, III et IV). Chacun des 6 domaines constituant les calpaines a donc
un role précis. Les domaines I et V, situés du coté N-terminal de la sous-unité catalytique et de
la sous-unité régulatrice respectivement, jouent un role dans l'autolyse de l'enzyme. Le
domaine II, catalytique, contient une cystéine, une histidine et une asparagine qui sont
impliquées dans la réaction enzymatique. En 1’absence de calcium, le résidu cystéine est trop
¢loigné pour interagir avec les deux autres résidus. Par contre, la fixation d'un ion calcium
permet la formation d'une triade correspondant au site actif de lI'enzyme (figure 15). Ce
domaine montre une similarité avec d'autres protéinases a cystéine telles que les cathepsines B,
L et H. Le domaine III assure la liaison entre le domaine catalytique II et le domaine de
fixation du calcium ou domaine IV. Ce domaine est aussi le lieu de fixation de la calpastatine
(inhibiteur endogéne des calpaines). Les domaines IV et VI sont trés similaires, ils présentent

5 motifs «EF-hand», qui sont des structures de fixation des ions calcium (Goll et al., 2003).

L'activation des calpaines se fait en 4 ¢étapes: la dissociation des deux sous-unites,
l'autolyse, l'activité protéolytique et la régulation par la calpastatine. L'activation des calpaines
commence par la dissociation de deux sous-unités et est due a la fixation du calcium aux sites
spécifiques, tels que les motifs «kEF-hands». L'autolyse est caractérisée par la modification de

la partie N-terminale des deux sous-unités.

Les calpaines sont responsables de la protéolyse de nombreux substrats. Leur activité est
impliquée dans de nombreux processus physiologiques fondamentaux comme le remodelage
cyto-squelettique, la signalisation cellulaire, la régulation de l'expression des genes et la
dégradation du substrat dans certaines voies apoptotiques. Le fait que les calpaines clivent les

polypeptides sur un nombre limité de sites, génere de gros fragments qui restent souvent
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actifs : ceci suggére que des calpaines ont plus des fonctions régulatrices et de signalisation

qu'une réelle fonction de digestion

Non-Active Active

Site de fixation
du Ca*

IIb

gD Site actif de la calpaine
- +

site réactif de la

calpastatine

Calpastatine

Figure 15 : Schéma de la structure cristallographique en ruban de la m-calpaine humaine
en l'absence et en présence du calcium (Adaptée de http://calpain.net/3dstructure/index.html)

La p et m- calpaine ont la méme spécificité de substrat et les mémes fonctions
physiologiques. Le fait qu'elles soient présentes en ratios variables selon le type cellulaire

considéré suggere également qu'elles répondent a différents signaux cellulaires.

L’expression des calpaines est modifiée dans des tumeurs et dans d'autres états

pathologiques tels que la maladie d'Alzheimer, les diabétes ou les dystrophies musculaires.

Les calpaines sont donc impliquées dans de nombreux états pathologiques. La dystrophie
musculaire des ceintures (Type 2A) résulte des disruptions du géne CAPN3 codant pour la
calpaine 3 (Richard et al., 1995). La sous expression de la calpaine 9 est associée au cancer de

I’estomac chez 1'homme (Yoshikawa et al., 2000). La mutation du géne codant pour la CAPN
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10 augmente le risque de diabéte de type 2. D'autres maladies telles que la maladie d'Alzheimer
ou la formation de cataracte, sont liées a des activités anormales des calpaines causées par une
perturbation des voies liées a I'homéostasie du Ca>* (Grynspan et al., 1997 ; Tidball et Spencer,

2000).

424 Le Protéasome

Le protéasome est un complexe enzymatique multiprotéique ubiquiste, de grande taille,
responsable de la dégradation des protéines intracellulaires. Le protéasome est présent chez les
procaryotes, les eucaryotes, les archées ainsi que chez quelques bactéries. Le protéosome joue
un réle majeur dans la plupart des processus biologiques, notamment au travers de la
dégradation régulée de protéines régulatrices de ces processus. L'hydrolyse des protéines par le
protéosome se fait en deux étapes. La premicre étape se caractérise par un marquage covalent
(ubiquitynation) des protéines a dégrader par leur conjugaison a une chaine de poly-ubiquitine
(polyUb). La deuxieme étape consiste en la dégradation du substrat ubiquitynilé par une

protéase géante appelée le protéasome 26S (figure 16).

Le protéasome 26S, la forme la plus répandue, a un poids moléculaire d’environ 2,5
MDa, ainsi que les autres composants du protéasome, est nommé d’apres son coefficient de
sédimentation de Svedberg (S, Demartino et Gillette, 2007). Il est constitu¢ d’un cceur
catalytique appelé 20 S et de deux complexes régulateurs 19 S placés de chaque coté du 20S.
Ce dernier est un cylindre creux de 1,2 a 1,5 nm de diametre intérieur et 11 nm de diametre
extérieur et de 11 nm de longueur. Il est formé de 4 anneaux dont 2 sont internes 3 et 2
externes o. Sept sous-unités constituent chacun des anneaux (d’une taille de 20 a 37 kDa). Le

ceeur catalytique a une masse moléculaire d’environ 750 KDa et possede 6 sites protéolytiques
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ayant différentes activités protéolytiques. Les deux protéasome 19S, chacun d’environ 700

kDa, ont pour rdle de reconnaitre et de déstructurer les protéines cibles.

Figure 16 : structure du protéasome 26S (http://biochimej.uni-
Complexe proteasome 20S - PA26 (PDB : 1fnt)

Proteasome
PA26

7 sous-unités a

7 sous-unités

7 sous-unités

7 sous-unités a

Proteasome
PA26

E. Jaspard (2011) / Chimera
Vangers.fr/PageZ/COURS/Zsuite/3BiochMetab/7Ubiqu;tin’);)lat/i(on/3Figures/6StructProteasome/
OProteasomeCHIMERA/1Proteasome.png)

Le protéasome 19S, qui possede une vingtaine de sous-unités a activité ATPasique ou
non-ATPasique, est divisé¢ en deux parties i.e. le chapeau et la base. Le chapeau élimine les
groupements d’ubiquitine présents sur la protéine cible qui sera ensuite captée et dénaturée par
la base. Une fois dénaturée, la protéine passe par la base a I’intérieure du cylindre 20S pour

étre dégradée (Tanaka, 2009).

Dans les cellules eucaryotiques, la dégradation de la plupart des protéines intracellulaires
est réalisée par le protéasome. Les protéines a dégrader sont marquées par 1’ubiquitine. Cette

derniére est une protéine de 76 acides aminés, qui se fixe sur la protéine cible et sert de signal
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de reconnaissance pour la dégradation par le protéasome 26S. En entrant dans le canal du
protéasome, la chaine polypeptidique de la protéine se déplie et s'étend pour étre hydrolysée en
petits peptides. Pratiquement tous les processus intracellulaires, y compris le contrdle du cycle
cellulaire, la transcription, la régulation de la traduction, la réponse cellulaire au stress, etc.

sont controlés par le systéme ubiquitine-protéasome (Sorokin et al., 2009).

4.2.5 Les caspases

Les «cysteine-dependant aspartyl-specific proteases» ou caspases forment une famille de
protéases a cystéine qui clivent leur substrat aprés un résidu aspartate contenu dans un motif
tétrapeptidique spécifique a chaque caspase. Les caspases sont synthétisées sous des formes
inactives (procaspases) dont le poids moléculaire varie entre 30 et 50 kDa. Les procaspases
sont ensuite clivées et dimérisées pour former des caspases actives. Le domaine de mort «death
domaine» responsable de la transduction du signal apoptotique est situé a I'extrémité N-
terminal. Le domaine de mort, dont la taille varie entre 3 et 24 kDa, contient deux sous
domaines, un domaine effecteur de mort (DED) et un domaine de recrutement de la caspase
(CARD). Le centre de la procaspase ou p20 correspond a la grande sous unité catalytique. En

position C-terminale se situe la petite région catalytique ou p10.

Quatorze caspases ont été identifiées dont 11 sont présentes chez 'homme (caspases 1 a
10 et la caspase 14). Chez les oiseaux seules les caspases 5 et 13 ne sont pas présentes. Selon
leurs fonctions et la taille de leur prodomaine, les caspases peuvent étre divisées en 3 groupes:

Classe I, II et III (figure 17).
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Les caspases de classe I posseéde un long prodomaine et sont au nombre de 6. Ces
caspases sont impliquées dans l'inflammation et comprennent les caspases 1, 4, 5, 11, 12 et 13.
Ces caspases posseédent un prodomaine CARD, a I’exception de la caspase 11. Les caspases de
classe Il comprennent les caspases 2, 8, 9 et 10. Ce sont les caspases initiatrices de 1'apoptose
et elles possédent un long domaine N-terminal. Le prodomaine des caspases 2 et 9 présente un
domaine CARD contrairement aux caspase 8 et 10 qui possédent un domaine DED. Les
caspases de classe III comprennent les caspases effectrices apoptotiques 3, 6 et 7 et contiennent

un petit prodomaine. Ces caspases doivent étre clivées pour devenir actives.

caspase-1
caspase-4

caspase-5

Classe I > Caspases inflammatoire

caspase-12
caspase-13
caspase-14

fi

caspase-2

Classe I caspase-8 { H—{ G (’Zaspases initiatrices de
caspase-9 I’apoptose

caspase-10 —HT— IR

caspase-3 —{ .
Classe Il caspase-6 — - - CPspases effectrices de
I’apoptose
caspase-7 —{ R

WCARD JDED [ grande sous-unité [ petite sous-unité

Figure 17 : les caspases chez les mammiféres (Adaptée de http://edoc.hu-
berlin.de/dissertationen/forro-gabriella-2009-12-02/HTML/image004.jpg)

Bien que les caspases soient principalement impliquées dans [’apoptose et le
renouvellement cellulaire, elles sont également essentielles pour de nombreux processus
vitaux. Les caspases sont nécessaires dans le systéme immunitaire, pour la maturation des
lymphocytes et la perturabation de leurs activités peut conduire au développement de tumeurs,

des maladies immunitaires et a la maladie d’ Alzheimer.
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Conclusion :

Les protéases jouent un rdle vital dans de nombreux processus physiologiques et
cellulaires. Elles sont essentielles pour la prévention de I’accumulation des protéines anormales
dans les cellules. Les activités protéolytiques anormales sont associées au développement de

nombreux états pathologiques.
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5. Protéolyse et pathologies hépatiques

A T’exception de I’étude menée par Bax et al. (2012) qui a montré une augmentation de
I’activité des calpaines chez les canards gavés, a notre connaissance, les modifications
d’expression ou d’activité des protéases dans le foie des palmipeédes n’ont pas été étudiées.
Dans la partie suivante, nous allons exposer les relations entre la stéatose (et d’autres états

pathologiques) et la protéolyse hépatique développée dans toutes sortes d’especes.

Les calpaines sont connus pour étre impliquées dans les processus de 1ésions hépatiques
(Sakon et al., 1998), et une augmentation de leur activité semble est étre associée a différentes
maladies hépatiques. L’analyse de foie par western blot chez des patients atteints d’une
hépatite chronique, la cirrhose du foie ou la jaunisse obstructive, a mis en évidence la présence
de la forme intermédiaire (active) de la p-calpaine. En revanche, seule la forme proactive de la
p-calpaine été observée dans les tissus du foie issus des sujets sains. L’activation de la p-
calpaine dans les hépatocytes a également été confirmée par immunohistochimie (Sakon et al.,

1998).

Des élévations des niveaux d’expression et/ou d’activité des calpaines peuvent également
résulter du développement de la stéatose hépatique. En effet, I’étude du protéome hépatique
chez des personnes atteintes de la stéatose hépatique non-alcoolique (NAFLD) montre une
augmentation (x 1.7) de I’expression de la sous-unité calpaine par rapport aux sujets sains

(Rodriguez-Suarez et al., 2010).

Ces résultats sont en accord avec 1’étude portant sur les relations entre 1’activité¢ de la
calpaine et I’hyperhomocystéinémie. L’hyperhomocystéinémie est une maladie résultant de

I’accumulation de I’acide aminé homocystéine a la suite d’une déficience en cystathionine beta
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synthase (CBS). Cette anomalie génétique est couplée au développement de maladies

hépatiques.

Dans le cas d’une stéatose hépatique causée par une hyperhomocystinémie chez les
souris CBS-déficientes, 1’activité de la calpaine est 30% plus élevée que chez des souris
sauvages (Hamelet et al., 2009). Cette étude suggere que la stéatose stimule donc la protéolyse
via les calpaines ce qui induit la prolongation des épisodes inflammatoires, favorisant ainsi des

lésions tissulaires.

Ceci a été également démontré dans le cas d’une stéatose induite par une intoxication
avec le tétrachlorométhane (CCly). Chez le rat, un traitement avec du CCly est 1étale quand la
quantité¢ dépasse les 3 mg/kg. Cependant, une faible dose (2 mg/kg) de CCls induit le
développement de 1ésions hépatiques qui continuent a progresser longtemps apres le retrait de

cette hépatotoxine.

Dans leur étude sur I’intoxication par le CCly, Limaye et al. (2003) montrent que les
calpaines sont responsables de la poursuite de la progression du traumatisme hépatique. En
effet, les calpaines libérées des hépatocytes morts dans la circulation systémique, attaquent les
hépatocytes normaux du voisinage (figure 18). Ils démontrent aussi que I’inhibition de
I’activité des calpaines par 1’administration de CBZ (N-carboxybenzo-valine-phenyl alanine
methyl ester, un inhibiteur des calpaines), une heure apres 1’intoxication attenue les l€sions

chez les rats ayant recus une dose non-1¢étale et sauve 75% de ceux ayant recus une dose 1étale.
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Figure 18 : Mécanisme de la toxicité et sa progression due a la libération des calpaines

L’effet de I’administration de tétrachlorométhane a été également testé sur 1’expression
des MMPs par De Meijer et al. (2010). Comme pour les calpaines, les MMPs sont
surexprimées parallelement au développement de I’inflammation et des 1€sions hépatiques
(x20, x10, x2, x5 et x20 pour les MMP-2, -3, -8, -9 et 13 respectivement). Cependant,
I’inhibition des MMPs a caus¢ ’aggravation de la fibrose hépatique, ce qui a contrebalancé
tout effet anti-inflammatoire bénéfique. En effet, chez des sujets sains, il existe une balance
entre la fibrogenese et la fibrolyse dans la matrice extracellulaire hépatique. La dégradation de
la MEC est assurée par les différentes MMPs ayant chacune une spécificité de substrat (Han,
2006). Une réduction de la fibrolyse par une inhibition des MMPs ou bien une surélévation de
la fibrogenese conduit a 1’accumulation de la MEC et donc au développement d’une fibrose
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hépatique. Il a été remarqué que I’activité de la MMP-2 augmente en réponse a un dommage
hépatique. Cette production précoce de la MMP-2 est considérée comme étant un marqueur de
la fibrose hépatique et a pour role de favoriser la mobilité des cellules pour faciliter le
traitement des 1ésions (Herbst et al., 1991). De méme Wu et al. (2008) ont montré que la
fibrose hépatique induite par la contamination arsénique (As>" ou As ") dans I’eau potable est
aggravée par un régime alimentaire contenant 20% de matiéres grasses ajoutées chez les souris.
Ils ont aussi conclu que I’expression des geénes codant pour les MMP-2 et 9 ainsi que leurs
inhibiteurs TIMP-1 et 2 a ét¢ augmentée (Wu et al., 2008). La surexpression de ces deux
formes de MMPs a été enregistrée dans plusieurs études. Elle a été remarquée chez les rats
suite a une alimentation avec un régime hypercalorique qui a conduit au développement d’une
stéatose hépatique non-alcoolique (Liu et al., 2012). Les niveaux de 1’expression ainsi que ceux
de I’activité de ces deux MMPs semblent augmenter chez I’homme et les souris atteints d’une
stéatose hépatique alcoolique (Chung et al., 2009). L’inhibition des MMPs conduit a la
réduction de la lipogenése de novo et a la prévention de la stéatose hépatique (Alwayn et al.,
2006). Des niveaux élevés de la MMP-9 ont aussi été enregistrés dans des cas de
stéatohépatite-non-alcoolique (NASH), d’inflammation et de fibrose du foie (Wanninger et al.,
2011) et en cas de métastase hépatique (Nikkola et al., 2005). Aisni, I'inhibition des MMPs sert
de moyen thérapeutique pour guérir l'inflammation du foie, leur addition ayant montrée des
résultats intéressants en ce qui concerne le traitement de la fibrose (Iimuro et Brenner, 2008 ;

Siller-Lopez et al., 2004).

Dans la plupart des études de stéatose hépatique, les modifications d’expression ou
d’activité¢ des MMPs tendent vers une augmentation. Cependant, Boden et al. (2008) montre
que I'hyperinsulinémie, en présence ou en l'absence d’une résistance a l'insuline, a entrainé une

diminution des activités de trois MMP hépatiques, MMP-2, MMP-9 et MT1-MMP, qui sont
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impliquées dans la fibrose hépatique et a augmenté la concentration tissulaire de leurs

principaux inhibiteurs, TIMP-1 et TIMP-2.

Alors que les activités des MMPs semblent donc stimulées suite une intoxication
alcoolique (Chung et al., 2009 et Skrzydlewska et al., 1997) ont montré que celles des
cathepsines semblent diminuées. Cette diminution est due a I’oxydation du méthanol en
métabolites toxiques qui peuvent endommager les lysosomes et changer la distribution des
activités cathepsiques. Les résultats suggeérent que ’activité des cathepsines A, B et C est
réduite 24h apres 1’intoxication et qu’elle est complétement rétablie 7 jours apres. Cependant,
la méme étude ne met pas en évidence une modification de I’activité de la cathepsine D. Ceci
peut étre expliqué par le fait que contrairement aux protéases ayant un résidu cystéine telles
que les cathepsines B et C, il s’agit d’une protéase aspartique moins susceptible aux
modifications oxydatives. L’activité de cette protéase aspartique a été aussi mesurée dans le
sérum de patients présentant une insuffisance hépatique fulminante. Elle est multipliée par dix
chez les patients qui sont décédés et par quatre chez les personnes qui ont survécu a une
insuffisance hépatique aprés un surdosage de paracétamol. Cependant, cette activité a
¢galement augmenté chez les patients avec une insuffisance hépatique fulminante due a une

hépatite virale a laquelle ils aient plus ou moins bien survécu (Gove et al., 1981).

Beaucoup d’études ont été menées pour examiner I’implication des cathepsines dans le
développement des pathologies hépatiques. La majorité s’est concentrée sur la cathepsine B et
son potentiel d’implication dans les voies apoptotiques en utilisant soit des souris
transgéniques CtsB7/, soit des inhibiteurs de protéase. Dans leur étude, Guicciardi et al. (2000)
montrent que la cathepsine B est impliquée dans 1’apoptose hépatique par activation des
caspases et que sa délétion entraine une diminution de I’apoptose TNF-a induite (facteur de
nécrose tumorale). Par conséquent, les Iésions hépatiques sont atténuées et la chance de survie

est améliorée chez les souris transgéniques par rapport aux souris sauvages (figure 19).
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Figure 19 : Implication de la cathepsine B dans la voie de I’apoptose par I’induction de la
libération du cytochrome c par la mitochondrie en dégradant des substrats cytosoliques non-
identifiés. La libération du cytochrome induit le clive des caspase-9 et 3 suivit par d’autres
changement apoptotiques (Guicciardi et al., 2000)

L’inactivation génétique ou pharmacologique de cette protéase a aussi ét¢ ¢galement
validée par Baskin-Bey et al. (2005) qui montrent une atténuation du processus de 1’apoptose
dans un foie stéatosique suite a des lésions d'ischémie reperfusion induite par la fragilité
lysosomale et par conséquent la libération des cathepsines B dans le cytosol. Une autre étude
montre que lors de cholestase extra-hépatique chez la souris, des lésions hépatiques, une
inflammation et 1'¢lévation des indices de fibrogenese hépatique sont, en partie, CtsB-

dépendante. Par ailleurs, l'inactivation de CtsB avec des inhibiteurs de protéases sélectifs tels
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que le R-3032 indique une option thérapeutique potentielle pour les lésions hépatiques

cholestatiques, I'inflammation et la fibrose hépatique (Canbay et al., 2003).

Pour étudier les relations entre protéolyse autophagique et métabolisme lipidique, Inami
et al. (2011) utilise des souris obéses (ob/ob), ayant une mutation du gene codant pour
I’hormone leptine qui contrdle la sensation de la faim. L’observation par microscopie montre
que les hépatocytes des souris obéses contenaient moins d’autophagosomes avec des activités
cathepsiques. En plus, ’identification par western blot des lysats hépatiques révélait une
expression supérieure des cathepsines B et L chez les souris témoins par rapport aux souris
obéses (figure 20). Ces résultats suggerent que la protéolyse par autophagie est réduite par la
stéatose hépatique. Dans le cas inverse, la famine a causé 1’augmentation de 1’autophagie. La
réalimentation I’a inhibé et a sensiblement altéré la distribution cellulaire de la cathepsine B
dans le foie, résultant en un arrangement linéaire de I'enzyme uniquement sur la périphérie des
hépatocytes (Ohshita et al., 1986).
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Figure 20 : Stéatose et Autophagie chez les souris ob/ob. (A) a gauche : souris controéle, a droite
souris ob/ob (http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/0b/Fatmouse.jpg). (B)
quantification des cathepsines B et L par western blot. (C) taux des autophagosomes contenant
des cathepsines B ou L actives (Inami et al., 2011)
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Les caspases, ou protéases de 1’apoptose, peuvent aussi étre impliquées dans les
pathologies hépatiques. Ferreira et al. (2011) ont remarqué que I’obésité morbide accompagnée
d’une stéatohépatite conduisait a une apoptose hépatique. Cette dernicre est caractérisée par la
fragmentation de I’ADN et une augmentation de I’activité des caspases -2 et -3. L’activité de la
caspase-3 a €té signalée pour étre surexprimée dans le cas de stéatose hépatique chez les souris
(Hamelet et al., 2009) et I’exposition des hépatocytes a 1’acide palmitique chez les oies (Pan et
al., 2010). Finalement, Pan et al. (2007) montre que 1’inhibition du protéasome aide a la

prévention de la stéatose hépatique induite par d’administration de CCly.

Conclusion :

En général, on remarque que les altérations des activités protéolytiques tendent vers une
augmentation quelle que soit la nature de 1’état pathologique hépatique. Cependant, il existe
quelques exceptions ou une diminution des activités protéolytiques a été signalée (Ohshita et
al., 1986 ; Boden et al., 2008). La détection de niveaux anormaux de ces enzymes peut signaler
une souffrance hépatique. Cependant, on en connait trés peu sur leur implication dans la

stéatose hépatique non pathologique.

C’est la raison pour laquelle nous avons conduit ces travaux sur les études de protéases

dans le cas de stéatose hépatique d’origine alimentaire chez les canards.

Nous intéresserons aux liens pouvant exister entre protéolyse et qualit¢ du foie gras en
appliquant différents traitement de refroidissement apres I’éviscération pour voir si dans le foie
on retrouve le méme effet des protéases sur la texture que celui qui a été identifié¢ dans le
muscle (Grossi et al., 2012 ; Martinez et al., 2011). Le but est aussi de valider I’hypothese
émise par Théron, (2011) qui suggere que les foies présentant un taux de fonte ¢levé présentent

des activités protéolytiques plus intenses.
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MATERIELS ET METHODES
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1. Introduction

Trois expériences indépendantes ont été conduites pour ces travaux de these. La premiere
avait pour but de comparer la réponse des protéases hépatiques a la stéatose chez deux types
génétiques de canards qui sont connus pour avoir une aptitude différente au gavage (Pékin vs.
Barbarie). La deuxiéme visait a étudier 1’effet de différents traitements thermiques post mortem
et de stockage sur les activités protéolytiques et sur les qualités du foie gras. La troisiéme
expérience avait pour but de comparer les activités protéolytiques de deux groupes de foies
gras ayant des taux de fonte différents. Pour la deuxiéme et la troisiéme expérience nous avons
choisi de travailler avec des lots commerciaux pour nous mettre dans un contexte le plus
proche possible de ce qui se passe sur le terrain. De nombreuses mesures sont communes ou

spécifiques des différentes expérimentations comme 1’indique le tableau 7.

Tableau 7: Différentes analyses faites sur les échantillons des 3 expérimentations

Analvses premicre deuxiéme troisiéme
Y expérience expérience expérience
Zymographie Oui Oui Oui
SDS Page - Oui -
Analyses
protéomiques Identification des
protéines par .
L, - ui -
spectrométrie de 0
masse
Matiére seéche - Oui Oui
Analyses Lipides i Oui Oui
biochimiques
Matiére azotée - Oui -
estimation du i Oui Oui
taux de fonte :
Mesures de (Test de (Micro test de
alité verrine) fonte + test de
q faisselles)
Texture - Oui -
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2. Rendement Technologiques

2.1. Test de verrine

Ce test consiste a mettre 180 g de foie gras prélevé de la partie supérieure du grand lobe
dans des verrines de 200 ml. Apres autoclavage a 105°c, les verrines seront stockées a
température ambiante pendant deux a trois mois. A I’issue de cette période, on sort le foie de la
verrine et on gratte la graisse exsudée. La fonte représente donc la différence entre le poids du

foie avant et apres grattage en pourcentage du poids initial.

%Fonte =Pi1-P{/Pi*100

2.2. Micro-test de fonte

Le micro-test de fonte est un test qualitatif subjectif. Il sert a se donner une idée globale
mais rapide du taux de fonte. Il consiste a placer 10 g de foie gras dans des coupelles
métalliques, a les chauffer dans un four a 80°C pendant 15 min, puis a évaluer visuellement la
fonte des lipides. Ce test est pratiqué par certains industriels et semble étre un bon indicateur

pour sélectionner les foies gras entiers avant la transformation.

2.3. Test de la faisselle
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Ce test est un compromis entre rapidité et précision. Il consiste a placer 100 g de foie
gras frais dans un panier en plastique perforé. Ce panier est ensuite placé dans un autre pot
vide. Les pots sont cuits au bain-marie, a 85°C pendant 60 min. La fonte représente donc la

différence entre le poids du foie avant et apres cuisson en pourcentage du poids initial.

3. Mesures Biochimiques

3.1. Détermination du taux de matiéres séches

La détermination du taux de maticre seéche est effectuée par la dessiccation du broyat a
'étuve pendant 24 heures. Afin d'augmenter les surfaces d'échange, du sable est ajouté a la
coupelle. Avant la pesée finale de 1'échantillon, la coupelle sera placée dans un dessiccateur a
température ambiante. Le taux de matiére séche représente alors poids sec/ poids initial x100,

et est exprimé en pourcentage du poids de foie frais (J.O.C.E, 1971).

3.2. Détermination du taux des lipides

L'extraction des lipides est réalisée selon la méthode décrite par Folch et al. (1957). Les
lipides totaux sont extraits a froid a raison de 1 gramme de broyat dans 50 ml de mélange
chloroforme / méthanol (2:1, V/V) et homogénéisés a l'aide d'un homogénéiseur de type
'Polytron'. Ce mélange est maintenu a 4°C pendant une nuit afin d'optimiser I'extraction. Apres

filtration, la séparation des phases est assurée par 1'ajout d'une solution de chlorure de sodium
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pour former une solution diphasique. La phase inférieure chloroformique contient les lipides
extraits et est soutirée et filtrée sur papier filtre Whathman 1PS. Afin de capter toute molécule
d'eau subsistante, une faible quantité de sulfate de sodium sera ajoutée. Apres 1'évaporation de
la phase chloroformique la quantification des lipides totaux (exprimés en pourcentage du poids

de foie) est déterminée selon la formule suivante:

LlpldeS totaux = ((2/ 3* Chloroforme—méthanol *Masse lipides extraits)/ Masse Broyat*v

d'évap()rati()n))* 1 00 (Annexe 1).

3.3. Dosage du taux de matieres azotées totales

Le taux de MAT est déterminé par la méthode de Dumas (AFNOR NF V 18-120 1997b)
a I’aide d’un appareil Leco auto-analyser (model FP-428, Leco Corp., St Joseph, MI, USA). La
technique implique une combustion totale a 850°C en présence d’oxygene de la matrice du foie
gras contenu dans une feuille d’étain. Les gaz et les sous-produits de la combustion sont
condensés a 6°C et homogénéisés. Une partie aliquote est prélevée et entrainée par un courant
d’hélium a travers différents supports assurant une réduction du NO en N et la captation du
CO, et d’H,0O. L’azote est alors détecté et quantifi¢ a 1’aide d’un détecteur calorimétrique.
L’EDTA (acide éthyléne diamine tétracétique) est utilisé pour la calibration. La teneur en
MAT (Matiere Azotées Totales) a été estimée par le calcul suivant : MAT= N x 6,25. Elle a

été exprimée en pourcentage du poids de foie.

4. Analyses Protéomiques
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4.1. Extraction et dosage des protéines

L'extraction des protéines est réalisée selon les méthodes décrites par Kizaki et al. (2008)
pour les gélatinases (MMP et Cathepsines ; Annexe 2) et Raser et al. (1995) pour les calpaines
(Annexe 3). Brievement, dans des eppendorfs de 2 ml, un tampon de lyse adapté a la protéase
recherchée est rajouté a une quantité de foie gras broyé dans de l'azote liquide, auquel on
rajoute deux billes en verre. L'ensemble est homogénéisé pendant 20 secondes grace au
systeme d'agitation a bille FAST-PREP 24 (MP Biomedicals, Illkirch, France). Ensuite les
tubes sont centrifugés a 12 000 g pendant 15 minutes a 4°C. Une phase supérieure de matiere
grasse sera donc formée, on l'enléve et on répete 1'étape précédente. Le surnageant,

correspondant a la fraction de protéines soluble est prélevé et conservé a -80°C.

4.2. Dosage des protéines

La teneur en protéines est déterminée selon la méthode de Bradford (1976). La gamme
étalon est préparée avec de l'albumine sérique bovine dans les mémes conditions que les
¢chantillons. Apres une incubation de 15 min a l'obscurité dans le réactif Bradford (Bio-Rad,
Marnes la Coquette, France), 1'absorbance est mesurée a une longueur d'onde de 595 nm contre
un blanc d'eau. Les concentrations en protéines des échantillons sont calculées a partir de la

droite d'étalon (Annexe 2 et 3).

4.3. Electrophoréses

4.3.1. Zymographie
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Les activités protéolytiques contenues dans le foie gras ont été étudiées par zymographie.
Le principe de cette technique consiste en une séparation €lectrophorétique des protéines dans
un gel polyacrylamide imprégné d'un substrat protéique spécifique a la protéase (gélatine pour
les MMPs et les cathepsines et caséine pour les calpaines). Les protéases sont mises en
¢vidence par leur capacité a dégrader leur substrat, ce qui se traduit aprés coloration des gels,

par des bandes translucides sur un fond bleu (Figure 22) (Annexe 4, 5 et 6).

4.3.1.1. Préparation des échantillons

Les échantillons sont dilués dans du tampon 'de dépot' contenant pour les calpaines du B-
mercaptoéthanol (ayant comme réle de réduire les ponts disulfures) et du SDS pour les
gélatinases (conférant aux protéines une charge négative et donc une meilleure qualité de

migration).

4.3.1.2. Séparation des protéines

Les échantillons sont déposés sur un gel de concentration (5% d’acrylamide-
bisacrylamide) coulé¢ en haut du gel de séparation pour permettre une entrée homogene de
I'échantillon dans ce dernier. Le pourcentage d’acrylamide-bisacrylamide choisi pour les gels
de séparation dépend de la taille de la protéase considérée. La séparation des protéines se fait a

4°C pour éviter leur dégradation et dans un tampon de migration adapté.

4.3.1.3. Activation des protéases
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Apres 1'¢lectrophorese, le gel est placé, sous agitation, dans un tampon de ringage
pendant environ une heure. Cette étape permet d'éliminer tout agent dénaturant (Ex: SDS). Les
gels sont ensuite incubés pendant une nuit a 37°C dans du 'tampon d'activation' ayant un pH et
une composition chimique adéquats pour permettre la renaturation et 1'activation de la protéase

considérée.

Figure 21 : Zymogrames , A : MMP-2, B : Cathepsines et C :
calpaines

77



4.3.1.4. Coloration des gels

La coloration des gels est effectuée en utilisant une solution de Commassie Brilliant Blue
(Bio-Rad, Marnes la Coquette, France) pour les cathepsines et les calpaines, et le naphtol blue
black pour les MMPs pendant 2 heures a température ambiante et sous agitation. La solution
colorante contient 45% d'éthanol (pour précipiter les protéines) et 10% d'acide acétique (pour
fixer le colorant). Aprés décoloration, la digestion du substrat protéique par les protéases

apparait comme des bandes transparentes sur un fond bleu.

4.3.1.5. Analyse d'images

Selon la procédure décrite par Bax et al. (2012), les gels sont scannés en utilisant le
logiciel Platinum ImageMaster (GE Healthcare, Uppsala, Suéde). Chaque gel contient un pool
de tous les échantillons qui est utilis€ comme étalon interne. L’activité relative des protéases
est calculée en exprimant l'intensité et le volume des bandes principales de chaque échantillon
par rapport a celles correspondantes dans le pool de chaque gel. On obtient donc une valeur

relative de I’activité de la protéase considérée.

4.3.2. SDS-Page

L'étude du profil protéique se fait par la méthode SDS-PAGE, en utilisant les
échantillons de I'extraction des calpaines. Toutes les étapes sont identiques a celles décrites

pour la technique de zymographie monodimensionnelle a l'exception de l'activation qui est
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absente. Les gels sont donc colorés sur la nuit directement aprés la séparation des protéines par

¢lectrophorese, puis le gel est décoloré (figure 23) (Annexe 7).

Figure 22: Gel SDS-PAGE

4.3.2.1. Analyse d'image

L'analyse d'image des gels SDS-PAGE est effectuée en utilisant le logiciel Image Studio
Lite. Seules les bandes de protéines qui semblaient différentes entre les différents groupes ont
été analysées. Ces bandes d'intérét sont sélectionnées et quantifiées en considérant leur
intensité moyenne x leur surface x I’épaisseur du gel. La valeur obtenue est ensuite normalisé

en la divisant par celle correspondante au niveau du pool.

4.3.2.2. Identification des protéines
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Les bandes d'intérét ont été excisées pour étre identifiées par spectrométrie de masse
(Plateforme d’Etude du Métabolisme/ Composante Protéomique, INRA de Clermont-Ferrand
Theix). Apres digestion des protéines par la trypsine, les peptides sont séparés et analysés par
nano-LC-MS/MS, grace au systéme Ultimate 3000 (Dionex, Amesterdam) couplé a un
spectrometre de masse LTQ-Orbitrap (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany). Les
spectres MS/MS obtenus sont comparés aux banques de données Gallus Gallus (Mascot:
Matrix Science Co., UK) et cairina moschata — Anas platyrhynchos (NCBI: National Center

for Biotechnology Information).

5. Analyse statistiques

L'ensemble des analyses statistiques a été effectué grace au logiciel SAS (détails Article

1,2 et3).
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Article 1

Altérations des activités protéolytiques suite au gavage chez les

canards de Barbarie et les canards Pékin

Accepté dans Poultry science

L’objectif de ce premier essai ¢€tait d’étudier I’effet du gavage sur les activités
protéolytiques chez les canards. On a choisi de travailler sur des canards de Barbarie et des

canards Pékin qui sont connus pour avoir des différentes aptitudes au gavage.

18 canards Pékins et 19 canards Barbaries (males), ont été élevés jusqu'a 1'age de 81
jours selon des pratiques standards. A 1'dge de 81 jours, dix canards de Barbarie et dix Pékin
(98) G) ont été gavés, le reste des animaux a €té maintenu dans les conditions précédentes (98
M) jusqu'a 1'age de 98 jours. Tous les canards ont été abattus 10 heures aprés le dernier repas.

Les poids vifs des canards ainsi que ceux des foies chauds ont été enregistrés.

Nos résultats montrent que pendant le développement de la stéatose hépatique induite
par le gavage des canards, les activités globales des protéases s’adaptent a la forte
augmentation du métabolisme di a des entrées €levées de glucides. En réponse, les protéases
ont tendance a réduire leurs activités sans doute pour faciliter 1'adaptation cellulaire nécessaire
a la synthése, I’exportation et le stockage des lipides néo-synthétisés. Bien que les canards de
Barbarie soient considérés comme plus aptes a la production de foie gras que les canards
Pékin, cela ne transparait pas trés fortement a travers le niveau d’activité des protéases

hépatiques.
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Proteolytic activity alterations resulting from force-

feeding in Muscovy and Pekin ducks.

S. Awde,t*} N. Marty-Gasset,*,t,} J. Wilkesman,§ and H. Rémignont*3'
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ABSTRACT We investigated liver protease activity in force-fed (FF) and non-force-fed (NFF) ducks
using zymography gels to better understand mechanisms underlying liver steatosis in palmipeds. Male
Muscovy and Pekin ducks were slaughtered before and after a short period (13 days) while they were
conventionally fed or force-fed. The force-fed regime contained a high level of carbohydrates and was
delivered in large doses. Main hepatic proteases (MMP-2, calpains and cathepsins) were extracted
from raw liver and specifically activated within electrophoretic gels. Both FF Muscovy and Pekin
ducks presented higher liver and body weights associated with lower MMP-2 and m-calpain hepatic
activities. On the other hand, hepatic cathepsin activity was not affected by force feeding. It was
concluded that Muscovy and Pekin duck hepatic proteases are affected similarly by the force feeding.
Thus, this cannot explain differences observed between Muscovy and Pekin ducks regarding their

ability to develop hepatic steatosis generally reported in literature.

Key words: MMP-2, calpain, cathepsin, force feeding, liver, duck.
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INTRODUCTION

In humans, liver steatosis can be caused by malnutrition, genetics, drugs or alcohol abuse
(Lieber et al., 1989; Bosma et al., 1994; Hooper et al., 2011). Thereafter, steatotic livers may progress
from simple fatty livers to steatohepatic, fibrotic or cirrhotic livers which might lead to liver failure
and hepatocellular carcinoma (Baffy et al., 2012). However in birds we must distinguish between the
fatty liver pathological steatosis (FLKS and FLHS syndromes, for a review see Whitehead, 1979) and
the one that naturally occurs in some migratory species of palmipedes such as the grey goose (Anser
anser) or ducks (Guy et al., 2012). Since ancient Egyptian times, these birds’ ability to store large
quantities of lipids in their liver and adipose tissues has been exploited by humans to produce fattened
poultry. Today, livers of such palmipeds, once force-fed, are called “foie gras” and are mainly

produced in France (19,450 t in 2012, 75% of the world production).

The reversibility of the hepatic steatosis in force-fed palmipeds has been demonstrated to
prove the non-pathological origin of this particular physiological state. Nevertheless, the susceptibility
to force-feeding leads to various degrees of steatosis developments and varies not only among species
(ducks vs geese for example) but also among different respective breeds (Chartrin et al., 2006; Liu et
al., 2006). While a few breeds tend to store excessive fat, mainly in their adipose tissue and their liver
(i.e. Pekin ducks or Anas Plathyrincos), others concentrate it principally in their hepatocytes (i.e.
Muscovy or mule ducks). Many studies have already compared growth performances of those breeds
and reported that hepatic steatosis development can be explained by a greater or lesser ability of the
liver, while exposed to highly energetic diets, to export neosynthetized lipids (Hermier et al., 1991;

Hermier et al., 2003).

Beside their well-known ability to hydrolyze proteins, proteases may be involved in more
complex physiological reactions and highly regulated cascades. Modifications of proteolytic activities
can also be a part of various signaling pathways. For example, they are known to play a central role in

the execution of apoptosis. Although caspases are considered to be the most important apoptotic
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proteases, other proteases such as calpains, cathepsins and matrix metalloproteases (MMPs) are also

involved in programmed cell death (Guicciardi et al., 2000; Levine and Kroemer, 2008).

In the present study we used zymography techniques to reveal modifications in activities of
three proteolytic enzymes after the development of hepatic steatosis induced by force-feeding in two
genetic types of ducks (Muscovy and Pekin) known to be more or less prone to develop it. We
hypothesized that different modulations of proteolytic activities after force-feeding could explain

differences in hepatic enlargement imposed by force-feeding.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Male Muscovy (n=19) and Pekin ducks (n=18), hatched on the same day, were reared in
similar conditions until the age of 12 wks. All the breeding was performed in a conventional poultry
house, following standard practices and under natural conditions of light and temperature, at the INRA
(SEPFGQG) poultry research station in Artiguéres (France). At the age of 12 wks, Pekin and Muscovy
ducks were divided into two groups each. Ten Muscovy and eight Pekin ducks were force fed (FF) for
13 days, in individual cages, with a soaked-corn mixture (25% corn grain, 35% corn flour and 40%
water, 3,330 kcal/kg, 8.28% crude proteins and 3.38% lipids according to Chartrin et al., 2006) twice
daily. During the force-feeding period, daily delivered quantity of feed progressively increased from
200 g to 1 kg. Remaining birds were continuously fed ad libitum with a standard growing diet (2,900
kcal/kg, 15.2% crude proteins and 2.7 % lipids) until the same slaughtering age (98 days) and were

used as controls (Non-Force-Fed or NFF group). Water was provided ad libitum for all birds.

At the age of 98 days the ducks were slaughtered by severing the jugular veins approximately
10 hours after their last meal in a conventional poultry house. 20 minutes after the bleeding started,
livers were removed from plucked carcasses and weighed. Liver samples were then harvested,
immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until analysis. Animals’ live body weights

(just before the bleeding) and liver weights (just after the evisceration) were recorded for all animals.
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The experiments described here fully comply with legislation on research involving animal subjects
according to the European Communities Council Directive of November, 24 1986 (86/609/EC).
Investigators were certificated by the French governmental authority for carrying out these

experiments (accreditation n°31-11 43 501).

Mono-dimensional Zymography

To obtain a good sampling and a correct statistical analysis, a duplicate was analyzed for each sample.

Protein extraction Acylamide, BisAcrylamide and Coomassie Brilliant Blue were purchased
from Bio-Rad (Marnes la Coquette, France). All other chemicals were from Sigma-Aldrich (Saint-
Quentin Fallavier, France). Livers were first crushed into powder in liquid nitrogen. Liver lysis was
then achieved using Fastprep-24 (MP BioMedicals, Illkirch, France) for 20 seconds. Following Kizaki
et al. (2008), 1.5 mL of gelatin-degrading proteases extraction buffer (50 mM Tris pH 7.5, 150 mM
NaCl, 1 mM CaCl,, 0.05% Brij 35, 10 pg/mL Leupeptin, 1 mM PMSF) and 1.2 mL of casein-
degrading proteases extraction buffer (50 mM Tris Base pH 8.3, 20 mM EDTA, 10 mM EGTA, 0.1%
B-mercaptoethanol) were added to 75 and 300 mg of liver tissue respectively in order to extract
gelatin- and casein-degrading proteases respectively. Samples were then centrifuged at 12 000 g at 4°C
for 15 min and the fat cake (extracted lipids) was removed. This operation was repeated to make sure
of getting a good separation of soluble proteins from lipids and other cell components. Finally,
supernatants were collected and aliquoted in small tubes stored at -20°C. Total protein concentration
in protein extracts (supernatants) was determined using Bradford’s method with BSA as protein

standards (Bradford, 1976).

MMP-2 Gelatin Zymography Matrix Metalloprotease 2 (MMP-2) gelatinolytic activity was
detected according to Kizaki et al. (2008). Briefly, samples containing 40 pg of proteins were mixed

(1/4 vol/vol) with the sample buffer (150 mM Tris Base pH 6.8, 30% glycerol, 4% SDS, 40 uM ZnCl,
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and 0.1% Bromophenol Blue) and loaded onto 12% polyacrylamide gels containing 0.2% gelatin A (1
mm spacers; 5 mL / mini-gel from Bio-Rad, Marnes la Coquette, France). Gels were then run under
denaturing but non-reducing conditions (4°C, 125 V, 2h). Proteolytic activity was finally achieved by
washing gels for 30 min in TBS-T buffer (20mM Tris, 150 mM NaCl, 0.05% Tween) and 1h in the
incubation buffer (50 mM Tris HCI pH 7.5, 6 uM ZnCl,, 5 mM CaCl,, 0.05% Brij, 0.02% NaN;) with
2.5% Triton X-100. Gels were incubated overnight (18 h) at 37°C in the same buffer but without
Triton-X 100. Finally, zymograms were stained with a solution containing 0.1% Naphthol Blue Black
for 2h, and then washed with a destaining solution (45% ethanol and 10% acetic acid). Digestion of

the gelatin due to MMP-2 activity appeared as white bands on a dark blue background.

Cathepsin Gelatin Zymography Cathepsin activity was detected according to Afonso et al.
(1997). Briefly, samples containing 15 pg of extracted proteins were loaded onto 0.2% gelatin gels
containing SDS (12%) and run as previously described. The resulting gels were then washed twice for
30 min in a 0.1 M sodium acetate buffer solution (pH 5.2) containing 2.5% Triton X-100. Gels were
then incubated overnight with the incubation buffer (0.1 M sodium acetate + 2 mM DTT) at 37°C.
They were then stained in a 0.5% Coomassie Brilliant Blue R-250 solution for 2h then washed in a
destaining solution (45% ethanol and 10% acetic acid). Digestion of the gelatin due to cathepsins

activities appeared as white bands on a blue background.

Calpain Casein Zymography : Using the method of Raser et al. (1995), calpain activity was
detected on 10% polyacrylamide gels containing 0.2% casein and previously loaded with samples
containing 40 ug of proteins diluted (Vol/Vol, 1/4) in the calpain sample buffer (150 mM Tris base,
20% glycerol, 0.05% Bromophenol Blue, 0.75% B-mercaptoethanol). Gels were run in a calpain
running buffer (192 mM glycine, | mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 25 mM Tris base, pH 8.3)
for 2 hours (4°C, 100 V). Gels were then washed twice in a calpain activation solution (20 mM Tris
base, pH 7.4, 10 mM CaCl,) for 30 min and incubated overnight at 37° C in the same buffer

containing 10 mM DTT. Finally, gels were stained and destained as previously described for
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cathepsins. Digestion of the casein due to calpain activity appeared as white bands on a blue

background.

Image Analysis

Using the procedure described by Bax et al. (2012), gels were scanned with an Image Scanner
IIT using ImageMaster Platinum software (GE Healthcare, Uppsala, Sweden). Each liver sample was
processed individually, and the value of main bands was calculated by using Image Master Platinum
application. Each gel also included a pool of all the samples run and was used as an internal standard.
Protease activity was considered as the combination of computerized measurements of both intensity
and volume of main bands for each sample. Relative protease activity was estimated as protease

activity / pool activity within each gel.

Statistical analysis

For statistical analysis, the General Linear Model procedure of SAS software (SAS, 2011) was
used with a two-way ANOVA with breed and type of diet as main effects. Assuming unbalanced

numbers of observations within groups, LSmeans and standard errors values are reported in tables.

RESULTS

Animal Performance

Table 1 reports animal live body weight (LBW) and liver weight (LW) at 98 days of age for
non-force-fed (NFF) and force-fed (FF) Muscovy and Pekin ducks. At this age, LBW is significantly
higher in FF than in NFF for both Muscovy and Pekin ducks. Similarly, LW was 5.5- and 6.0-fold
higher in FF than in NFF Muscovy and Pekin ducks respectively. LBW was higher for Muscovy than

Pekin ducks for FF or NFF groups, while it was similar at the beginning of the studied period (4,639
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vs. 4,527 g for Muscovy and Pekin ducks respectively). FF Muscovy livers were 1.44 times heavier
than Pekin ones with less weight variability (11.3 vs. 29.6 % in Muscovy and Pekin FF ducks
respectively). The significant interaction (P<0.01) between breed and diet indicates that force-feeding
did not modify LW identically in the two studied breeds. The weight of the liver always represented a

larger part of the body weight in Muscovy than in Pekin ducks.

MMP-2 Gelatin Zymography

The MMP gelatin protease assay permitted the detection of a 72 kDa proteolytic band
corresponding to the MMP-2 (Figure 1b). This gelatinolytic activity was inhibited in the presence of
EDTA, DTT and in absence of Ca®" ions (data not shown). Table 2 shows that the activity of this
protease was significantly decreased by force feeding in both types of duck. It is also noticeable that

MMP-2 activity was always higher in Muscovy than in Pekin ducks for both diets.

Cathepsin Gelatin Zymography

Three major proteolytic bands were detected for the cathepsin proteolytic assay. Unlike
MMP-2 protease, these activities of cathepsin isoforms were not affected by the addition of DTT or
EDTA, but were inhibited in the presence of PMSF (data not shown). Molecular weights of the three
detected acidic proteases ranged from ~37 kDa to ~24 kDa (Figure lc). Unfortunately, no specific
antibodies directed against cathepsin isoforms from ducks are commercially available to give a better
identification of detected isoforms in the present study. Moreover, an identification test of those
cathepsins using mass spectrometry analysis failed to give reliable results, probably because of the
non-availability of the full sequence of ducks’ genome. We therefore chose not to report the precise
identification of the three detected cathepsin isoforms in the present study but to report total cathepsin

activity (CtsT, Table 2) calculated as the sum of the individually detected activities.

In both studied breeds, proteolytic activities due to force feeding were not greatly affected by

the diets.
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Calpain Casein Zymography

Calpain proteolytic assays revealed two bands which were active in the presence of 4mM of
Ca”" for the upper one and of 10 mM of Ca”" for the lower one (Figure 1d). This indicates that these
two bands correspond to the p- and m-calpain isoforms respectively. The m-calpain is also
electrophoretically distinguishable from the p-calpain because of its higher mobility in the gel (Arthur
and Mykles, 2000). To further confirm the identification of these two caseinolytic proteases, effects of
calpain inhibitors (leupeptin and E-64 both purchased from Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier,
France) were assessed before electrophoresis. As expected, the presence of these calpain inhibitors

completely blocked the activity of these neutral cysteine proteases (data not shown).

The p-calpain activity was unaffected by force feeding in both breeds (Table 2). On the other
hand, the activity of the m-calpain was found to be lower in FF than in NNF Muscovy and Pekin
ducks. While the activity of the p-calpain was significantly lower in Muscovy ducks than in Pekin
ducks regardless of the diet; that of the m-calpain was similar for the two breeds. Finally, total calpain

activity (ClpT) was influenced neither by breeds nor by diets.

DISCUSSION

The choice of Muscovy and Pekin ducks in the present experiment was based on their
different susceptibility to develop hepatic steatosis in response to force feeding (Hermier et al., 2003).
According to Chartrin et al. (2006), force-fed Muscovy ducks produce bigger and more fattened livers
compared to Pekin ducks. Results obtained in this study confirm this hypothesis and indicate that
Muscovy ducks are prone to develop bigger livers than Pekin ones in response to force feeding. In
consequence, it is generally agreed that the overall liver metabolism of Muscovy ducks better supports

high daily intakes than that of Pekin ducks.

Enzymatic activity determination is a commonly used procedure to investigate hepatotoxicity

and other liver dysfunctions (Gohda et al., 1984). In this study, we focused on activities of three types
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of proteases to determine the possible role of those proteolytic enzymes in the hepatic steatosis

development in two different types of ducks.

MMPs are proteases secreted by animal tissues mainly to degrade extracellular matrix (ECM).
Thus, during the normal growth of organs, such as the liver, they largely participate in the remodeling
of the ECM induced both by cellular hyperplasia and hypertrophy. The present study demonstrates
that force feeding significant alters MMP-2 activity. Thus, in FF ducks, observed reductions in MMP-
2 activity could indicate an adaptation of the liver metabolism, probably to facilitate the enlargement
of hepatocytes due to lipid accumulation. However, if liver pathological fibrosis occurs, an increase of
the activity of the MMP-2 could be expected, as reported by Liu et al. (2006) and Wanninger et al.
(2011) in NASH (Non Alcoholic Steato-Hepatitis). Also, de Meijer et al. (2010) reported that the
inhibition of MMPs has an immediate beneficial anti-inflammatory effect, even though it accelerates

liver fibrosis.

Cathepsins constitute a family of lysosomal proteases active at low pH values which are
mainly active in renewing intracellular proteins. Thus, whereas a slight increase in their global activity
indicates an increase in cellular catabolism, a large increase is generally a sign of large cellular
disturbances such as apoptosis and cancer (Guicciardi et al., 2000; Mohamed and Sloane, 2006). In the

present study, it is noticeable that global activities of cathepsins were not modified by force feeding.

The ubiquitous and constitutive expression of p- and m-calpains strongly suggests that they
are involved in basic and essential cellular functions (Sorimachi et al., 1997). Calpains have been
reported to increase when hepatocytes suffer from different forms of stress and injury (Sakon et al.,
1998; Limaye et al., 2003). However in the present study, the liver steatosis development seems to
either decrease or not modify calpain activity. This indicates that, even at the end of a significant
force-feeding period, hepatocytes from both types of duck are reducing their global protein
catabolism, probably to continue to assume the excess of cellular activity caused by the development
of the steatosis. This tendency towards a higher anabolism than catabolism during the steatosis
development has also been reported by Bax et al. (2012) in a proteomic study conducted during force

feeding of Mule ducks. Here, we can hypothesize that hepatocytes are still in a very active state and
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that the expected increase in activities of calpains associated with liver injuries might arise only later if

the force feeding is prolonged (Kohli et al., 1999; Mehendale and Limaye, 2005).

In conclusion, during the development of the steatosis of the liver induced by force feeding in
ducks, activities of main hepatic proteases are adapted to the huge increase of the overall metabolism
due to high daily inputs of carbohydrates. In response, proteases reduce their activities probably to
facilitate the cellular adaptation necessary to synthesize, export and store neosynthetized lipids. From
a genetic point of view, the two studied breeds had no differences in cathepsin activity. However
Muscovy ducks had higher MMP-2 activity and lower p-calpain activity. Although Muscovy and
Pekin ducks were reported to have different abilities to develop liver steatosis, their proteolytic
activities responded quite similarly to force feeding. This indicates that the ability to develop liver
steatosis in response to force feeding cannot be proved to be caused by differences in proteolytic
capacity A study of proteolytic activity evolution during the development of steatosis could be now

interesting to better investigate hepatic proteolysis.
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Table 1. Global performance (live body weight or LBW, liver weight or LW and liver/body weight or

LW/BW %) of force-fed (FF) and control (NFF) Muscovy and Pekin ducks. Values are presented as

Breed )
Muscovy Pekin RMSE? D® B® D*B®
Diet NFF FF NFF FF
LBW (g) 5447+£654 6568 £278 4592570 5897 +505 523 Rk Rk Ns
LW (g) 82+17 452 £ 51 52+12 314+93 55.55 R ek o
LW/BW (%) 1.5+0.2 6.9+0.9 1.1+0.2 532=+1.5 0.93 Rk ek Ns

LSmeans + standard errors.

* % and *** for P <0.05, P<0.01 and P <0.001 respectively. Ns for P >0.05.

(URMSE = Root Mean Square Error. @'D = effect of diet (NFF vs. FF), ®'B = effect of breed (Muscovy
vs. Pekin), and “D*B = effect of the interaction between the diet and the breed.
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Table 2. Relative proteases activity (MMP-2, cathepsin isoforms: Cts1, Cts2, Cts3 and their total sum
= CtsT, p- and m-calpain and their total sum = ClpT) of force-fed (FF) and control (NFF) Muscovy

and Pekin ducks. Values are presented as Ismeans =+ standard errors.

Breed Muscovy Pekin
RMSE® D® B® D*B®
Diet NFF FF NFF FF
MMP-2 1.8+04 1.3+0.5 1.3+£0.3 0.8+0.3 0.38 oAk oAk NS
Ctsl 29+1.7 3.5+3.6 27+1.8 42+34 2.75 Ns Ns Ns
Cts2 2.1+£1.2 2.8+2.1 2.8+1.1 32+2.1 1.71 Ns Ns Ns
Cts3 20+0.6 2.8+1.0 25+0.8 1.3+0.5 0.74 Ns Ns ok
Cts T 6.9+2.5 9.1+54 8.0+29 8.6+4.4 3.95 Ns Ns Ns
p-calpain 0.8+04 0.6+0.4 22+09 1.7+ 0.7 0.60 Ns HoAk Ns
m-calpain 1.7+£0.6 0.5+0.3 1.5+0.3 1.0+£04 0.41 oAk Ns *
ClpT 25+0.8 1.1+£0.6 3.7+1.2 27+1.0 0.91 Ns Ns Ns

* ** and *** for P <0.05, P<0.01 and P <0.001 respectively. Ns for P >0.05.

(URMSE = Root Mean Square Error. @D = effect of diet (NFF vs. FF), ®'B = effect of breed (Muscovy
vs. Pekin), and “D*B = effect of the interaction between the diet and the breed.
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Figure 1. Molecular weight standards (a) and zymograms of the 72 kDa MMP-2 band (b), the 3
cathepsins bands (c¢) Cts1 (37 kDa), Cts2 (30 kDa) & Cts3 (25 kDa) and the pu- & m-calpains (u clp &

m clp) 80 kDa bands (d) analyzed by zymography in duck fatty liver samples.
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Article 2

Effet des différentes vitesses de refroidissement sur les parametres
de qualité de foie gras

A soumettre dans Meat science

Le but de cet essai était d’étudier I’effet de la vitesse de refroidissement ainsi que celui
du stockage post mortem sur les activités protéolytiques et en conséquence sur les qualités

technologique et sensorielle du foie gras de canard.

Les foies de 72 canards éviscérés a chaud et dont le poids est compris entre 550-600g
ont été¢ aléatoirement attribués (n=24/groupe) a un des trois groupes : UF (ultra-rapide ;
v=0.5°C/min), F (rapide ; v=0.2°C/min) et S (lent ; v=0.1°C/min). Trois prélévements ont été
effectués a : T0=20 min (Maticre seche, azote totale, lipides totaux, zymographie et gel SDS-
PAGE), T1= quand la température du foie atteint 10°C (donc a 50, 120 et 210 min post
mortem pour UF, F et S respectivement) (Texture, fonte, zymographie et gel SDS-PAGE), et

T2=24 h post mortem (fonte, zymographie et gel SDS-PAGE).

Nos résultats montrent que les foies appartenant au groupe UF avaient une texture
moins dure, un rendement plus élevé, ainsi que des activités protéolytiques moins altérées
avec le temps par rapport aux foies des deux autres groupes F et S. Ces résultats suggerent
que ’adoption d’un refroidissement rapide permet de ralentir les activités protéolytiques. En
conséquence la dégradation des protéines, qui est a I’origine des altérations structurales et
donc de la texture, est diminuée. Ceci, permet donc d’obtenir un rendement technologique
plus élevé. Cependant I’effet des différentes méthodes de refroidissement sur la fonte ne sont

pas significatifs qu’a partir du temps T2.
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ABSTRACT

The aim of this experiment was to study the effect of chilling rates on the quality features of
fatty livers. Three different chilling rates were applied, ultra-fast, fast and slow and results
were compared at time T1 when the internal temperature of livers reached 10°C and at time
T2=24 h post mortem. Samples from the UF group reached the T1 temperature at 50 min post
mortem and had the least hard and cooking losses (25 + 9 %). The F and S groups reached the
T1 temperature after 120 and 210 min post mortem and presented highest melting (36 = 9 and
41 = 9 % respectively at time T2) and harder livers. In parallel, the proteomic analysis
revealed less modified proteolytic activities in samples from the UF group, and associated less
proteins degradations, than in samples from the F and the S groups. Effects of the different

chilling rates were mainly significant at time T2 (24h post mortem).
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Fatty liver, technological yield, zymography, calpain, MMP-2, cathepsin.
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1. Introduction

From a sanitary point of view, animal products have to be chilled as soon as possible
after slaughter. Adopting a suitable method and speed of chilling is very critical and can
affect the technological and organoleptic qualities of the final product. It is well known that
temperature plays an important role in the determination of the texture, which is considered
to be the most important quality attribute of fish and meat (Ali et al., 2008; Erikson, Misimi,
& Gallart-Jornet, 2011; Petdjd, Kukkonen, & Puolanne, 1985). Post mortem, the degradation
of animal tissues proteins under the action of proteolytic enzymes contributes to this
tenderization of flesh. While this phenomenon is appreciated in meat because it improves
tenderness, it is undesirable in fish and leads to its softening (Cheret, Delbarreladrat,
Lamballerieanton, & Verrezbagnis, 2007). As for other animal products, the texture of “foie
gras” (fatty liver) is an important quality parameter. Based on its texture, three classes of
fatty liver can be distinguished, i.e. soft, firm and hard fatty livers. In fact, the texture of a
fatty liver is determined by its biochemical composition and mainly by its water and fat
contents. The richer the fatty liver is in water the softer it is, and the richer in fat the harder it
is. Softness is considered as a defect in fatty livers because it also induces the highest weight
losses during chilling and/or storage because of its high water content. On the other hand,
although hard fatty livers present the lowest weight losses during post-mortem processing,
they are not desired by processors neither. In fact, the texture is strongly correlated to
cooking yield, the major quality issue that faces the industry of fatty liver. Industrials have
noticed that the harder the liver the more it melts during cooking (Théron, 2011). Melting
consists of an exudation essentially of lipidic nature due to heating treatments (sterilization
or pasteurization) and could be influenced by many factors such as the genetic type of force-
fed palmipedes (Salichon, Guy, Rousselot, & Blum, 1994): geese vs. Mule, Pekin or

Muscovy ducks, the weight of the fatty liver (Blum, Labie, & Raynaud, 1990) or its total
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lipids content (Nir & Nitsan, 1976). Rearing factors such as the duration of force-feeding or
the age of birds can also influence the melting of fatty livers during cooking. Finally,
technological parameters such as cooking temperature or duration have also been shown to
alter the cooking yield (Rousselot-Pailley, Guy, Sellier, & Blum, 1992). However, despite
standard practices used by fatty livers processors to maintain the variability of fat loss at a
lowest point, the inter-individual variability remains high. The coefficient of variation of
cooking losses within a flock can exceed 50% under commercial conditions (Theron et al.,
2011). Cooking losses are then of great importance for processors because it affects their
output and thus their profitability. Moreover, cooking losses cause alterations in
organoleptic properties and consequently degrade the image of the final product which is
sought for its particular richness in fat. Firm fatty livers are preferred by processors because
they represent a good compromise between high water and fat losses resulting from soft and
hard fatty livers respectively. For this reason, the texture of fatty livers is manually
estimated and livers are usually sorted into the 3 classes in order to reduce the melting rate
variability. Nevertheless, this sorting alone is not sufficient and should be coupled with an
adequate chilling method in order to obtain the highest technological yield. Surprisingly,
unlike for fish and meat the chilling rate effect on the fatty liver has been poorly studied. In
fish and meat, post mortem proteolytic activities are known to be involved in biochemical
and structural changes during aging (Delbarre-Ladrat, Chéret, Taylor, & Verrez-Bagnis,
2006; Lametsch, Roepstorff, & Bendixen, 2002).

In this study, we investigate the effect of three different chilling rates (ultra-fast, fast,
and slow) on proteolytic activities of three major types of proteases (calpains, cathepsins and
MMP-2) to better understand if they could be associated with differences in the
technological yield (or cooking losses) of fatty liver. We also measured the effects of storage

for 24 hours on both proteolytic activities and the technological yield.
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2. Material and methods

2.1. Animals.

The experiments described here fully comply with the legislation on research involving
animal subjects according to the European Communities Council Directive of November, 24
1986 (86/609/EC). Investigators were certificated by the French governmental authority for
carrying out these experiments (accreditation n°31-11 43 501). Livers used for this
experiment were issued from commercial flocks of male Mule ducks (Cairina moschata x
Anas platyrhynchos) reared until the age of 13 weeks according to standard practices. At this
age, ducks were force-fed by the distribution of a soak-corn mixture (42% grain-58% flour)

twice daily during a period of 12 days. Ducks were then slaughtered in a commercial plant.

2.2. Experimental methods

After slaughtering operations, fatty livers were eviscerated, weighed and because the
liver weight is known to affect the final melting rate, only fatty livers weighing from 550 to
600 g were harvested (n=72 livers). Those livers were then randomly assigned to 3
experimental groups (24 each) and submitted to a particular chilling protocol. The slow
chilling, or S, group consists of livers that were immediately placed in a refrigerator at 4° C.
The fast chilling livers (F group) were placed in a negative air (- 3 °C) blowing cooling
tunnel for 15min and subsequently placed at 4° C. Ultrafast chilling (UF group) were placed
in the same tunnel during 3x15 min and subsequently placed et 4°C. Thermic sensors were

randomly placed in two livers per treatment to record the temperature evolution.

2.3. Fatty liver processing and sampling

At the time of evisceration (TO =20 min after slaughter), and before any chilling

treatment, 10 g samples were harvested, frozen in liquid nitrogen and stored at -80° C. The
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second sampling (T1) was carried out on half of the samples (n=12 samples /group) when
the internal liver temperature reached 10° C in each respective group. The rest of the livers
were kept at 4°C until T2=24 hours when the third sampling was performed (n=12 samples
/group).

At times T1 and T2, 10 g of liver samples were collected for proteomic analysis, frozen
in liquid nitrogen and preserved at -80°C until analysis. Additive samples of 60 g were taken
from the middle part of the livers and placed into a glass can to be used for the melting test
(times T1 and T2). Salt (13 g/kg) and pepper (2 g/kg) were just added to those samples and
the glass cans were cooked in an autoclave at 90°C for 75 min. The cans were subsequently
chilled using tap water and stored for two months at 4°C. After this storage period, livers
were removed from glass cans and all visible exterior fat was trimmed by a gentle scrapping
using a knife. The technological yield was then evaluated by the expression of fat losses
during cooking and storage and expressed as a percentage of the initial weight:

Technological yield (%) = (fat trimmed liver weight / raw liver weight)*100.

And thus, melting rate (%) = 100- Technological yield.

At time T1, using a wire, two cores of 1.5 cm long were cut out from the middle part of
each liver to be used for texture evaluation. Discs of a 2 cm diameter were taken from each
core using a cylindrical shape cutter. The texture of discs was then evaluated after a bi-cycle
compression test (Texture Profile Analysis) of a disc using a texturometer (compression
speed 1mm/s; 60% deformation). The texture was measured by 5 parameters (hardness,
cohesiveness, elasticity, gumminess and chewing) as described by (Meullenet, Lyon,

Carpenter, & Lyon, 1998).

2.4. Biochemical analysis
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All biochemical analyses were performed with grounded samples of liver and in
duplicate to minimize technical variations. The dry matter content of fatty livers was
determined by drying a mass of grounded liver in an oven at 105° C for 24 hours (Molee,
Bouillier-Oudot, Auvergne, & Babilé, 2005).

Total lipids content of raw samples was determined according to Folch et al., (1957).
After the extraction of lipids by a chloroform/methanol solution, quantification of total
lipids content of each sample was performed gravimetrically after evaporation of the
chloroformic phase. Total lipid content was expressed as a percentage of the dry matter.

The protein percentage was determined by the method of Dumas (AOAC, 1989). The
technique implies a complete combustion at 850°C of the protein matrix. The gases and by-
products of combustion were condensed at 6°C and total nitrogen is then detected and
quantified. The crude proteins content is estimated by the formula:

Crude proteins = Total nitrogen x 6.25

2.5. Proteomic analysis

2.5.1. Protein extraction

Livers were primarily crushed into powder in liquid nitrogen. Liver lysis was then
achieved using Fastprep-24 (MP BioMedicals, Illkirch, France) for 20 seconds. Brielfly, 1.5
ml of extraction buffer A (50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM CaCl,, 0.05% Brij 35,
10 pg/ml leupeptin, 1 mM PMSF) and 1.2 ml of extraction buffer B (50 mM Tris-Base pH
8.3,20 mM EDTA, 10 mM EGTA, 0.1% B-mercaptoethanol) were added respectively to 75
and 300 mg of liver tissue in order to extract gelatin (MMP-2 and cathepsins) and casein
(calpains) degrading proteases respectively. Samples were then centrifuged at 12 000 g at
4°C for 15 min and the fat cake (extracted lipids) was removed. This operation was repeated

twice to make sure to get a good separation of soluble proteins from lipids and other cell
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components. Finally, supernatants were collected and stored at -80°C. Total protein
concentration in extracts (supernatants) was determined using Bradford’s method with BSA
as protein standards. For each extraction buffers, the extractability i.e. the yield of
extractable proteins by a given extraction buffer (xtgelt and xtcalp for gelatin and casein
degrading proteases extraction buffers, respectively) was calculated from the total quantity

of proteins found in the raw liver.

2.5.2. MMP-2 Gelatin Zymography

Matrix metalloproteinase 2 (MMP-2) gelatinolytic activity was detected according to
(Kizaki et al., 2008). Briefly, samples containing 40 pg of proteins were mixed (1/4 vol/vol)
with the sample buffer (150 mM Tris Base pH 6.8, 30% glycerol, 4% SDS, 40 uM ZnCl,
and 0.1% Bromophenol Blue) and loaded onto a 12% polyacrylamide gels containing 0.2%
gelatin A (1 mm spacers; 5 mL / mini-gel from Bio-Rad, Marnes la Coquette, France). Gels
were then run under denaturing but non-reducing conditions (4°C, 125 V, 2h). Proteolytic
activity was finally achieved through washing gels for 30 min in TBS-T buffer (20mM Tris,
150 mM NaCl, 0.05% Tween) and 1h in the incubation buffer (50 mM Tris HCI pH 7.5, 6
uM ZnCl,, 5 mM CacCl,, 0.05% Brij, 0.02% NaN3) with 2.5% Triton X-100. Following that,
gels were incubated overnight (18 h) at 37°C in the same buffer but without Triton-X 100.
Finally, zymograms were stained with a solution containing 0.1% Naphthol Blue Black for
2h, and then washed with a destaining solution (45% ethanol and 10% acetic acid).
Digestion of the gelatin due to MMP-2 activity appeared as white bands on a dark blue

background.

2.5.3. Cathepsins Gelatin Zymography

Cathepsins activities were detected according to (Afonso, Romagnano, & Babiarz,

1997). Briefly, samples containing 15 pg of extracted proteins were loaded on 12%

109



polyacrylamide gels containing 0.2% gelatin and run as previously described. Resulting gels
were then washed twice for 30 min in a 0.1 M sodium acetate buffer solution (pH 5.2)
containing 2.5% Triton X-100. Then, gels were incubated overnight with the incubation
buffer (0.1 M sodium acetate + 2 mM DTT) at 37°C. Gels were then stained in a 0.5%
Coomassie Brilliant Blue R-250 solution for 2h before washing in a destaining solution
(45% ethanol and 10% acetic acid). Digestion of the gelatin due to cathepsins activities

appeared as white bands on a blue background.

2.5.4. Calpains Casein Zymography

Using the method of (Raser, Posner, & Wang, 1995), calpain activities were detected on
10% polyacrylamide gels containing 0.2% casein and previously loaded with samples
containing 40 pg of proteins diluted (Vol/Vol, 1/4) in the calpain sample buffer (150 mM
Tris base, 20% glycerol, 0.05% Bromophenol Blue, 0.75% B-mercaptoethanol). Gels were
run in a calpain running buffer (192 mM glycine, | mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT,
25 mM Tris base, pH 8.3) for 2 hours (4°C, 100 V). Then, gels were washed twice in a
calpain activation solution (20 mM Tris base, pH 7.4, 10 mM CaCl,) for 30 min and
incubated (overnight at 37° C) in the same buffer containing 10 mM DTT. Finally, gels were
stained and destained as previously described for cathepsins. Digestion of the casein due to

calpains activity appeared as white bands on a blue background.

2.5.5.8DS-PAGE

Proteins were separated on 10% polyacrylamide gels. Samples diluted (Vol/Vol, 4/1) in
the Laemmli’s sample buffer (2% SDS, 5% B-mercaptoethanol, 10% glycerol and 62 mM
Tris-HCI, pH6.8) were loaded with 60ug proteins per lane. SDS-PAGE gels were performed

following the method described by (Laemmli, 1970) using Mini-Protean II electrophoresis
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unit (125 V for 2h). After the run, gels were stained overnight in Coomassie Brilliant Blue

G-250 (PageBlue Protein Staining Solution, FERMENTAS).

2.5.6. Image Analysis.

According to the procedure described by Bax(Bax et al., 2012), zymographic gels were
scanned with an Image Scanner III using Image Master Platinum software (GE Healthcare,
Uppsala, Sweden). Each liver sample was processed individually, and the value for main
bands was calculated by using Image Master Platinum application. Each gel also included a
pool of all samples run and was used as an internal standard. Protease activity was
considered as the combination of computerized measurements of both intensity and volume
of main bands for each sample. Then, relative protease activity was estimated as protease
activity / pool activity within each gel.

According to the procedure described by (Marino et al., 2013) the identification of
proteins molecular weight was done by comparison with a known molecular weight standard
(precision plus protein standard-broad range, Bio-Rad, Marnes la Coquette, France). Bands
were analyzed using Image Studio Lite 3.0 free online software (www.licor.com/islite) to
determine the signal intensity (optical intensity) of the defined band. The relative quantity of
each band was determined as signal intensity of the defined band / signal intensity of the

pool.

2.5.7. Bands identification by mass spectrometry

Bands of interest were manually excised in our laboratory and analyzed by the
spectrometry platform PEFM (Plate-Forme d’Exportation du Métabolism, INRA de Theix).
Proteins were extracted, Trypsin digested analyzed by nano-LC-MS/MS coupled to an LTQ-
Orbitrap mass spectrometer according to the method described by Theron et al., (2011).

MS/MS spectra were processed by Mascot software against the Gallus gallus (SwissProt-
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TrEmbl) and Cairina moschata-Anas platyrhynchos (NCBI) databases. Protein identification
was validated when at least 3 peptides originating from one protein showed significant
identification Mascot score (p< .005). Only proteins with a corresponding molecular weight
and with at least 10 matching peptides were retained in this study.
2.6. Statistical analysis

For statistical analysis, the General Linear Model procedure of SAS (2011) software
was used initially with a two-ways Anova to compare the effects of chilling rates and times
post-mortem. When the interaction between chilling rates and times was not significant
(p>0.05), independent one-way Anovas were further performed. When appropriate, means
were compared according to Student-Newman and Keuls’ test. Correlation values were

performed according to Pearson (Proc Corr, SAS 2011).

3. Results and discussion

The objective of this experiment was to study the effect of different initial chilling rates
and short post mortem storage on the quality parameters of fatty liver. To ensure that any
difference is not group related, we chose to compare livers at time TO= 20 min post-mortem
before the application of any chilling treatment (Table 1). Because it is already known that
the weight of fatty liver is one of the most important parameter affecting the melting rate, we
chose to work with a very narrow range of weight (550-600g) to prevent any weight-linked
variability. As a whole, livers had a 70.2% dry matter content of which 62% were lipids and
7% proteins. These values are very similar to those previously reported by (Salichon et al.,
1994; Theron et al.,, 2012). However, while all biochemical parameters turned to have
similar values for the three treatments at time TO, the percentage of lipids was found to be
slightly higher (4 points) in the F group. Nevertheless, the dry matter content was similar in
the three groups of samples and we conclude that the observed difference in total lipids

content can only be technically-linked.
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To ensure that the different adopted methods of chilling had a real impact on the
chilling rate, a couple of thermic sensors were placed in two livers per treatment in order to
monitor the temperature evolution during 6.5 hr. The second sampling (T1) was performed
when the internal temperature of the liver reached 10°C. This temperature corresponds to the
one used in processing plants because it facilitates the hand manipulation of fatty livers.
Samples from the UF group were the firsts to reach this temperature at T1 =50 min while
samples from the F and S groups reached it after 120 and 210 min post mortem respectively
(Figure 1). This shows that livers submitted to negative air refrigeration (UF and F)
witnessed a very fast initial temperature decrease (0.5°C/min). Nevertheless, when samples
from the F group were transferred from the refrigeration air tunnel to a classical fridge (+
4°C, time T1), the speed of temperature decreased and led to an overall chilling speed of
0.2°C/min. The chilling speed of livers kept from the start at + 4°C was the slowest with an
average value of 0.1°C/min.

The study of the effect of different chilling rates on fatty liver quality parameters was
realized through the evaluation of the five texture components (hardness, cohesiveness,
elasticity, gumminess and chewiness) and by the measurement of the melting rate after
cooking and storage. At time T1, livers from the F and S groups were harder, gummier and
chewier than those from the UF group (Figure 2). Those differences in texture between the
UF group from one side and the F and S groups on the other side were also reflected by a
higher melting rate in these two groups compared to the first one only at time T2 (24h post
mortem, Table 2). The significance of interaction between the effect of time and that of
chilling rate indicates that samples are not similarly affected by the storage for several hours
at +4°C. Moreover, our results showed that the melting rate is correlated (R*=0.4279,
p<0.05) to hardness and that this correlation is strengthened with slower chilling rates

(figure 3). This result was not unexpected because (Cazeils, 2000) reported that hardness is
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proportional to cooking losses. Our results clearly evidence that the fastest chilling rate (UF)
gave the best quality livers in comparison to the slower ones (F and S) of which, both
texture and melting rates were similar. This result was also reported by Goullieux and
Chanut (2006) who indicated that the lowest cooking losses for fatty livers were obtained
with the fastest adopted chilling method. Our results are also in good accordance with field
practices in processing plants where a better technological yield (i.e. lower melting rate) is
obtained when the evisceration of fatty liver is performed early after death. In fact, fatty
liver processors have noticed that hot eviscerated livers (i.e. immediately after slaughter)
rapidly chilled presented a higher quality than cold eviscerated ones (i.e. after cooling the
entire carcass at +4°C) (Rousselot-Pailley, Guy, Gourichon, Sellier, & Blum, 1992). Our
results, similar to those observed in the field, suggest that the mechanisms responsible for
texture determinism in fatty livers are completely opposite to those reported for meat. In
meat, the hardness is reputed to be proportional to the chilling speed (Olsson, Hertzman, &
Tornberg, 1994; Van Moeseke, De Smet, Claeys, & Demeyer, 2001). Those differences are
probably du the composition and structural particularities of each type of tissue. For
example, muscle is richer in proteins but poorer in lipids than fatty livers (proteins: 23% vs
7% and lipids 3% vs 60% for meat and fatty livers respectively)(Salichon et al., 1994;
Williams, 2007). Consequently, the texture of raw meat is mostly determined by proteins i.e.
soluble proteins, myofibrillar proteins, and collagen (Devine, Wahlgren, & Tornberg, 1999;
Murphy & Marks, 2000; Reza Gheisari, Aminlari, & Shahram Shekarforoush, 2009)
whereas in fatty liver it is more due to the lipidic fraction i.e. lipids content and cell
membrane cholesterol/phospholipids ratio (Bouillier-Oudot, Cazeils, Babile, & Auvergne,
2000; Cazeils, 2000). In fact, Theron et al. (2011) demonstrated that cooking losses in fatty
livers are caused by differences in tissue structure and lipid droplets morphology observed in

high and low melting livers.
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In order to further investigate the influence of different degrees of fatty liver proteolysis
induced by different chilling rates, we chose to compare proteolytic activities of three
families of proteases known to be involved in post mortem cellular reorganization (calpains,
MMPs and cathepsins). Using one-dimensional zymography assays we detected calpain-1
and 2, MMP-2 and two unidentified cathepsins forms (cts1 and cts2) of 37 and 24 kDa (table
3). We also compared proteic profiles resulting from the extraction of main soluble proteins
from fatty livers submitted to the three tested chilling rates at times TO, T1 and T2 post
mortem. After a visual and a subjective comparison of the different gels, we selected and
semi-quantified bands that seemed to be largely different from one time to another
(molecular weights around 250, 180, 160 and 90 kDa) (Figure 4, table 4). The semi-
quantification of both proteolytic activities (from zymograms) and proteins (from SDS-Page
gels) did not reveal any differences due to chilling treatments for a given time post mortem.
Ali et al. (2008), Redmond, McGeehin, Sheridan and Butler (2001) and Wiklund, Barnier,
Smulders, Lundstrom, & Malmfors (1997) also reported no differences regarding proteolytic
activities and/or proteins degradation between different chilling treatments in duck, lamb
and reindeer bull muscles respectively. On the contrary, other studies reported a decrease in
proteolytic activities associate with low temperatures of chilling (Devine et al., 1999;
Hwang & Thompson, 2001; Steen, Claeys, Uytterhaegen, De Smet, & Demeyer, 1997). In
our study, if different chilling rates did not have a direct impact on proteases activities or
proteins semi-quantification, we noticed that the elapsed time post mortem had different
effects for the different chilling rates. For example, while only activities of calpains were
modified post mortem for the UF group, both calpains and MMPs activities were modified
in samples from the F group. Samples from the S group exhibited the most tragic changes
post mortem regarding proteolytic activities and protein bands intensities. Those results

suggest that, as it is the case in muscle, the more rapidly the liver is chilled, the least
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proteases are active and thus the least proteins are degraded post mortem. Concerning their
post mortem evolutions, proteases activities were not changed similarly. This is due to the
fact that each type of proteases has functional particularities. For example, calpains are
cytoplasmic enzymes and can be activated immediately if proper conditions are available.
Moreover, when active they auto-digest and this consequently causes a decrease in their
activity post mortem(Cheret et al., 2007). In our study, the calpain 1 activity for all chilling
treatments and the one from calpain 2 for the UF group decrease from time T1 to time T2.
On the other hand, the calpain 2 activity starts decreasing at time TO in all F and S groups. In
their study, (Veiseth, Shackelford, Wheeler, & Koohmaraie, 2001) showed that the activity
of the calpain-1 started dropping after 6 h post mortem and reached 60% of its initial value
after 12h post mortem. The same study showed no decrease in the m-calpain (or calpain-2)
activity all along the experiment (360 h post mortem) suggesting that this isoform of calpain
is not implicated in post mortem tenderization. On the contrary, in the study made by
(Delbarre-Ladrat et al., 2006), results showed a decrease of the calpain-2 activity in the sea
bass white muscle during a 7 d post mortem storage. Meanwhile, cathepsins are lysosomal
enzymes and thus need to be released from the lysosomes to be activated. This explains their
delayed activation compared to calpains. This delay between calpains and cathepsins
activity was also observed by Calkins & Seidman (1988). In this study, total cathepsins
activity only increases between time T1 and T2 for samples from the S group. These results
are in accordance with the results obtained in muscle by (Chéret, Herndndez-Andrés,
Delbarre-Ladrat, Lamballerie, & Verrez-Bagnis, 2005), concerning the activity of the
cathepsin D. Finally, MMP-2, like other metalloproteinases, is synthesized in a latent
(zymogen) form and when suitable conditions are available, it is converted to an active form
(Balcerzak, Querengesser, Dixon, & Baracos, 2001).This might explain why in our study the

MMP-2 increased between time TO and T1. Sylvestre, Balcerzak, Feidt, Baracos and Bellut
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(2002) demonstrated that MMP-2 activity remained stable from slaughter time until 21 d

post mortem in lamb muscle.
Informations given by SDS-Page profiles are complementary from those issued from
zymographies because they can reveal subsequent alterations of the different substrates of
proteases (table 5). This is the case for the two main proteins identified in the 250 kDa band
because fatty acid synthase and acetyl-CoA carboxylase were present in degraded forms
presenting lower molecular weights. In the latest time T2, the appearance of a new band at
180 kDa, which contained fragments of higher molecular weight proteins, also confirmed
proteolysis developments during the time of storage. The absence of myosin heavy chain
fragments in the S group suggests that it might be more degraded and consequently moved to
a lower point in the gel. The 190 kDa clathrin protein was found in the 160 kDa band. This
result is not surprising, as this protein was reported to migrate as a 160 kDa band in several
studies (Okamoto et al., 2000; Yamauchi et al., 2008). At time T2, and for the three
treatments, we identified fragments from the fatty acid synthase enzyme among proteins
weighing 160 kDa and this illustrates than this hyper abundant protein in fatty livers is easily
degraded by proteases. At time T2 and for the lowest molecular weight, i.e 90 kDa, a lot of
different proteins were identified mainly in samples from the S group. This also indicates that
samples from the S group witnessed a higher degree of proteolysis than the two other groups
because of a lower chilling rate. When looking at the nature of the proteins undergoing post
mortem proteolysis in the liver, we noticed that most of them are functional proteins and only
few were structural ones. The actin and myosin proteins are the mostly studied proteins as a
sign of post mortem proteolysis and structural changes (Chéret et al., 2005; Reza Gheisari et
al., 2009; Soltanizadeh, Kadivar, Keramat, & Fazilati, 2008). In our study we can also see that
those two proteins are also rapidly hydrolyzed because they were present at a lower molecular

weight than their expected theoretical molecular weight. This is mainly evident in samples
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from the S group. However, in this study only targeted bands of SDS-Page gels were analyzed
and it will be now interesting to further investigate protein degradation with a broader

approache.

4. Conclusion

In this study we showed that adopting a conventionally slow chilling rate of fatty livers
increases hardness and leads to a final higher degree of melting. We also demonstrated that
this higher melting rate is associated with higher proteolytic activities mainly at 24h post
mortem when proteases have been active for several hours. This post mortem proteolysis
affected mainly functional proteins but also some structural ones. This enforces the idea that
structural alterations are probably in the origin of higher melting rates. Finally, if the
cooking of fatty livers has to be performed in the early time (0-3.5h) post mortem after the
evisceration, the effect of different chilling rates on the melting rate seems to be negligible.
On the other hand, if a short storage time is necessary before cooking, it will be interesting
for processors of fatty livers to invest in an ultra-fast chilling method in order to minimize

cooking losses.
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Table 1. Liver weight and biochemical parameters at time TO in each chilling groups.

Parameter UF F S P(c)1
Liver weight (g) 574 + 11 574 + 8 574 + 9 NS
Dry matter (%) 69,7 + 34 703 + 44 705 +£ 4,0 NS
Lipids (%) 60,5° + 44 643" + 44 602° + 2,9 **
Crude proteins (%) 6,7 + 08 69 £ 05 74 £ 1,8 NS
Extractability buffer A 156 + 3,8 152 + 28 154 + 5,1 NS

Extractability buffer B 15,2 + 2,5 14,0 = 2,0 14,1 += 53 NS

'P(c): effect of chilling rate. ** for P<0.01, and NS=non-significant. Within a row, means
assigned with different letters are significantly different, P<0.05
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Table 2. Effect of chilling treatments (UF,F and S) on melting rates of fatty liver at times T1 and T2.

Parameter UF F S I 2 w3
Time T1 T2 T1 T2 T1 T2 P P P(t*c)
Melting rate (%) 22 £ 9 25 £ 9 25 £ 11 36 + 9 24 £ 6 41 £+ 9 *k okk *

'P(c): effect of chilling rate. °P(2): effect of time. *P(t*c)’ effect of the interaction between time and chilling rate. *, ** and *** for P < 0.05,
0.01and 0.001 respectively.
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Table 3. Effect of chilling treatments on proteases activities of fatty liver at times TO, T1 and

T2.
Protease Time UF F S P(c)1
MMP-2 TO 1,07 £ 02 1,17 + 04 1Y £ 02 NS
T1 1,14 £ 02 14% = 02 13% = 03 NS
T 125 + 03 1,1Y £ 03 1,1Y £ 02 NS
P(1)’ NS * *
Cathepsin 1 TO 1,1 £ 03 1,1 £ 03 1Y £ 03 NS
T1 1,06 £ 03 1,1 £ 02 1Y £ 02 NS
T2 1,1 £ 03 12 + 05 14 + 0,3 NS
P(t) NS NS ok
Cathepsin 2 TO 122 + 05 13 + 04 12Y + 02 NS
TI  12° £ 03 1,6° = 0,5 1,6 + 04 *
T 12° £ 02 1,6% £ 04 1,6 + 05
P(1) NS NS ok
Total cathepsins  TO 2,33 + 0,6 24 £ 0,6 237 +£ 04 NS
TI 225 + 05 27 + 0,5 26Y = 0,5 NS
T2 23° £ 04 28°% + 04 3% £ 07 **
P(1) NS NS ok ok
Calpain-1 TO 1,5 £ 05 14 £ 04 14% £ 04 NS
T1  14% £ 05 13 + 03 13% + 04 NS
T2 09% =+ 0,1 06¥ = 03 06¥ = 02 *
P() dokok dokok skkok
Calpain-2 TO 1,3 £+ 04 13 £ 03 13 £ 0,3 NS
TI 14% = 0,7 1Y + 03 1,1Y + 03 NS
™ 09 £ 03 09Y £ 03 087 £ 02 NS
P(t) * *kok *kk

'P(c): effect of chilling rate. P(1): effect of time. *, ** and *** for P < 0.05, 0.01and 0.001
respectively. NS= non-significant. In a row, means assigned with different letters (a, b, c) are
significantly different (P<0.05). In a column, means assigned with different letters (x, y, z)

are significantly different (P<0.05).
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Table 4. Effect of chilling treatments on SDS-PAGE profile of fatty liver at times T0, T1 and
T2.

MW band temps UF F S P(c)!
250 kDa TO 087" + 037 078" + 024 086" + 0,28 NS
Tt 072 + 032 071 + 021 0617 + 0,19 NS
T 030 + 027 022 + 0,14 031° + 0,20 NS
P(t)2 ok ok ok ok ok ok
180 kDa T2 0,75 + 0,015 0,71 + 0,11 0,75 £ 0,16 NS
160 kDa TO 0,70 + 0,16 0,69 + 0,17 0,69 + 0,16 NS
Tl 0,66 + 025 0,67 + 0,13 0,56 + 0,10 NS
T2 062 + 0,11 065 + 0,13 067 + 0,11 NS
P@) NS NS *
90 kDa TO 0,79 + 0,13 0,78* + 0,11 0,78 + 0,09 NS
Tt 069 + 008 0,73 + 0,07 068" + 0,07 NS
T 0,717 + 0,09 068> + 0,08 0,67 + 0,09 NS
P(1) * * Kk

'P(c): effect of chilling rate. “P(t): effect of time. * and *** for P < 0.05 and 0.001
respectively. NS= non-significant. In a column, means assigned with different letters (x, y, z)
are significantly different (P<0.05).
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Table 5. Identification of proteins, present (+) or lacking (-) in selected SDS-PAGE bands, by mass spectrometry at times TO and T2.

: TO T2
Band Protein Function Hypothet1ch }rln olecular

weight UF F UF F S
250 kDa Fatty acid synthase Fatty acid synthesis 275 + o+ + + +
Acetyl-CoA carboxylase Fatty acid synthesis 263 +  + + + o+
180 kDa Fatty acid synthase Fatty acid synthase 275 + + 4+
Acetyl-CoA carboxylase Fatty acid synthesis 263 -+ +
Myosin, heavy chain 9, non-muscle Cell shape 223 + + -
160 kDa clathrin heavy chain 1 Structural 190 + + + + +
Fatty acid synthase Fatty acid synthesis 275 - - + + +
Myosin, heavy chain 9, non-muscle Cell shape 223 -+ - - -
90 kDa Heat shock protein 90 kDa Response to stress 91 + + + + +
Valosin containing protein Structural / Proteolytic 90 - - + + +
Alpha-actinin-4 Structural 104 - - -+ +
Phosphorylase Carbohydrates metabolism 90 - - - -+
tetrahydrofolate synthase Catalytic activity 100 - - - -+
ATP-citrate lyase Catalytic activity 119 - - - -+
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Figures Caption

Figure 1. Fatty liver internal temperature evolution for the three different chilling methods:
Ultra-Fast (UF), Fast (F) and Slow(S) during post mortem storage

Figure 2. Comparison of texture components between UF (ultra-fast), F (fast) and S (slow)
chilling rates at time T1.

Figure 3. Correlation between melting rate and hardness in the UF, F and S groups at time T1
(p<0.05)

Figure 4. SDS-PAGE gel showing the obtained proteic profiles for the three different

chilling rates (UF, F and S) at times TO, T1 and T2
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Figure 1. Fatty liver internal temperature evolution for the three different chilling methods:

Ultra-Fast (UF), Fast (F) and Slow(S) during initial post mortem storage
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Figure 2. Comparison of texture components of fatty livers submitted to UF (ultra-fast), F
(fast) and S (slow) chilling rates at time T1.

Treatments assigned with different letters are significantly different (P<0.05).
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Article 3

Relation entre Activités protéolytiques et la variabilité de la fonte

a la caisson dans le foie gras de canard Mulard

Soumis dans Journal of agriculture and food science

L’objectif de cet essai est de comparer les activités protéolytiques chez les foies a

fonte faible et les foies a fonte élevée chez les canards mulards.

En premier temps, un micro-test de fonte a été effectu¢ sur 100 foies gras de canards
mulards. Ce test qualitatif et objectif a permis de trier les foies selon leur taux de fonte. 40
foies a taux de fonte extréme ont été retenus : 20 foies a fonte faible et 20 foies a fonte élevée.
Sur ces 40 foies, un deuxiéme test de fonte a été réalisé afin de quantifier le taux de fonte. Le
taux de lipides, de maticre seche ainsi que les activités protéolytiques ont été mesurés chez les

deux groupes de foies.

Nos résultats ont montré que les foies a fonte élevée avaient des taux de maticre seche
et de lipides plus élevés. On a également montré que ces foies présentaient des activités
protéolytiques plus élevées par rapport aux foies a fonte faible. Ces résultats suggerent que les
protéases peuvent contribuer au déterminisme de la fonte lipidique a la cuisson en induisant

une fragilisation cellulaire plus ou moins importante
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ABSTRACT: We investigated liver proteases activities to better understand mechanisms responsible
for losses during the cooking of Mule ducks’ fatty livers. Fatty livers of similar weights (520 g) were
randomly selected among a large flock of overfed male Mule ducks and divided into two groups based
on their cooking loss rate, L+ (high cooking losses, 36%) and L- (low cooking losses, 21%)
respectively. In addition to dry matter and total lipids contents, main hepatic proteases (MMP-2,
cathepsins and calpains) activities were measured by zymography. Results show that L+ samples
presented higher total relative proteolytic activities (6.15 + 1.07 vs 4.46 = 0.52 for L+ and L- samples
respectively) and total lipid content (61% = 3,03 vs 53.68% =+ 3.22 for L+ and L- samples respectively)
than L- ones. The results imply that proteases could be involved in the fragilization of hepatocytes

structure resulting thus in higher cooking losses in L+ samples.

KEYWORDS: Fatty liver, cooking losses, proteolytic activities, zymography.

134



INTRODUCTION

Every year, approximately 27 000 tons of fatty livers are worldly produced. France is the first
world producer with about three quarters of the total fatty liver production. Those fatty livers,
also called “foie gras” by gastronomes, are issued from the force-feeding of waterfowl,
mainly Mule ducks (Cairina moschata x Anas platyrhynchos). Foie gras is often
commercialized and consumed cooked through sterilization or pasteurization. The cooking
procedure of raw fatty liver results in lipids and water release from hepatic tissue due to its
thermal denaturation. The extent of cooking losses is of great importance to processors
because it affects their output and thus their profitability. Moreover, cooking losses cause
alterations in the organoleptic and sensorial properties, degrading thus the image of the final
product which is sought for its particular richness in fat. It is well known that several factors
can influence the degree of cooking loss in fatty liver, i.e. the genetic type of force-fed
palmipedes' (geese vs. Mule, Pekin or Muscovy ducks), fatty liver's weight” and its total
lipids content’ as well as rearing factors such as the duration of force-feeding or the age of
birds. Technological parameters such as cooking temperature and duration have been also
shown to alter cooking losses values®. However, despite all the set of measures taken to
control its variability, the cooking loss of fatty livers remains the major quality issue that
faces commercial plants of fatty liver. Despite the standard practices used under industrial

production to reduce cooking loss variability, the inter-individual variability remains high”.

While the majority of studies focused on the lipidic fraction of the fatty liver and the structure of
hepatocytes plasma membranes’, very few considered the proteic one to be involved in cooking loss
percentage’. At the end of the force-feeding period, the absolute crude protein content is significantly
increased in fatty livers compared to control ones, however crude proteins represent a lower

percentage of the dry matter content® (19.5 +0.23 vs. 7.5+ 0.42 in fatty and control livers,
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respectively). Recent studies have also demonstrated that some modifications in proteins metabolism
are coupled with steatosis development™'’. A proteomic analysis'' on the variability of cooking loss in
mule duck’s fatty liver showed that the proteic metabolism of low melting fatty livers tend a for higher
anabolism and protein synthesis while high melting fatty livers developed more cell protection

mechanisms.

Based on what it is already known concerning cellular structure alterations due to proteases

ey . 12.13
activities during post-mortem storage of meat =

, we hypothesized a possible similar role in the
determinism of the value of cooking loss of Mule duck fatty liver. In this study, we compare main
hepatic proteases activities in two groups of fatty livers largely differing in their cooking losses (CL)
values. Similarly to what was already described in muscle structure alterations'”, we hypothesized that
active proteases (MMPs, calpains, cathepsins) participate more or less to post mortem hepatocytes
degradation and therefore contribute to cellular weakening and consequently to high or low levels of
cooking losses. This hypothesize was tested thanks to a principal component analysis. We aimed to

find a consistent relationship between CL and biochemical parameters of fatty livers in order to

identify the potential ones involved in cooking losses variability.

MATERIAL AND METHODS

Chemicals. Acylamide, BisAcrylamide, Coomassie Brilliant Blue and materials for mini gels were
purchased from Bio-Rad (Marnes la Coquette, France). Fastprep-24 was purchased from MP
BioMedicals (Illkirch, France). All other chemicals were supplied from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin

Fallavier, France).

Animals. Fatty livers used in this experiment were issued from commercial flocks of male mule ducks
(Cairina moschata x Anas platyrhynchos) reared until the age of 14 weeks according to standard

practices. Birds were then force-fed by the distribution of a soak-corn mixture (25% grain, 35% flour
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and 40% water, 3330 Kcal/kg, 8.28% crude proteins and 3.38% lipids) twice daily during 12 days. The
experiments described here fully comply with legislation on research involving animal subjects
according to the European Communities Council Directive of November, 24 1986 (86/609/EC).
Investigators were certificated by the French governmental authority for carrying out these

experiments (accreditation n°31-11 43 501).

Slaughter, Fatty Liver selection and Sampling. At the end of the force-feeding period, the
slaughtering procedure was conventionally conducted in a commercial plant. 20 min after bleeding,
livers were removed from carcasses and weighed to select the ones with a weight ranging from 500 to
550 g (n=100) and placed at +4°C for 6h. Selected livers were further sorted according to their
cooking loss rate based on the Melting Micro-Test Method results (MMTM). Briefly, few grams (10
g) of liver were placed in metallic spoon-like cups before heating in an oven at +80°C for 15 minutes.
Immediately after, a trained operator sorted low and high melting samples by visually estimating the
quantity of fat released during heating. Based on the result, the MMTM allowed distinguishing two
extreme groups, i.e. L+ (high melting rate or high CL) and L- (low melting rate or low CL) of twenty

livers each.

Following this subjective classification, samples of 100g were taken from the middle part of the big
lobe of the 40 selected livers to be further controlled with a quantitative cooking yield test. Samples
of 10 g were also taken from the upper part of the big lobe, to be assigned for biochemical and

proteomic analysis, and immediately frozen in liquid nitrogen before storage at -80°C until analysis.

Fatty liver cooking losses measurement. 100 g of liver were placed in a perforated plastic pot to
drain exudates. The weight of each pot containing the samples was recorded in order to know the exact
amount of raw liver placed in each perforated pot (W, ). This set (liver + perforated pot) was then
placed in a second pot and kept in a water bath (85°C) for one hour (water bath cooking). Finally,
samples were removed from the 2 pots, drained, gently wiped and reweighed to determine the weight

of the sample after cooking (W cooked)-
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Cooking losses percentage (CL%) was then calculated according to the following formula: CL = 100 -

(W cooked/ W raw) x 100.

Fatty liver biochemical analysis. All biochemical analyses were performed with grounded samples

of liver and in duplicate to minimize technical variations.

Dry Matter: The dry matter content of fatty livers was determined by drying a mass of
grounded liver (Wdm,,,,) in an oven at 105° C for 24 hours®. Sand was added to previously weighed
cups (Wdm,,) to increase the surface of exchanges. Just after drying in the oven, samples were
placed in desiccators to be cooled to room temperature before weighing (Wdmy,). The percentage of
dry matter (DM) was then determined by the formula:

DM = ((Wdmg,, — Wdmeyp) / Wdm,a,) * 100.

Lipid content: Total lipids content of raw samples was determined according to the Folch’s
method'®. After the extraction of lipids by a chloroform/methanol solution, quantification of total
lipids content of each sample was performed gravimetrically after evaporation of the chloroformic

phase. Total lipid content was expressed as a percentage of dry matter for each sample.

Protein extraction: Livers were primarily crushed into powder in liquid nitrogen. Liver lysis
was then achieved using Fastprep-24 for 20 seconds. Brielfly'”, 1.5 ml of gelatin degrading proteases
extraction buffer (50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM CaCl,, 0.05% Brij 35, 10 pg/ml
leupeptin, 1 mM PMSF) and 1.2 ml of casein degrading proteases extraction buffer (S0 mM Tris-Base
pH 8.3, 20 mM EDTA, 10 mM EGTA, 0.1% B-mercaptoethanol) were added respectively to 75 and
300 mg of liver tissue in order to extract gelatin and casein degrading proteases respectively. Samples
were then centrifuged at 12 000 g at 4°c for 15 min and the fat cake (extracted lipids) was removed.
This operation was repeated twice to guarantee good separation of soluble proteins from lipids and
other cell components. Finally, supernatants were collected and stored at -80°C. Total proteins’
concentration in extracts (supernatants) was determined using Bradford’s method with BSA as protein

standards. For each extraction buffers, extractabilities (xtgelt and xtcalp for gelatin and casein
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degrading proteases extraction buffer respectively) were calculated by assuming a total protein content

of 7 % DM as reported by in a previous study’.

MMP-2 Gelatin Zymography: Matrix metalloproteinase 2 (MMP-2) gelatinolytic activity was
detected according to Kizaki'’. Briefly, samples containing 40 pg of proteins were mixed (1/4 vol/vol)
with the sample buffer (150 mM Tris Base pH 6.8, 30% glycerol, 4% SDS, 40 uM ZnCl, and 0.1%
Bromophenol Blue) and loaded onto a 12% polyacrylamide gels containing 0.2% gelatin A (1 mm
spacers; 5 mL / mini-gel). Gels were then run under denaturing but non-reducing conditions (4°C, 125
V, 2h). Proteolytic activity was finally achieved through washing gels for 30 min in TBS-T buffer
(20mM Tris, 150 mM NacCl, 0.05% Tween) and 1h in the incubation buffer (50 mM Tris HCI pH 7.5,
6 uM ZnCl,, 5 mM CaCl,, 0.05% Brij, 0.02% NaN3) with 2.5% Triton X-100. Following that, gels
were incubated overnight (18 h) at 37°C in the same buffer but without Triton-X 100. Finally,
zymograms were stained with a solution containing 0.1% Naphthol Blue Black for 2h, and then
washed with a destaining solution (45% ethanol and 10% acetic acid). Digestion of the gelatin due to

MMP-2 activity appeared as white bands on a dark blue background.

Cathepsins Gelatin Zymography: Cathepsins activities were detected according to Afonso'®.
Briefly, samples containing 15 pg of extracted proteins were loaded on 0.2% gelatin gels containing
SDS (12%) and run as previously described. Resulting gels were then washed twice for 30 min in a 0.1
M sodium acetate buffer solution (pH 5.2) containing 2.5% Triton X-100. Then, gels were incubated
overnight with the incubation buffer (0.1 M sodium acetate + 2 mM DTT) at 37°C. Gels were then
stained in a 0.5% Coomassie Brilliant Blue R-250 solution for 2h before washing in a destaining
solution (45% ethanol and 10% acetic acid). Digestion of the gelatin due to cathepsins activities

appeared as white bands on a blue background.

Calpains Casein Zymography: Using the method of Raser'’, calpain activities were detected
on 10% polyacrylamide gels containing 0.2% casein and previously loaded with samples containing
40 ug of proteins diluted (Vol/Vol, 1/4) in the calpains samples buffer (150 mM Tris base, 20%
glycerol, 0.05% Bromophenol Blue, 0.75% B-mercaptoethanol). Gels were run in a calpain running

buffer (192 mM glycine, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 25 mM Tris base, pH 8.3) for 2
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hours (4°C, 100 V). Then, gels were washed twice in a calpain activation solution (20 mM Tris base,
pH 7.4, 10 mM CacCl,) for 30 min and incubated (overnight, 37° C) in the same buffer containing 10
mM DTT. Finally, gels were stained and destained as previously described for cathepsins. Digestion

of the casein due to calpains activity appeared as white bands on a blue background.

Image Analysis. According to the procedure described by Bax’, gels were scanned with an
Image Scanner III using Image Master Platinum software (GE Healthcare, Uppsala, Sweden).
Each liver sample was processed individually, and the value of main bands was calculated by
using Image Master Platinum application. Each gel also included a pool of all the samples run
and was used as an internal standard. Protease activity was considered as the combination of
computerized measurements of both intensity and volume of main bands for each sample.
Then, relative protease activity was estimated as protease activity / pool activity within each
gel.

Statistical analysis. For statistical analysis, the General Linear Model procedure of SAS software was

used with a one-way ANOVA to compare L- and L+ samples. Correlations between variables were

computed according to Pearson’s method'®.

In addition, a Principal Component Analysis (PCA) was performed with all samples and the
biochemical and proteomic measured variables. This statistical method calculates new variables, called
principal components, which are linear combinations of the original variables to account for the
variability in the data based on the study of the covariances and the correlations between original
variables'’. Results are presented in a 2D projection graph where proximate variables at the periphery
of the circle are positively correlated, while those separated by 180° are negatively correlated. The
closer the variables are to the periphery of the circle, the higher the coefficient of correlation between
variables. Individuals are also presented in the same 2D projection. When liver samples are located in
the same part of the projection with a given variable, values of these samples for the considered

variable are high. The PCA was performed with the Princomp procedure of SAS software'.
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RESULTS and DISCUSSION

As reported in the Table 1, mean liver weight was very similar (520 g) in both L+ and L- ducks. This
value is very similar to the one reported by Fernandez™ for this typical program of force-feeding.
From previous studies™', it is well known that the greater the liver weight, the higher the cooking loss.
On the contrary, in the present study, thanks to the original sorting, the weight of fatty livers cannot
explain cooking loss differences as illustrated by the very low coefficient of correlation between liver
weight and cooking loss (r = 0.16, p >0.05). The percentage of cooking loss (CL %) was 1.72 fold
higher (p<0.001) in L+ than in L- samples. This indicates that the subjective MMTM is relevant in
distinguishing low from high melting livers. Livers from the L+ group presented higher dry matter and
total lipids contents than those from the L- group (p<0.001). As reported in previous studies™ "', the
higher the lipid content, the higher the cooking losses (r=0,76, p<0,001). The buffer used for gelatin
degrading proteases extraction allowed collecting similar amounts of proteins in both groups. On the
contrary, the buffer used for casein degrading proteases extraction allowed to collect more proteins

(»<0.05) from L- than from L+ samples.

The MMP gelatin protease assay permitted the detection of a 72 kDa proteolytic band
corresponding to the MMP-2 (Figure 1b). The protocol described by Kizaki'® allow to detect MMP-2
and MMP-9 (respectively gelatinases A and B) but in the present experiment only one isoform
corresponding to MMP-2 was detected, probably because it is the most abundant MMP in the cellular
extract. This gelatinolytic activity was inhibited in the presence of EDTA, DTT and in the absence of
Ca” jons (data not shown). As reported in a previous study® on cathepsins activity in Pekin and
Muscovy ducks’ livers, three proteolytic bands were detected for the cathepsin proteolytic assay. The
upper band being considerably smaller in Mule ducks, we chose to focus on the two others ones
presenting molecular weights of ~30 kDa and ~25 kDa respectively (Figure 1c). Unlike MMP-2
protease, those activities of cathepsin isoforms were not affected by the addition of DTT nor EDTA,

but were inhibited in the presence of PMSF (data not shown). Unfortunately, no specific antibodies
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directed against cathepsin isoforms from ducks are commercially available to help a better
identification of the detected isoforms in the present study. Moreover, an identification test of those
cathepsins using mass spectrometry analysis failed to reveal reliable results. In consequence, we chose
to let unknown the precise identification of the two detected cathepsin isoforms in the present study
and reported a total activity of cathepsins (CtsT, Figure 2) calculated as the sum of the individually
detected activities. Calpains proteolytic assays revealed two bands which were active in the presence
of 4mM of Ca®" for the upper one and of 10 mM of Ca** for the lower one (Figure 1d). These results
indicate that the two bands correspond to the p- and m-calpains isoforms respectively. The m-calpain
is also electrophoretically distinguishable from the p-calpain because of its higher mobility in the
gel®. To further confirm the identification of these two caseinolytic proteases, effects of calpains
inhibitors (leupeptin and E-64 both purchased from Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France)
were assessed before electrophoresis. As expected, the presence of these calpains inhibitors

completely blocked the activity of those both neutral cysteine proteases (data not shown).

Results concerning extracted proteases relative activities were reported in the Figure 2. In
both L+ and L- samples, zymograms profiles were similar but clearly exhibited higher values in L+
than in L- samples excepted for the relative activity of Ct-1. Values of proteases relative activities
reported in the present experiment for L- samples were close to those reported for Pekin and Muscovy
force-fed ducks by Awde et al.*>. Finally, total extracted proteases activities appeared to be 1.37 fold
(p<0.001) higher in L+ than in L- fatty livers. Due to the fact that proteases remain active during post
mortem storage, we think that these higher proteolytic activities have led to a higher degradation of
cellular. Therefore, at the time of cooking, the overall fragility of L+ hepatocytes structure might have
been higher and consequently more internal fluids were released from liver cells and finally lead to
higher cooking losses values. This hypothesis was previously reported by Theron™'' Nevertheless, it
has been reported that the post-mortem cooling rate largely influences the extent of cooking losses in
fatty livers®. For example, fatty liver evisceration immediately after slaughter, associated with a rapid
cooling, decreases cooking losses. On the contrary, when livers are kept inside the carcass during post-

mortem cooling, the final cooking losses are increased. Besides, proteases activities are known, as for
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other enzymes, to decreased at low temperatures*. In consequence, we can hypothesize that the rate of
cooling of livers post-mortem could influence the cooking losses by modulating, more or less, the total
activities of proteases: the more proteases are active (under the influence of temperature for example)
during post mortem time, the more the structure of hepatocytes might be altered and the more their
lipid content will be exudated during cooking. In the present study, the cooling rate was the same for
both L+ and L- livers (same process, same liver weights) but proteases activities were originally
higher in L+ than in L- samples (Figure 2). Consequently, more cellular degradations occurred in L+
livers and might lead to more important cellular content releases during cooking. Nevertheless, this
assumption need to be further verified by performing SDS-PAGE electrophoresis with proteins
extracted from fatty livers at different times post-mortem. Finally, it seems that, for a given weight,
livers could differ according to the level of their metabolisms at the time of slaughtering and this will
influence the final quality of the product after cooking. When hepatic metabolisms are very active
(high level of lipids accumulation, high proteolytic activities), livers tend to be more weakened leading

to higher cooking losses values **'

. Differences in levels of activity of hepatic proteases can have
different origins such as the structure of the enzyme by itself (different isoforms), different
concentrations of cellular activators (calcium content) or inhibitors (calpastatine, cystatine or tissue

inhibitors of metalloproteinases). Those hypotheses will have to be further investigated by comparing

hepatocytes contents between L- and L+ samples.

The relationships between biochemical content, proteases activities and cooking losses are well
illustrated by the principal component analysis (Figure 3) that clearly associates lipid and dry matter
contents with proteases activities and cooking losses along the first principal component. It also
illustrates the strong correlation between DM and lipid content (r=0.88, p<0.001) and their strong
opposition with extractabilities (xtcalp and xtgelt) of soluble proteins. The new linear combination of
original variables given by the PCA allows a good distinction L+ and L- samples (Figure 4). Indeed,
without using the CL% variable, 85% of the examined samples were correctly grouped according to
their CL determinism. By combining results of the Figure 3 and the Figure 4, it appears that L+

samples are mainly positively associated with lipid and DM contents as well as with proteases
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activities while it is the opposite for L- samples. On the contrary, L- samples are better associated with
extractabilities values. Finally, we can report that lipid and DM contents associated with main
proteolytic activities are positively associated with L+ samples, while L- ones are rather negatively

associated with those variables but positively with extractabilities values

In conclusion, this study demonstrates that both lipid and DM contents as well as main hepatic
proteases activities have a strong influence on cooking losses in fatty livers issued from force-fed
Mule ducks. Samples issued from animals with the highest hepatic metabolisms (both lipidic and
proteic) at the time of slaughter will exhibit the highest cooking losses values. It will be now
interesting to investigate why some ducks have a better adapted hepatic metabolism than others in
their response to force-feeding and how to identify them as soon as possible to reduce final variability
in cooking losses values recorded in processing plants. Associated to higher proteases activities, we
hypothesized that more cellular degradations occurred during post mortem time and lead to a more
important weakening of cellular structures associated with higher cooking losses. New investigations

are currently undergoing to confirm that point.
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Figure 1. Molecular weight standards (a) and zymograms of the 72 kDa MMP-2 band (b), the 2
cathepsins bands (c) Cts-1 (30 kDa) & Cts-2 (25 kDa) and the p- & m-calpains (p-calp & m-calp) 80

kDa bands (d) analyzed by zymography in L- and L+ fatty liver samples.
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Figure 2. Proteases relatives activities in L+ and L- fatty liver samples. Values are means + standard
deviation, *** = p<(0.001; ** = p<0,01; ns = Non significant (p>0,05). MMP-2 = matrix
metalloprotease 2, Ct-1 = Cathepsin isoform 1, Ct-2 = cathepsin isoform 2, Ct-T = Ct-1 + Ct-2, u-calp

= u-calpain, m-calp = m-calpain, Calp-T = p-calp + m-calp, proteases = MMP-2 + Ct-T + Calp-T.
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Variables (F1 and F2 :89,95 %)
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Figure 3. Plot of the first two principal component score vectors showing relationships between
cooking losses and liver biochemical characteristics. m= matrix metalloprotease 2, ctsl = Cathepsin
isoform 1, cts2 = cathepsin isoform 2, ctst = cts1+ cts2, cpl = p-calpain, cp2 = m-calpain, cpt = cpl +
cp2, proteases = m + cpt + ctst, Lipid = % lipid content, DM = % dry matter, xtgelt = extractrability

for gelatine degrading protease buffer, xtcalp = extractability for casein degrading buffer. ®: Added

variable (CL%), ®: Active variables.
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Samples (axes F1 et F2 : 89,95 %)
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Figure 4. Plot of the first two principal component score vectors showing variability according to

liver groups (L+ = high value of cooking losses, L- = low value of cooking losses).
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Table 1. Cooking losses (CL %) and biochemical characteristics of fatty livers from the two studied

groups L- (low cooking loss) and L+ (high cooking loss). Values are expressed as means + standard

deviation (n=20 / groups).

L- L+ P!
CL (%) 2092 + 433 3599 +9.97 ok k
Weight (g) 519.4 + 1295 520.3 £10.23  Ns
DM (%)  63.77 £ 221  68.96 +2.23 ok
Lipid (%) 53.68 + 322  61.01 +3.04 otk
xtealp (%) 12.67 = 3.27 9.98 +4.17 *
xtgelt (%) 12.11 + 1.44 1147 +£2.03  Ns

1wk = p).001; ** = p<0,01 ;

* = p<0,05; Ns = Non significant (p>0,05)
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DISCUSSION GENERALE
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Ce travail de theése porte sur I’étude des protéases hépatiques et I’impact de leurs activités sur
les qualités du foie gras, notamment sa fonte a la cuisson. Pour mieux comprendre les relations qui
peuvent existées entre les qualités de foie gras et la protéolyse hépatique, nous avons essayé de

répondre aux questions suivantes :

1) Arrive-t-on a détecter des activités protéolytiques dans le foie gras de canards?
- Sioui, lesquelles ?

2) Est-ce que les activités protéolytiques détectées sont différentes chez les canards gavés
et non-gavés ?
- Si oui, quel peut-étre 1’effet du gavage sur les activités protéolytiques hépatiques ? Est-ce

que cet effet est le méme dans différents types génétiques ?

3) Quel pourrait étre le role des protéases dans le déterminisme des qualités de foie gras
ayant subis différentes méthodes de refroidissement ?

4) Existe-t-il un lien direct entre le taux de fonte du foie gras et ses activités

protéolytiques ?

Pour répondre a ces questions, trois expérimentations différentes ont ét¢ menées afin de mettre en
¢vidence les relations entre foie gras et protéolyse hépatique. La premicre avait comme objectif
d’étudier ’effet du gavage sur ’activité des principales protéases hépatiques chez les canards et de
regarder si cet effet est similaire chez des canards ayant différentes aptitudes a la stéatose. L objectif
du deuxieme essai était d’étudier 1’effet de différentes vitesses de refroidissement sur les niveaux
d’activité protéolytiques hépatiques et par voie de conséquence sur les qualités du foie gras. La
troisieme avait pour but d’étudier le degré de d’activités des protéases hépatiques dans deux groupes

de foie gras différant par leur taux de fonte.
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Détection des activités protéolytiques dans le foie gras de canards

La premicre partie de ces travaux de these était consacrée a la recherche des protéases dans le
foie des canards. On s’est concentré sur trois familles de protéases i.e. les calpaines, les cathepsines
et les MMPs. Ces protéases sont les plus étudiées dans le cas d’une stéatose hépatique pathologique
(Wanninger et al., 2011 ; Gove et al., 1981 ; Rodriguez-Suarez et al., 2010). De plus, elles sont aussi
connues pour affecter les qualités organoleptiques et sensorielles de la viande (Steen et al., 1997 ;

Grossi et al., 2012 ; Sylvestre et al., 2002).

Les protéines représentent environ 23% de la viande rouge contre 3% pour les lipides
(Williams, 2007). Par contre, le foie gras est beaucoup moins riche en protéines et beaucoup plus
riche en lipides (7 et 60% respectivement (Salichon et al., 1994)). Ceci a rendu la détection des
activités des protéases plus difficile puisque elles ne sont présentes qu’en tres faibles quantités dans
le foie gras. Néanmoins, la mise en place d’un protocole avec une étape d’élimination des lipides a
¢été envisagée au moment de I’extraction des protéines. Deux tampons d’extraction ont ensuite été
utilisés pour extraire les gélatinases (différentes isoformes de cathepsines et de MMP) et les
caséinases (calpaines 1 et 2). Les premiers essais ont validé la présence des trois groupes des

protéases chez les canards mulards, Pékin et Barbarie.

Pour confirmer les résultats obtenus, d’autres essais ont été faits comme 1’identification par
western blot, 1’utilisation d’inhibiteurs spécifiques des protéases concernées et une approche
d’identification par spectrométrie de masse. L’identification des protéases par western blot n’a pas
abouti a I’identification certaine des différentes protéases car les anticorps testés étaient développés
pour d’autres especes et ne croisaient pas chez le canard. La présence d’un substrat protéique
copolyméris¢ dans les gels, I’autolyse possible des protéases ainsi que 1’absence de la séquence
complete du génome de canards (au moment des premiers essais) ont également empéché une

identification correcte des protéases présentes sur les plages de lyse des zymogrammes par
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spectrométrie de masse. Faute de procédure d’identification fiable des protéases détectées, nous nous
sommes appuy¢€s sur les résultats publiés pour finalement proposer une identification. Le protocole
pour effectuer les zymaogrammes des calpaines a ainsi ét¢ adapté de Raser et al., (1995). Celui-ci a
permis d’obtenir, toujours en zymohraphie, deux bandes d’environ 80 kDa. L’activation de ces deux
protéases €tait calcium dépendante. Ces mémes activités étaient compleétement inhibées en 1’absence
de calcium dans le tampon d’activation et en présence de l’inhibiteur E64. Ces résultats et
I’observation des poids moléculaires enregistrés nous confirment que les deux activités détectées
sont celles de la p et la m-calpaine. Comme pour les calpaines, des inhibiteurs de protéases ont été
utilisés pour identifier la nature de la MMP détectée. Cette protéase a activité gélatinoique est
inhibée en présence de DTT et d’EDTA. Son poids moléculaire est d’environ 72 kDa et donc
correspond a celui de la MMP-2. Une deuxiéme confirmation a été faite en utilisant une technique de
chromatographie d’affinité¢ ciblant spécifiquement la MMP-2 (collaboration avec 1’Unité de
Recherches Avicoles du centre Inra de Tours et suivant Réhault-Godbert et al., 2008). Le protocole
de mise en évidence de I’activité des cathepsines a été adapté de 1’étude d’Afonso et al. (1997). Chez
les canards Pékin et les Barbarie trois différentes formes principales de cathepsines ont été détectées
mais seulement deux chez les canards mulards. Cependant en séparant les cathepsines extraites des
foies de canards gavés par zymographie bidimensionnelle nous avons détecté 7 « formes de
cathepsines » dont 5 avaient le méme poids moléculaire mais différents points isoélectriques. Ce
résultat montre que les bandes détectées en zymographie monodimensionnelle peuvent contenir
plusieurs isoformes de cathepsines ce qui rend I’identification fine des especes cathepsiques tres
compliquée. Pour éviter de commettre une erreur sur la dénomination des cathepsines détectées, nous
avons préféré les nommer par des chiffres (contrairement a la nomenclature officielle qui les

distingue par des lettres).

L’effet du gavage sur les activités protéolytiques
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Apres avoir montré que le foie gras contient bien des protéases actives post mortem, nous

avons cherché a comparer les activités protéolytiques chez deux types génétiques de canards,

maigres ou gras, connus pour leurs différentes aptitudes au gavage.

Les mesures zootechniques ont montré que le canard de Barbarie présente toujours un poids
vif et un poids de foie plus importants que ceux du canard Pékin et ce indépendamment du régime
considéré (avec ou sans gavage). La semi-quantification des activités protéolytiques a ensuite montré
que tandis que les cathepsines et la m-calpaine avaient des activités équivalentes chez les deux races
¢tudiées, I’activité de la MMP-2 chez les canards de Barbarie était toujours plus élevée que celle des
Pékin. Au contraire, 1’activité de la p-calpaine était plus faible chez les Barbarie que chez les canards
Pékin. L’observation de différences entre les activités relatives de protéases entre ces deux races
n’est pas forcément surprenante. En fait, de nombreuses études ont comparé les performances
zootechniques ainsi que le métabolisme hépatique du canard de Barbarie avec ceux du canard Pékin
(Chartrin et al., 2006 ; Hermier et al., 2003 ; Davail et al., 2003). Il est donc bien connu que le canard
de Barbarie a une meilleure susceptibilité au gavage que le Pékin. Les résultats obtenus dans notre
premiere expérience sont en accord avec ceux retrouvés dans d’autres études. Les canards de
Barbarie produisent non seulement un foie plus lourd mais aussi qui fond moins que celui issue du
gavage des canards Pékin (Blum et al., 1992). C’est une des raisons qui fait que le canard Pékin n’est

pas utilis€ pour produire du foie gras.

Par contre, ce qui nous intéressait plus dans cette étude c’était de comparer la réaction des
protéases hépatiques de chacun des deux types génétiques en réponse au gavage et non pas la
quantité absolue des protéases. Chez ’homme, ainsi que chez la plupart des autres mammiferes, la
stéatose est considérée comme un état pathologique (Baffy et al., 2012b ; Grieco et al., 2005). Dans
ce cas, comme pour beaucoup d’autres maladies hépatiques, les activités et/ou 1’expression des
protéases sont augmentées chez les sujets malades par rapport aux sujets sains. Cependant, on ne

savait pas si c’est aussi le cas lors d’une stéatose d’origine alimentaire comme celle résultant du
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gavage chez les palmipédes a foie gras. Dans notre étude, les mesures d’activité des protéases ont
montré que celles de la MMP-2 et de la m-calpaine étaient diminuées avec le gavage dans les deux
races étudiées. Au contraire, le gavage n’a pas affecté les activités des trois formes de cathepsines

détectées ni celle de la p-calpaine.

Globalement, ces résultats issus de la premiere expérience montrent que les deux races
¢tudiées réagissent de la méme maniére au gavage. Nous avons aussi pu démontrer que,
contrairement a ce qui se passe dans le cas d’une stéatose hépatique pathologique (alcool,
médicaments) qui induit dans la plupart des cas une élévation des activités protéolytiques, les
activités protéolytiques dans le cas d’une stéatose hépatique d’origine alimentaire chez les
palmipédes restent constantes ou diminuent avec le gavage. Cette tendance est donc résolument
tournée vers une diminution du catabolisme protéique hépatique qui pourrait s’expliquer par une
adaptation des hépatocytes a la forte augmentation du métabolisme général dii a des entrées massives
biquotidiennes de glucides. En réponse, les protéases auraient donc tendance a réduire leurs activités
sans doute pour faciliter I'adaptation cellulaire nécessaire a la synthese, I’exportation et le stockage
des lipides néo-synthétisés. Néanmoins, cette adaptabilité doit avoir une limite et il serait intéressant
de refaire de telles mesures dans des foies ayant atteints des valeurs de stéatose plus élevées (foies
plus gros ou en limite physiologique) qui les positionneraient dans un état plus proches de la limite

pathologique.

Activité protéolytique et qualité de foie

Parmi les différentes composantes de la qualité du foie gras, dans ces travaux de thése, nous avons
choisi de travailler principalement sur le taux de fonte a la cuisson et accessoirement sur la texture du
foie frais. Cette derniere qualité a été simplement abordée dans la deuxiéme expérience alors que la

fonte a été évaluée dans la deuxiéme et la troisiéme expérience.
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Dans le muscle, les protéases jouent un rdle primordial dans le déterminisme de la qualité de
la viande. En effet, c’est sous 1’action des protéases endogénes que la viande s’attendrit post mortem
(Morgan et al., 1993 ; Steen et al., 1997). Ceci est dii a notamment la dégradation de certaines
protéines musculaires structurales. Ce phénoméne est appréci¢ dans la viande mais est non désiré
dans la chair de poisson (Cheret et al., 2007). Pour mieux contrdler ce parameétre, de nombreuses
¢tudes ont été faites dans le muscle (King et al., 2003 ; Devine et al., 1999) et au cours de sa
transformation en viande. Parmi les éléments affectant la qualité de la maturation, la température de
refroidissement des viandes a été montrée comme étant une des plus importantes (Ali et al., 2008 ;

Petdjé et al., 1985).

Dans le foie gras, la texture est aussi considérée comme étant un paramétre important de sa qualité
(Bouillier-Oudot et al., 2000 ; Goullieux et Chanut, 2006). En effet, I’augmentation de la dureté du
foie gras est associée a une élévation de son taux de fonte a la cuisson (Cazeils, 2000). A partir de ce
qui a été¢ déja montré dans le muscle concernant I’effet des protéases sur la texture du tissu, notre
hypothese de départ était donc : est-ce qu’une température de refroidissement des foies plus rapide et
plus forte peut diminuer significativement les activités protéolytiques et donc altérer 1’évolution post

mortem de la biochimie du foie gras ?

Ce raisonnement trouve une application empirique sur le terrain. En effet, les transformateurs de foie
gras ont remarqué qu’en éviscérant les foies « a froid » i.e. aprés le refroidissement de la carcasse
enticre, la fonte lipidique a la cuisson est supérieure a celle obtenue en transformant des foies
éviscérés a chaud (Rousselot-Pailley et al., 1992). Ce fait est pris en considération par les
producteurs du foie gras et I’éviscération a froid est en voie de disparition. Le refroidissement du foie
gras se fait donc aujourd’hui trés tot apres son éviscération et sa transformation finale quand il a
atteint une température a coeur voisine de 10°C pour des facilités de manipulation (déveinage et
dénervage). Pour cela, de nombreuses méthodes de refroidissement sont utilisées (Goullieux et

Chanut, 2006). Notre hypothése de départ était donc qu’en laissant peu d’opportunités (en
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refroidissant vite et tot) aux protéases de détruire un maximum de protéines, on préserverait mieux

I’intégrité cellulaire et ainsi on aurait une meilleure résistance aux effets destructeurs de la cuisson.

La deuxiéme partie de ce travail de thése avait donc pour objectif de tester différentes vitesses de
refroidissement et ainsi d’établir un possible lien entre activités protéolytiques plus ou moins
ralenties et qualités du foie gras. Pour cela, on a construit un schéma expérimental dans lequel on a
crois¢ I’effet du refroidissement (3 vitesses différentes : UF, F et S) avec celui du temps (2 temps :
T1 et T2). En pratique, les foies sont généralement transformés au temps T1 c¢’est a dire quand leur
température interne est autour de 10°C. Dans cette étude, nous avons aussi considéré un temps plus
¢loigné (24 h post mortem) qui peut €tre aussi rencontré sur le terrain quand la transformation n’a
pas pu avoir eu lieu plus tot. Les foies UF (Ultra-Fast ou ultra rapide) ont atteint la température
interne de 10°C (T1) a 50 min post mortem. Les F (Fast ou rapide) et les S (Slow ou lent) ont atteint
cette méme température a 120 et 210 min respectivement. Les mesures de texture montrent que les
foies F et S étaient plus durs que ceux du groupe F. Ceci est en en accord avec les résultats de
Goullieux et Chanut (2006), qui montre que les foies ayant subis le refroidissement le plus lent
avaient la texture la plus dure. L’effet du refroidissement plus ou moins rapide sur la fonte n’est
observable qu’a partir du temps T2=24h post mortem. En paralléle, des mesures protéomiques ont
été effectuées. Nos résultats montrent qu’au temps T1 on ne peut pas mettre en évidence de réelles
différences entre les trois traitements vis a vis des activités protéolytiques mesurées. Par contre, nous
avons remarqué que le temps post mortem n’avait pas le méme effet dans les trois groupes étudiés.
En effet, seuls les foies UF présentaient des altérations des activités protéolytiques uniquement au
niveau des calpaines. Les foies F avaient des activités altérées avec le temps post mortem pour la
MMP-2 et les calpaines. Enfin, toutes les activités protéolytiques mesurées étaient significativement
modifiées pour les foies S au temps T2. Il semble donc bien que la vitesse de refroidissement initiale
ait un impact sur les valeurs d’activités protéolytiques mesurées au moins pour le temps le plus

tardif. On peut aussi se demander si ces altérations ne sont pas dues a des temps de séjour a 4°C plus
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longs pour les foies refroidis dans les conditions les plus lentes. L’analyse des profils protéiques par
SDS-PAGE confirme la présence d’une protéolyse hépatique au cours du temps de stockage post
mortem. De plus, et bien que les analyses statistiques n’aient pas montré de différences significatives
entre les trois traitements en ce qui concerne la semi-quantification des différentes bandes,
I’identification des espéces majoritaires dans celles—ci par spectrométrie de masse montre qu’elles
sont différentes pour les trois traitements au temps T2. Par exemple, la myosine, dont le poids
moléculaire est de 223 kDa apparait a T2 chez les UF et les F a la suite de sa dégradation partielle
dans la bande a 180 kDa et n’est pas détectée chez les S. Ceci est probablement dii a une dégradation
plus importante de cette protéine de structure chez les S ce qui a conduit a la formation de fragments
de plus petite taille qui auront pu migrer plus loin dans le gel. Malheureusement nous n’avons pas pu
identifier toutes les bandes du gel SDS-PAGE dans cette étude et donc cette hypothése n’est pas
totalement validée. Néanmoins, la présence d’une plus grande diversité moléculaire dans la bande 90
kDa uniquement dans le groupe S a T2 est une raison supplémentaire de penser que ce groupe a subi
plus de protéolyse que les deux autres. Ces résultats, associés aux parameétres technologiques
mesurés, suggerent que les différentes méthodes de refroidissement utilisées ont peu d’effets sur les
qualités de foie gras si la transformation se déroule assez tot aprés la mort de 1’animal (au temps T1).
Par contre, au-dela de ce temps des différences entre les trois traitements apparaissent et une

méthode de refroidissement rapide doit étre préférée si on veut limiter le taux de fonte.

Apres avoir montré que la température de refroidissement et le temps de stockage qui précede la
transformation peuvent avoir un effet sur les activités protéolytiques et donc sur les qualités de foie
gras, nous avons cherché a savoir si des activités protéolytiques différentes pouvaient expliquer une
variation du taux de fonte telle que celle observée sur le terrain dans des conditions identiques de
température et de temps de stockage. La troisiéme expérience a donc été menée dans le but d’étudier
la relation entre la variabilit¢ de la fonte a la cuisson intra-lot et I’intensit¢ des activités

protéolytiques. La fonte a la cuisson est pratiquement considérée comme étant le probléme le plus
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important pour les industriels de la filiere de transformation des foies gras. Bien que de nombreux
parametres aient été identifiés comme étant impliqués dans le déterminisme de la fonte a la cuisson
des foies gras celle-ci n’est toujours pas maitrisée. Parmi ces parameétres, on peut citer des éléments
de nature biologique tels que le type génétique et 1’age a la mise en gavage (Salichon et al., 1994 ;
Baudonnet, 1993), ou de nature technologique tels que la durée du jelne et le moment de
I’éviscération (Babilé, 1989 ; Rousselot-Pailley et al., 1992). Cependant, malgré tous les efforts faits

pour controler ce taux de fonte, il demeure toujours une part de sa variabilité qui est non expliquée.

Pour générer un maximum de variabilité de ce taux de fonte, nous avons choisi de nous mettre dans
un contexte de terrain. Ainsi, si 1’éviscération a été faite a chaud, la vitesse de refroidissement des
foies a elle été assez lente (chambre froide a 4°C). Les résultats obtenus montrent que le groupe de
foie a fonte ¢élevée présente des activités protéolytiques toujours plus €levées que celles mesurées
dans les foies gras présentant une fonte faible. Ces résultats valident en partie I’hypothése formulée
par Theron et al. (2011) et disant que la protéolyse post mortem est plus importante dans les foies a
fonte élevée. Par contre, notre analyse en composantes principales montre que le taux de lipides
hépatiques reste prépondérant par rapport au niveau des activités protéolytiques mesurées dans le

déterminisme de la fonte lipidique a la cuisson.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
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Dans ces travaux de thése on a pu mettre en évidence la présence des activités protéolytiques
appartenant a trois familles de protéases et qui sont les MMPs, les cathepsines et les calpaines. On a
réussi a identifier avec une quasi-certitude les espéces de protéases identifiées avec les protocoles
calpaines et MMPs. Cependant, 1’identité¢ des isoformes cathepsiques nous est toujours inconnue. Il
semble donc indispensable de mener d’autres essais afin de lever cette incertitude d’identification. Il
serait aussi intéressant d’essayer de rechercher d’autres protéases hépatiques (autres MMP,
protéasome, caspases, ...) qui pourraient aussi étre impliquées dans le déterminisme de certaines

qualités du foie gras.

Les résultats obtenus dans la premicre expérience montrent que les activités protéolytiques diminuent
avec le gavage. Ceci suggere que contrairement au cas de la stéatose d’origine pathologique, dans le
cas d’une stéatose alimentaire chez les palmipédes a foie gras, le tissu hépatique tend plutot vers plus
d’anabolisme. On a aussi remarqué qu’il existe peu de différences entre les activités protéolytiques
des deux types génétiques, contrairement a ce quoi on s’attendait. Il serait maintenant intéressant de
voir si les canards mulards, qui sont encore plus performants en termes de productivité en gavage, se
comportent également de la méme maniere. Une autre étude sur la production de foie gras d’oie sans
gavage a ét¢ menée récemment et ceci en prolongeant considérablement la durée d’élevage et il
serait aussi intéressant de savoir si cette tendance vers plus d’anabolisme est également présente dans

ce cas-la.

L’effet de la vitesse de refroidissement sur les activités protéolytiques et les qualités du foie gras a
aussi €t¢ mise en évidence. Nous avons montré que 1’adoption d’une vitesse de refroidissement
rapide est primordiale pour améliorer le taux de fonte a la cuisson surtout si la transformation doit se
faire en léger différé. La persistance des activités protéolytiques post mortem pourrait €tre étudic¢e de
facon plus prolongée, a la maniere de ce qui a été publié pour la maturation des viandes, car méme si
cela existe peu dans le monde professionnel, il serait intéressant de connaitre pendant combien de

temps les activités des protéases peuvent persister et quelles dégradations elles sont susceptibles de
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faire dans les structures cellulaires. En effet, notre étude s’est limitée aux 24 premicres heures post
mortem ce qui est peu au regard du temps probablement nécessaire a la réelle perception du fruit du

travail des enzymes protéolytiques hépatiques post mortem.

Malgré les similarités observées entre la protéolyse post mortem dans le foie et celles dans le muscle,
il est important de noter que contrairement a ce qui se passe dans la viande, 1’accélération de la
vitesse de refroidissement ralentie bien les phénomenes de protéolyse mais ceci donne une texture
plus ferme au foie ! D’autres phénomenes liés a 1’état des lipides stockés doivent donc étre en jeu et
finalement peser plus sur le déterminisme de la texture que les dégradations cellulaires dues aux

protéases.

Nous avons aussi montré que la variabilité de la fonte au sein d’un méme lot de canards peut étre
partiellement expliquée par une différence du niveau d’activité des enzymes protéolytiques. Ainsi,
plus les protéases sont actives, plus la fonte des foies a la cuisson serait importante. Mais le taux de
lipides dans les foies reste un facteur déterminant de sa capacité a fondre. Ainsi, il serait maintenant
intéressant de comparer des foies gras pouvant présenter des poids de foie et des teneurs en lipides
hépatiques similaires mais des taux de fonte significativement différents. On peut alors s’attendre a
ce que les activités protéolytiques observées différent d’un groupe de fonte a I’autre comme ce fut le

cas dans notre seconde expérience.

De facon beaucoup plus globale, nos études ont montré la faisabilit¢ de 1’é¢tude des activités
protéolytiques dans le foie gras de canards et le lien plus ou moins fort qu’elles pouvaient avoir
certaines propriétés du foie gras (fonte, texture). Toutefois, il ne faut pas oublier que les mesures
rapportées ici sont celles du métabolisme hépatique a un instant t sans que 1’on sache si les activités
mesurées peuvent €tre dues a une augmentation du nombre d’enzymes concernées ou bien a une
diminution de la disponibilité en co-facteurs ou inhibiteurs des protéases concernées. Dans cette

perspective des essais devrait étre conduits prochainement au laboratoire pour mieux comprendre les
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mécanismes biologiques qui sous-tendent le déterminisme de la fonte des foies gras et si des moyens
supplémentaires (génétiques ? zootechniques ? technologiques ? pharmacologiques ?) peuvent étre

mobilisés pour la réduire.
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Détermination de taux de lipides

I. Objet et domaine d'application
L’objectif est de déterminer le taux des lipides dans un échantillon de foie gras.

La détermination des lipides est effectuée par une méthode dérivant de la méthode de (Folch, Lees, & SLOANE-
STANLEY, 1957).

II.  Principe de 1a méthode
Les lipides totaux sont extraits a froid en traitant 1’échantillon par un mélange chloroforme/méthanol. L’échantillon
broyé sous forme de poudre lyophilisée est placé dans le mélange de solvants, puis homogénéisé et laissé en contact
avec l e mélange solvant une nuit a 4°C. Apres filtration, la séparation de l1a phase ch loroformique contenant 1 es
extraits lipidiques et de la phase méthanolique contenant les autres constituants est réalisée par addition d’une solution
saline miscible avec le méthanol. A prés dé cantation, un prélévement de la phase chloroformique est effectué et la
quantification des lipides totaux est obtenue par gravimétrie aprés évaporation compléte du chloroforme.

III. Matériels nécessaires
- Balance de précision a 0.1mg
- Homogénéiseur de type Polytron ou Ultra-Turrax muni d’une sonde de £10mm
- Bain réfrigérant
- Systéme d’évaporation de solvants Speedvac
- Agitateur vibreur ou de type vortex
- Tubes type SVL 50ml avec bouchon
- Entonnoirs verre
- Filtres quantitatifs £110mm (Fisher grade 12 ref 19534)
- Pipettes graduées 10ml a 2 traits et propipette pour solvants
- Tubes Wheaton 15ml a bouchon téflonné
- Chloroforme pour analyses
- Méthanol p.a.
- Sodium chlorure p.a.
- Le mélange solvant Chloroforme/méthanol (2/1, v/v) est préparé lors de 'utilisation.
- Solution saline NaCl (125.5mM)Broyeur Fast-Prep 24

IV. Mode opératoire
Extraction des lipides :
Peser environ 0.4g en frais (PE) a la balance de précision
Introduire ce prélévement dans un tube de 50ml
Ajouter 30ml de mélange-solvant chloroforme/méthanol
Homogénéiser I’ensemble 30s au Polytron (18000trs/mn)
Rincer avec 10ml de mélange solvant (2 x 5ml) la tige de I’homogénéiseur tout en maintenant le tube au-dessous afin
de récupérer le solvant (V = 40ml)
Bien fermer le tube avec le bouchon et placer a 4°C pour limiter les phénomenes d’oxydation et d’évaporation.
Laisser une nuit afin de réaliser une extraction compléte.

Filtration (schéma) :
Placer les tubes 50ml pour la filtration dans le bain réfrigéré a 4°C
Ajouter un volume Vs (Vs =V x 0.2) de solution saline (soit 8ml)
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Filtrer au moyen de 1’entonnoir verre muni du filtre et de I’agitateur en verre
Récupérer le maximum de solution filtrée dans le tube. (Opérer rapidement en raison de 1’évaporation des solvants)
Bien fermer le tube avec le bouchon

Tube d'extraction

Agitateur en verre Entonnoir et papier

" / filtre
N >
N

«—— Tube 50ml

Portoir

Bain réfrigéré
a4c

NN

Séparation des phases :

Agiter vivement les tubes au vortex ou par retournements

Laisser les tubes au froid pendant la durée de la décantation

Attendre jusqu’a I’obtention de la limpidité de la phase inférieure (minimum 2h a 3h) ou centrifuger 20mn a 1200g
(procédure accélérée).

Prélévement des lipides totaux :

Prélever un volume Vj;, de 10ml a la pipette a 2 traits de la phase chloroformique (phase inférieure)

Introduire ce volume Vi, dans un tube Wheaton préalablement taré, identifi¢ par gravure du verre de préférence et
bien fermé.

Stocker au congélateur dans 1’attente de 1’évaporation.

Apres évaporation du chloroforme au Speedvac et séchage du tube dans un dessiccateur sous vide

Peser le tube Wheaton a la balance de précision pour déterminer le résidu R de lipides.

V.  Expression des résultats
% Lipides totaux = (2 x Vx R x 100) / (3 x Vlip x PE)

VI. Consignes de sécurité
Préambule : il est conseillé de travailler si possible dans une piéce climatisée avec une température n’excédant jamais
18°C et impérativement sous hotte aspirante et muni d’équipements de protection !

VII. Gestion des déchets

Jeter la solution chloroforme/méthanol dans les bidons déchets

VIII. Références bibliographiques
Folch, J., Lees, M., & SLOANE-STANLEY, G. H. (1957). A simple method for the isolation and purification of total
lipides from animal tissues. The Journal of Biological Chemistry, 226(1), 497-509.
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Extraction et dosage des gélatinases

I. Objet et domaine d'application
Extraction et dosages des protéases dégradant la gélatine (cathepsines et MMP) .
L’extraction des gélatinases est effectuée par une méthode dérivant de (Kizaki et al., 2008).

II.  Matériels nécessaires
Broyeur a bille type Fast-Prep 24
Centrifugeuse
Vortex
Spectrophotométre
Eppandorfs (2 ml et 250 pl)

Tube 5 ml

Billes en verre

Pipettes (10 pl, 200ul et 5 ml) et multipettes
Cuves

III. Réactifs (chimiques et biologiques)
Solution de BSA a 2mg/ml
Ampoules de solution de BSA 2mg/ml.
Réactif de Bradford SIGMA

TP extraction Kizaki (4°C)

Pour 500 ml

3.029 g Tris Base pH 7.5 (50 mM)

4.383 g NaCl (150 mM)

0.0735 g CaCl, (1 mM)

250 pul  Brij-35 (0.05%)
ml  Leupeptine (Smg/ml) (10pg/ml)

5 ml  PMSF (1 mM)

IV. Mode opératoire
Extraction des protéines
Dans un tube (v=2ml), Peser = 75mg d’échantillon de foie broy¢.
Ajouter 1.5 ml de TP d’extraction kizaki + 2 billes en verre.
Broyage 20sec avec le Fast-Prep 24(TANDEM-INRA) }
2X

Centrifugation : 12000g, 15 min, 4°C

Enlever le fat-cake.

Récupérer le surnageant, aliquoter et garder les échantillons a -20°C.

Dans un tube a 5 ml, ajouter 100 ul de tous les échantillons (celui-ci va servir a faire le Pool Kizaki), vortexer et
aliquoter dans des petits éppendorfs de 200 pl.
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Le dosage des protéines se fait selon la méthode de (Bradford, 1976)
Tubes Diluant = tampon BSA [BSA]
d’extraction finale
A 150 pl 450 pl solution BSA a 2mg/ml 1500
pg /ml
B 390 pl 390 pl solution BSA a 2mg/ml 1000 pg/ml
C 210 pl 210pl A 750 pg/ml
D 390 pl 390ul B 500 pg/ml
E 390 pl 390 ul D 250 pg/ml
F 390 pul 390 ul E 125pg/ml
G 480 ul 120 ul F 25 pug/ml
H 360 pul 0 0 pg/ml

Dans des tubes de Sml (3 réplicas pour la gamme ainsi que pour tous les échantillons)
Pour les différents points de la gamme : 100 pl + 3 ml de réactif de Bradford
Pour les échantillons : (10ul échantillon +90 pl TP extraction Kizaki) + 3ml réactif de Bradford.

Dilution au 1/10°™

V.  Consignes de sécurité
Manipuler le réactif Bradford sous hotte aspirante.

VI. Gestion des déchets

Jeter la solution Bradford dans les bidons déchets colorants ou déchets Bradford

VII. Références bibliographiques
Bradford, M. M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of protein utilizing
the principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry, 72(1-2), 248-254. doi:10.1016/0003-2697(76)90527-3
Kizaki, K., Ushizawa, K., Takahashi, T., Yamada, O., Todoroki, J., Sato, T., ... Hashizume, K. (2008). Gelatinase
(MMP-2 and -9) expression profiles during gestation in the bovine endometrium. Reproductive Biology and
Endocrinology : RB&E, 6, 66. doi:10.1186/1477-7827-6-66
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Extraction et dosage des caséinases

I. Objet et domaine d'application

Extraction et dosages des protéases dégradant la caséine (calpaines).

L’extraction des gélatinases est effectuée par une méthode dérivant de la méthode de (Raser, Posner, & Wang, 1995)

II. Matériels nécessaires

Broyeur a bille type Fast-Prep 24

Centrifugeuse
Vortex
Spectrophotométre

Eppandorfs (2 ml et 250 pl)

Tube 5 ml
Billes en verre

Pipettes (10 pl, 200ul et 5 ml) et multipettes

Cuves

III. Réactifs (chimiques et biologiques)

Solution de BSA a 2mg/ml
Ampoules de solution de BSA 2mg/ml.

Réactif de Bradford SIGMA

TP extraction calpaines (4°C)

Pour 500 ml
3.028 ¢
2.9 g
1.9 g
500 ul

Tris Base

EDTA

EGTA
B-Mercaptoéthanol
pH 8.8

IV. Mode opératoire
Extraction des protéines

Dans un tube (v=2ml), Peser = 300 mg d’échantillon de foie broyé.
Ajouter 1.5 ml de TP d’extraction calpaines + 2 billes en verre.

(50mM)
(20mM)
(10mM)
(0.1%)

Broyage 20sec avec le Fast-Prep 24(TANDEM-INRA)
Centrifugation : 12000g, 15 min, 4°C

Enlever le fat-cake.

Récupérer le surnageant, aliquoter et garder les échantillons a -20°C.
Dans un tube a 5 ml, ajouter 100 ul de tous les échantillons (celui-ci va servir a faire le Pool calpaines), vortexer et
aliquoter dans des petits éppendorfs de 200 pl.

2X

184



i
1 INRA MODE OPERATOIRE
UM Page : 2/2
e ) Annexe 3
Dosage des protéines
Le dosage des protéines se fait selon la méthode de (Bradford, 1976)
Tubes Diluant = tampon BSA [BSA]
d’extraction finale
A 150 pl 450 pl solution BSA a 2mg/ml 1500
pg /ml
B 390 pl 390 pl solution BSA a 2mg/ml 1000 pg/ml
C 210 pl 210pl A 750 pg/ml
D 390 pl 390ul B 500 pg/ml
E 390 pl 390 ul D 250 pg/ml
F 390 pul 390 ul E 125pg/ml
G 480 ul 120 ul F 25 pug/ml
H 360 pl 0 0 pg/ml

Dans des tubes de Sml (3 réplicas pour la gamme ainsi que pour tous les échantillons)

Pour les différents points de la gamme : 100 pl + 3 ml de réactif de Bradford

Pour les échantillons : (5ul échantillon +95 pl TP extraction calpaines) + 3ml réactif de Bradford.
Dilution au 1/20°™

V. Consignes de sécurité
Manipuler le tp d’extraction calpaines réactif Bradford sous hotte aspirante.

VI. Gestion des déchets
Jeter le TP calpaines, et les connes a pipettes dans les bidons déchets CMR liquides et solides respectivement.
Jeter la solution Bradford dans les bidons déchets colorants ou déchets Bradford

VII. Références bibliographiques
Raser, K. J., Posner, A., & Wang, K. K. (1995). Casein zymography: a method to study mu-calpain, m-calpain, and
their inhibitory agents. Archives of Biochemistry and Biophysics, 319(1), 211-216. doi:10.1006/abbi.1995.1284
Bradford, M. M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of protein utilizing
the principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry, 72(1-2), 248-254. doi:10.1016/0003-2697(76)90527-3
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Détection de la MMP-2 par Zymographie mono-dimensionnelle

I. Objet et domaine d'application

L’objectif est de semi-quantifier I’activité de la protéase MMP-2 dans un échantillon de foie gras.

La détermination I’activité de la MMP-2 est effectu¢e par une méthode dérivant de la méthode de Kizaki et al. (2008)

II.  Principe de 1a méthode

Les protéines sont séparées selon leurs poids moléculaire sur un gel SDS-PAGE ot un substrat protéique (gélatine) a

été ajouté avant la polymérisation du gel. Aprés migration le SDS est éliminé (en ringant avec un détergeant tel que le

triton-X 100) afin de rénaturer les protéases. Le gel est ensuite incubé 18h a 37°c dans le tampon d’activation. Apres
coloration les bandes blanches qui apparaissent, correspondent aux endroits ou le substrat a été dégradé et donc a la

protéase.
III. Matériels nécessaires
- Systéme mini-gels (1 mm spacers; Sml/mini-gel /Bio-Rad)
- Vortex
- Cuve 4 gels
- Générateur
- Agitateur
- Etuve

IV. Réactifs (chimiques et biologiques)

TP extraction Kizaki (4°C)

Pour 500 ml

3.029 g Tris Base pH 7.5 (50 mM)
4.383 g NaCl (150 mM)
0.0735 g CaCl, (1 mM)
250 ul  Brij-35 (0.05%)

1 ml  Leupeptine (Smg/ml) (10pg/ml)
5 ml PMSF (1 mM)

Tris Base-HCIl, 1.5M, pH=8.8 (4°C)
Pour 500ml
90.855 g Tris Base

Tris Base-HCI, 0.5M, pH=6.8 (4°C)
Pour 250 ml
15.155 g Tris base

Solution SDS 10%

Pour 100 ml

10 g SDS

Solution ZnCl2 10 mM (4°C)
Pour 10 ml

0.014 g Zncl2
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TP échantillon (-20°C)
Pour 5 ml de tampon
1.5 ml Tris Base/HCI 0.5M pH 6.8 (150mM)

1.5 ml Glycérol (30%)
2 ml SDS 10% (4%)

0.01 g BrB (0.2%)
20 ul - ZnCI2 10mM (40uM)

Solution Gélatine a 3% (4°C)

Pour 25 ml

0.75 g Gélatine

Ajouter 20 ml d’eau et faire chauffer la solution pour mieux dissoudre la gélatine
Ajuster le volume a 25 ml, aliquoter dans des éppendorfs de 2 ml et conserver a 4°c.

Composition des Gels (quantités pour 4 mini gels ; Imm épaisseur)

Réactifs Gel de séparation (vf=20 ml) Gel de concentration
Gélatine 3% 1 ml (0.15%) -

Eau UP 5.6 ml 3 ml

Acrylamide 40% 6 ml (12%) 480 pul

Bis-acrylamide 2% 1.2 ml 250 ul

Tris Base/HCI 1.5M pH 8.8 5 ml  (1.5M pH 8.8) 1.25 ml (0.5M pH 6.8)
Glycérole 1 ml -

SDS 10% 200 ul -

APS 10% 100 25 ul

TEMED 10 5 ul

TP de migration (4°C)
Pour 1L ; [X5]

72 g Glycine

15.1 g Tris- base

10 g SDS

TBS-Tween pH 7.5 (4°C)

Pour 1L
2.4228 g Tris Base (20mM)
8.766 g NaCl (150mM)

500 ul Tween 20 (0.05%)

Tp Activation MMP pH 7.5 (4°C)

Pour 1L

7.878 g Tris HCI (50mM)
0.735 g CaCI2 (5mM)
0.2 g NaN3 (0.02%)
600 ul ZnCI2 a 10mM (6 uM)
500  pl Brij 35 (0.05%)
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Solution colorante

Pour 100 ml

0.1 g Naphtol blue black (0.1%)
45 ml Ethanol (45%)
10 ml Acide Acétique (10%)
45ml Eau

Solution décolorante

Pour 500 ml
225 ml Ethanol (45%)
50 ml Acide Acétique (10%)
225 ml Eau

V.  Mode opératoire

Electrophorése
Décongeler les échantillons ainsi que le TP d’échantillon dans la glace.

Faire chauffer la gélatine en mettant le tube dans de 1’eau chaude.

Couler les gels de séparation en ajoutant I’APS puis le TEMED a la fin ; recouvrir avec de 1’eau pour accélér
polymérisation ; laisser polymériser au moins 30 min

Couler le gel de concentration + Peignes, laisser polymériser pendant 15 min.

Diluer tous les échantillons avec le TP d’extraction kizaki pour obtenir une concentration finale égale a la
concentration de 1’échantillon le moins concentré (dont le volume a déposer est le plus grand).

Diluer le TP de migration [x5] au 1/5iéme

Meélanger les échantillons avec le TP d’échantillon, en proportion 4 :1 de facon a obtenir une concentration e
protéines permettant de déposer 30pug dans un volume qui ne dépasse pas 30ul.

Retirer les peignes et remplir les puits avec du TP de migration et charger les puits avec les différents échantillons.
Remplir la cuve Avec le TP de migration; conditions de migration 2h , 125V a4°C

Activation de la MMP-2 :

Rincer 1X30 min avec la solution TBS-T

Rincer 2X15 min avec Tp Activation MMP + 2.5% Triton-X 100 (50ml/gel)

Incuber 18h, 37°C, sous agitation dans le Tp Activation MMP (50ml /gel)

Coloration des Gels : 2h dans la solution colorante sous agitation a t® ambiante, (10ml /gel)

Décoloration : 30 min dans la solution décolorante a t° ambiante, sous agitation  (10ml/gel)

Scanner les gels

VI. Consignes de sécurité
Gants. Attention a I’acrylamide
Manipuler le TEMED et I’acide acétique sous la hotte.

VII. Gestion des déchets
Jeter le consommable contaminé par 1’acrylamide (cones de pipette, gants..) ainsi que les gels de polyacrylamide dans
les bacs déchets CMR solides Jeter les solutions contenant de 1’acrylamide dans les bidons déchets CMR

VIII. Références bibliographiques
Kizaki K, Ushizawa K, Takahashi T, Yamada O, Todoroki J, Sato T, Ito A, 2008. Gelatinase (MMP-2 and -9)

expression profiles during gestation in the bovine endometrium. Reproductive Biology and Endocrinology 6, 66.
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Détection des Cathepsines par Zymographie mono-dimensionnelle

I.

La détermination D’activité des cathepsines est effectuée par une méthode dérivant de la méthode de (Afonso,
Romagnano, & Babiarz, 1997)

I1.

triton-X 100) afin de rénaturer les protéases. Le gel est ensuite incubé 18h a 37°c dans le tampon d’activation. Apres
coloration les bandes blanches qui apparaissent, correspondent aux endroits ou le substrat a été dégradé et donc a la

protéase.

I11.

Objet et domaine d'application
L’objectif est de semi-quantifier I’activité des cathepsines dans un échantillon de foie gras.

Principe de la méthode
Les protéines sont séparées selon leurs poids moléculaire sur un gel SDS-PAGE ou un substrat protéique (gélatine) a
¢été ajouté avant la polymérisation du gel. Aprés migration le SDS est éliminé (en ringant avec un détergeant tel que le

Matériels nécessaires

- Systéme mini-gels (1 mm spacers; Sml/mini-gel /Bio-Rad)

- Vortex

- Cuve 4 gels

- Générateur

- Agitateur
- Etuve

IV. Réactifs (chimiques et biologiques)
TP extraction Kizaki (4°C)

Pour 500 ml
3.029 g
4.383 g
0.0735 g
250 ul
ml
5 ml

Tris Base-HCI, 1.5M, pH=8.8 (4°C)

Pour 500 ml

90.855 g Tris base

Tris Base-HCIl, 0.5M, pH=6.8 (4°C)

Pour 250 ml

15.1

55 g Tris base

Solution SDS 10%

Pour 100 ml
10 g SDS

Tris Base pH 7.5 (50 mM)

(150 mM)
(1 mM)
(0.05%)

Leupeptine (Smg/ml) (10pg/ml)

(1 mM)
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TP échantillon (-20°C)
Pour 5 ml de tampon
1.5 ml Tris Base/HCI 0.5M pH 6.8 (150mM)

1.5 ml Glycérol (30%)
2 ml SDS 10% (4%)
0.01 g BrB (0.2%)

Aliquoter dans des éppendorfs de 1 ml et conserver a -20°C.

Solution Gélatine a 3% (4°C)

Pour 25 ml

0.75 g Gélatine

Ajouter 20 ml d’eau et faire chauffer la solution pour mieux dissoudre la gélatine
Ajuster le volume a 25 ml, aliquoter dans des éppendorfs de 2 ml et conserver a 4°c.

Composition des Gels (quantités pour 4 mini gels ; Imm épaisseur)

Réactifs Gel de séparation (vf=20 ml) | Gel de concentration
Gélatine 3% 1 ml (0.15%) -

Eau UP 5.6 ml 3 ml

Acrylamide 40% 6 ml (12%) 480 pl

Bis-acrylamide 2% 1.2 ml 250 pl

Tris Base/HCI 5 ml  (1.5M pH 8.8) 1.25 ml (0.5M pH 6.8)
Glycérole 1 ml -

SDS 10% 200 wl -

APS 10% 100 pl 25

TEMED 10 5 ul

TP de migration (4°C)
Pour 1L ; [X5]

72 g Glycine

15.1 g Tris- base

10 g SDS

TP NaAc (4°C)
Pour 2L
16.402 g NaAc pH 5.2

Solution colorante

Pour 100 ml

0.1 g Coomasie Brilliant Blue (0.5%)
45 ml Ethanol (45%)

10 ml Acide Acétique (10%)

45 ml Eau

Solution décolorante

Pour 500 ml

225 ml Ethanol (45%)

50 ml Acide Acétique (10%)

225 ml Eau
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V.  Mode opératoire
Electrophoreése

Décongeler les échantillons ainsi que le TP d’échantillon dans la glace.

Faire chauffer la gélatine en mettant le tube dans de I’eau chaude.

Couler les gels de séparation en ajoutant I’APS puis le TEMED a la fin ; recouvrir avec de 1’eau pour accélér
polymérisation ; laisser polymériser au moins 30 min

Couler le gel de concentration + Peignes, laisser polymériser pendant 15 min.

Diluer tous les échantillons avec le TP d’extraction kizaki pour obtenir une concentration finale é¢gale a la
concentration de 1’échantillon le moins concentré (dont le volume a déposer est le plus grand).

Diluer le TP de migration [x5] au 1/5iéme

Meélanger les échantillons avec le TP d’échantillon, en proportion 4 :1 de fagon a obtenir une concentration en
protéines permettant de déposer 15ug dans un volume qui ne dépasse pas 30pl.

Retirer les peignes et remplir les puits avec du TP de migration et charger les puits avec les différents échantillons.
Remplir la cuve Avec le TP de migration; conditions de migration 2h , 125V a 4°C

Activation des cathepsines :

Rincer 2X30 min avec le TP NaAc +2.5% Triton-X 100 (50ml/gel)

Incuber 18h, 37°C, sous agitation dans le TP NaAc + 2 mM DTT  (50ml /gel)

Coloration des Gels : 2h dans la solution colorante sous agitation a t® ambiante,  (10ml /gel)

Décoloration : 30 min dans la solution décolorante a t° ambiante, sous agitation  (10ml/gel)

Scanner les gels

VI. Consignes de sécurité
Gants

Attention a I’acrylamide
Manipuler le TEMED et I’acide acétique sous la hotte.

VII. Gestion des déchets

Jeter le consommable contaminé par I’acrylamide (cones de pipette, gants..) ainsi que les gels de polyacrylamide dans
les bacs déchets CMR solides et les solutions contenant de 1’acrylamide dans les bidons déchets électrophorese CMR

VIII. Références bibliographiques
Afonso, S., Romagnano, L., & Babiarz, B. (1997). The expression and function of cystatin C and cathepsin B and
cathepsin L during mouse embryo implantation and placentation. Development (Cambridge, England), 124(17), 3415—
3425.
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Détection des Calpaines par Zymographie mono-dimensionnelle

I. Objet et domaine d'application

L’objectif est de semi-quantifier I’activité des calpaines dans un échantillon de foie gras.
La détermination I’activité des calpaines est effectuée par une méthode dérivant de la méthode de (Raser et al., 1995)

II.  Principe de la méthode
Les protéines sont séparées selon leurs poids moléculaire sur un g el PAGE ou un substrat protéique (caséine) a été
ajouté avant la polymérisation du g el. La migration se fait dans des conditions reductrices mais non dé naturantes.
Apres migration l es gels sont rincés. Le gel est ensuite incubé 18h a 37°c dans le tampon d’activation. Aprés
coloration les bandes blanches qui apparaissent, correspondent aux endroits ou le substrat a été dégradé et donc a la
protéase.

III. Matériels nécessaires
- Systéme mini-gels (1 mm spacers; Sml/mini-gel /Bio-Rad)
- Vortex
- Cuve 4 gels
- Générateur
- Agitateur
- Etuve

IV. Réactifs (chimiques et biologiques)

TP extraction calpaines (4°C)

Pour 500 ml
3.028 g  Tris Base (50mM)
2.9 g EDTA (20mM)
1.9 g EGTA (10mM)
500 ul  B-Mercaptoéthanol (0.1%)
pH 8.8

TP échantillon (-20°C)
Pour 5ml
1.5 ml 0.5 M Tris Base/HCl pH 6.8 (150mM)
1.5 ml Glycérole (30%)
0.01 g Bromophénol Blue (0.2%)
37.5 ul B-Mercaptoéthanol (0.75%)
2 ml Eau ultra pure

Solution caséine a 2% (4°C)

Pour 25 ml

0.5 g caséine

Ajouter 20 ml d’eau et faire chauffer la solution pour mieux dissoudre la caséine
Ajuster le volume a 25 ml, aliquoter dans des éppendorfs de 2.5 ml et conserver a 4°c
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Composition des Gels (quantités pour 4 mini gels ; Imm épaisseur)

Réactifs Gel de séparation (vf=20 ml) | Gel de concentration
Caséine 2% 2 ml (0.2%) -

Eau UP 3 ml 3 ml

Acrylamide 40% 5 ml (10%) 480 ul

Bis-acrylamide 2% 4 ml 250 pl

Tris Base/HCl 5 ml  (1.5M pH 8.8) 1.25 ml (0.5M pH 6.8)
Glycérole 1 ml -

APS 10% 100 pl 25 ul

TEMED 10l 5 ul

TP de migration (4°C)
Pour 1L ; [X5]
72 g Glycine

15.1 g  Tris- base
145 g EDTA
191 g EGTA

TP Activation Calpaines
Pour 1L [X5]
12.114 g TrisBase (20 mM)
5.6 g CaCl2 (10 mM)

Solution colorante

Pour 100 ml

0.1 g Coomasie Brilliant Blue (0.5%)
45 ml Ethanol (45%)

10 ml Acide Acétique (10%)

45ml Eau

Solution décolorante

Pour 500 ml
225 ml Ethanol (45%)
50 ml Acide Acétique (10%)
225 ml Eau

V.  Mode opératoire
Electrophoreése

Décongeler les échantillons ainsi que le TP d’échantillon dans la glace.

Couler les gels de séparation en ajoutant I’APS puis le TEMED a la fin ; recouvrir avec de 1’eau pour accélér
polymérisation ; laisser polymériser au moins 30 min

Couler le gel de concentration + Peignes, laisser polymériser pendant 15 min.
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Diluer tous les échantillons avec le TP d’extraction calpaines pour obtenir une concentration finale égale a la
concentration de 1’échantillon le moins concentré (dont le volume a déposer est le plus grand).

Diluer le TP de migration [x5] au 1/5iéme

Meélanger les échantillons avec le TP d’échantillon, en proportion 4 :1 de fagon a obtenir une concentration en
protéines permettant de déposer 30 pg dans un volume qui ne dépasse pas 30pul.

Retirer les peignes et remplir les puits avec du TP de migration et charger les puits avec les différents échantillons.
Remplir la cuve Avec le TP de migration; conditions de migration 2h , 125V a 4°C

Activation des calpaines :

Rincer 2X30 min avec le TP Activation calpaines (50ml/gel)
Incuber 18h, 37°C, sous agitation dans le TP Activation calpaines + 10 mM DTT  (50ml /gel)
Coloration des Gels : 2h dans la solution colorante sous agitation a t°® ambiante,  (10ml /gel)

Décoloration : 30 min dans la solution décolorante a t° ambiante, sous agitation  (10ml/gel)
Scanner les gels

VI. Consignes de sécurité
Gants

Attention a I’acrylamide
Manipuler le DTT, B-Mercaptoéthanol, TEMED et I’acide acétique sous la hotte.

VII. Gestion des déchets

Jeter le consommable contaminé par 1’acrylamide (cones de pipette, gants..) ainsi que les gels de polyacrylamide dans
les bacs déchets CMR solides et les solutions contenant de 1’acrylamide, DTT ou 8-Mercaptoéthanol dans les bidons
déchets électrophorése CMR

VIII. Références bibliographiques

Raser, K. J., Posner, A., & Wang, K. K. (1995). Casein zymography: a method to study mu-calpain, m-calpain, and
their inhibitory agents. Archives of Biochemistry and Biophysics, 319(1), 211-216. doi:10.1006/abbi.1995.1284
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SDS-PAGE

I. Objet et domaine d'application

L’objectif est de semi-quantifier les protéines dans un échantillon de foie gras

II.  Principe de 1a méthode
Les protéines sont séparées selon leurs poids moléculaire sur un gel SDS-PAGE. Aprés migration les gels sont rincés.
Le gel est ensuite incubé 18h a température ambiante dans une solution colorante. Apres coloration les bandes bleus
qui apparaissent, correspondent aux différentes protéines

III. Matériels nécessaires
- Systéme mini-gels (1 mm spacers; Sml/mini-gel /Bio-Rad)
- Vortex
- Cuve 4 gels
- Générateur
- Agitateur

IV. Réactifs (chimiques et biologiques)
TP extraction (4°C)

Pour 500 ml

3.028 g  Tris Base (50mM)
2.9 g EDTA (20mM)
1.9 g EGTA (10mM)
500 ul  B-Mercaptoéthanol (0.1%)

pH 8.8

Tris Base-HCI, 1.5M, pH=8.8 (4°C)
Pour 250 ml
90.855 g Tris base

Tris Base-HCI, 0.5M, pH=6.8 (4°C)
Pour 250 ml
15.155 g Tris base

TP échantillon (-20°C)

Pour 2 ml de tampon

240  ul Tris Base/HCI 0.5M pH 6.8
400  pl  Glycérol

400 pl SDS 10%

10 ul BrB 1%

100 pul  B-Mércaptoéthanol

Aliquoter dans des éppendorfs de 1 ml et conserver a -20°C.
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Composition des Gels (quantités pour 4 mini gels ; Imm épaisseur)
Réactifs Gel de séparation (vf=20 ml) Gel de concentration
Eau UP 7.8 ml 3 ml
Acrylamide 40% 49 ml (10%) 480 ul
Bis-acrylamide 2% 1 ml 250 pl
Tris Base/HCl 5 ml  (1.5M pH 8.8) 1.25 ml (0.5M pH 6.8)
Glycérole 1 ml -
SDD 10% 200 pl
APS 10% 100 pl 25
TEMED 10 5 ul

TP de migration (4°C)
Pour 1L ; [X5]

72 g Glycine

15.1 g Tris- base

10 g SDS

Solution colorante
Fermentas blue Protein Staining solution (15ml/gel).

V.  Mode opératoire
Electrophorése
Décongeler les échantillons ainsi que le TP d’échantillon dans la glace.
Couler les gels de séparation en ajoutant I’APS puis le TEMED a la fin ; recouvrir avec de 1’eau pour accélérer la
polymérisation ; laisser polymériser au moins 30 min
Couler le gel de concentration + Peignes, laisser polymériser pendant 15 min.
Diluer tous les échantillons avec le TP d’extraction pour obtenir une concentration finale égale a la concentration de
I’échantillon le moins concentré (dont le volume a déposer est le plus grand).
Diluer le TP de migration [x5] au 1/5iéme
Meélanger les échantillons avec le TP d’échantillon, en proportion 4 :1 de fagon a obtenir une concentration en
protéines permettant de déposer 40ug dans un volume qui ne dépasse pas 20pul.
Retirer les peignes et remplir les puits avec du TP de migration et charger les puits avec les différents échantillons.
Remplir la cuve Avec le TP de migration; conditions de migration 2h , 125V a4°C
Rincer les gels 2 x 10 min dans de 1’eau permutée
Coloration des Gels : 18 h dans la solution colorante sous agitation a t° ambiante, (15ml /gel)
Décoloration : 1h dans la de I’eau puis 5 h dans une solution a 10% Acide Acétique, (10ml/gel)
VI. Consignes de sécurité
Gants
Attention a I’acrylamide
Manipuler le DTT, B-Mercaptoéthanol, TEMED et la solution colorante sous la hotte.

VII. Gestion des déchets
Jeter le consommable contaminé par 1’acrylamide (cones de pipette, gants..) ainsi que les gels de polyacrylamide dans
les bacs déchets CMR solides et les solutions contenant de 1’acrylamide, DTT ou 8-Mercaptoéthanol dans les bidons
déchets électrophorése CMR
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AMPc
APC
Arg
ATP
CARD
CBS
CE
CoA
Cts
DED
DTT
ECM
EDTA
F
HDLP
HMG-CoA
IAA
IDL
LDL
Leu
Lys
MAT
MEG
MMP
NADH
NADPH
PAGE
PC

PE

PPi

SDS
TIMP
UDP

Liste des abréviations

Adénosine monophosphate cyclique
Antigen-presenting cells

Arginine

Adénosine triphosphate

Caspase activation and recruitment domain
Cystathionine beta synthase
Cholestérol estérifié

Coenzyme A

Cathepsine

Death Effector Domain
Dithiothreitol

Matrice Extra-Cellulaire

Acide éthyléne diamine tétracétique
Fast

High Density lipoprotein
hydroxy-méthyl-glutaryl-CoA
iodoacetamide

Intermediate Density lipoprotein
Low Density lipoprotein

Leucine

Lysine

Matiere azotée totales

Mise en gavage

Matrix metalloproteinase
Nicotinamide adénine dinucléotide Hydrate
Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
Polyacrylamide gel electrophoresis
Phosphatidylcholine
Phosphatidyléthanolamine
Pyrophosphates

Slow

Sodium Dodecyl Sulfate

Tissue inhibitor of metalloproteinase
Uridine diphosphate
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