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CONTEXTES, ENJEUX,
ET OBJECTIFS DE LA THESE

En 2008, la France posséde un troupeau de bovins de 19,5 millions de tétes, composé a

40 % de races allaitantes et 40 % de races laitieres (Données : Office de I’Elevage pour
I’année 2008). C’est le cheptel le plus important d’Europe, la France étant la plus grosse
productrice de viande bovine en Europe avec 1 725 milliers de tec. Elle est cependant au 8™
rang mondial, derriere de gros producteurs tels que les Etats-Unis (12 163 tec), le Brésil
(9 024 tec), ou la Chine (6 100 tec). La France est également le premier consommateur de
viande bovine en Europe avec 1 643,5 milliers de tonnes équivalent carcasse (tec) par an. Les
ménages frangais sont les deuxiemes consommateurs avec 26,1 kg équivalent carcasse par an
et par habitant, juste derriere le Danemark.

La filiere viande bovine, par sa production et sa consommation, a donc une place
importante dans 1’économie francaise. Cependant, plusieurs obstacles se posent sur le marché
quant a la place de la viande bovine. D’une part, la concurrence des autres viandes est forte,
notamment celles des volailles et du porc. En effet, le prix de ces derni¢res est trés attractif
(5,94 € / kg de poulet et 6,58 € / kg de porc contre 11,66 € / kg de beeuf et 14,78 € / kg de
veau en 2008, en moyenne). D’autre part, la grande variabilité des qualités organoleptiques
qui existe dans la viande bovine rebute le consommateur a acheter ce type de viande de
maniere récurrente. Il s’agit notamment de variations de la tendreté de la viande bovine. De
plus, les récentes crises traversées par la filiecre bovine (Encéphalopathie Spongiforme
Bovine, Fievre Aphteuse) ont amené les consommateurs a remettre en question les méthodes
de production afin de privilégier des filieres plus écologiques, moins intensives. Enfin, les
nombreuses attaques visant la consommation de viande en général, ainsi que 1’élevage et
I’abattage des bovins, posent un probléme éthique pour certaines personnes.

Ainsi, c’est dans ’optique d’améliorer les qualités de la viande bovine vis-a-vis des
consommateurs sans utilisation de techniques mal percues par 1’opinion (antibiotiques,
modifications génétiques) que différents programmes de recherche se sont développés sur
I’axe des qualités sensorielles de la viande bovine, afin d’apporter des outils pour déterminer
objectivement les mécanismes biologiques impliqués dans la qualité¢ des viandes. D’autre
part, les récentes adhésions de pays au sein de I’Union Européenne (République Tcheque,
Slovénie...) ouvrent de nouveaux marchés a I’exportation pour la viande bovine francaise et

I’optimisation des moyens de production sera un atout de taille pour la filiére, soumise a la
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concurrence d’autres pays producteurs de viande bovine (notamment les Etats-Unis, le Brésil,

I’ Argentine).

La tendreté de la viande bovine est le critére le plus dommageable vis-a-vis de la
consommation, car c’est le principal motif de choix pour le client. Elle est trés variable, car
résultante d’une multitude de caractéristiques du muscle, tissu complexe. Par voie de
conséquence, il est difficile pour la filiere viande bovine de maitriser la variabilité de la
tendreté. Le résultat est une baisse de la consommation pour les viandes bovines, la filiere
viande ne disposant pas de mesures fiables de la tendreté sur 1’animal vivant. Il est donc

nécessaire d’apporter des outils a la filiere afin de maitriser la tendreté de la viande.

De nombreuses études ont montré une corrélation entre un certain nombre de marqueurs
biologiques (ADN, ARN, protéines) et la tendreté. Certaines de ces découvertes ont permis la
réalisation de tests commerciaux de prédiction de la tendreté, basés sur I’ADN, destinés aux
filieres viande américaine et australienne. Cependant ces tests ne fournissent pas de résultats
satisfaisants dans le contexte francais, dont les méthodes de production et les races utilisées
sont différentes de 1’ Australie et des Etats-Unis.

Il est donc important de développer de tels tests a destination de la filiere de la viande
bovine frangaise.

L’une des missions de I’Unité de Recherches sur les Herbivores de I'INRA de Clermont-
Ferrand / Theix, dévolue a 1’équipe Croissance et Métabolisme du Muscle, consiste a mener
des recherches afin de maitriser la tendreté de la viande bovine, en agissant sur les systemes

de production et les caractéristiques musculaires.

L’objectif de ma thése au sein de cette équipe est de valider comme marqueurs de la
tendreté des protéines ayant été mises en évidence par génomique fonctionnelle
différentielle dans plusieurs programmes durant les 4 derniéres années. Ces
programmes ont étudié différents contextes de races (Limousine, Charolaise, Blonde
d’Aquitaine et Salers), types d’animaux (veaux, vaches, taureaux, génisses, beeufs) et
muscles (Longissimus Thoracis et Semitendinosus). Dans le cadre de ma thése, il s’agit
plus particuliérement de valider des marqueurs protéiques communs a des beeufs et
taurillons Charolais, dans les muscles Longissimus Thoracis et Semitendinosus, afin
d’aboutir a la conception d’un test de prédiction de la tendreté a usage commercial, au

niveau protéique.

12




Contexte, enjeux, et objectifs de la theése

La réalisation de I’objectif de la theése nécessite la quantification d’une trentaine de
protéines, mises en lumicre par des études antérieures, dans différents muscles et types
d’animaux. Cette validation se fera par des techniques immunologiques.

Ensuite, les données obtenues seront analysées et exploitées. Dans une premiére partie sera
analysée I’influence des systémes de production étudiés sur I’abondance des protéines. Puis,
la seconde partie sera consacrée a la mise au point des équations de prédiction de tendreté a
proprement parler. Cette partie du travail proposera des pistes pour mettre au point un test de
prédiction de la tendreté. Enfin, dans une troisi¢éme partie, les corrélations et les interactions
entre les protéines considérées feront 1’objet d’une analyse fonctionnelle, pour aboutir a une
synthese générale des résultats. Cette synthése fera le point sur la prédictibilité de la tendreté

et les leviers d’action envisageables afin d’optimiser cette qualité sur I’animal vivant.
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INTRODUCTTON BIBLITOGRAPHIQUE

I Les bovins
Afin de mieux connaitre les animaux regroupés par le terme de « bovins », je propose une
bréve mise au point sur la classification des bovins au sein des mammiféres, selon Linné

(1758), avec les caractéristiques de chaque niveau hiérarchique.

Classe : Mammifére

Vertébrés pratiquant 1’allaitement des jeunes, possédant un cceur a 4 cavités, un systeme
nerveux et céphalique développé, et caractérisés par une respiration pulmonaire et une
homothermie de leur organisme.

Sous-classe : Thériens

Mammiferes ne pondant pas d’ceufs, présence d’un ombilic.

Infra-classe : Euthériens

Développement des embryons dans le corps de la mére, alimentés par un placenta.

Ordre : Cetartiodactyles

Mammiféres ongulés possédant un nombre pair de doigts (2 ou 4) apres une perte du
premier doigt. Regroupe le sous-ordre des Artiodactyles et des Cetacea, dont la séparation est
remise en question par des études ADN.

Sous-ordre : Artiodactyles

Plan de symétrie du pied entre le 3™ et 4°™ doigt. Les 2™ et 5°™ doigts sont souvent
réduits. Présence d’une barre post-orbital.

Famille : Bovidae (Bovidés)

Mammiferes ruminants et herbivores. Estomac a 4 poches adapté a la rumination. Sabot a
2 doigts. Deux cornes frontales persistantes et creuses. Absence d’incisives sur le maxillaire
supérieur et absence des canines. Regroupe les caprinés, antilopes et bovins. 135 especes en
45 genres.

Sous-famille : Bovinae (Bovinés ou Bovins)

Comprend des animaux de taille moyenne a importante. L’existence de cette sous-famille
au sein des Bovidae est supportée par des données génétiques (Matthee et Davis 2001).

Genres : Bos, Bison, Bosephalus, Bubalus, Syncerus, Taurotragus, Tetracerus, Tragelaphus.
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Genre : Bos
Regroupe les bovins sauvages et domestiques. Plusieurs espéces: Bos primigenius
(Aurochs), Bos taurus (Vache domestique), Bos indicus (Z¢€bu), Bos frontalis (Gaur et Gayal),

Bos javanicus (Banteng), Bos sauveli (Kouprey), Bos grunniens (Yak).

Cette classification des bovins est sujette a débat et controverse, notamment en ce qui
concerne les séparations d’espéces du genre Bos, et méme certaines séparations de genres
dans la sous-famille des Bovinae.

En effet, une espece est définie comme étant un groupe d’animaux interfertiles dont les
descendant hybrides sont eux-mémes féconds. Or, les «especes» du genre Bos sont
interfertiles ainsi que leurs descendants, ce qui remet en question la notion d’espéce dans ce
genre (Verkaar et al 2004). Au sein de la sous-famille Bovinae, certains genres sont
également interféconds, comme Bos et Bison. La séparation genres/especes est donc
aujourd’hui sujette a discussion, et de nombreuses €tudes au niveau génétique sont menées
afin de trancher sur la question.

Quoiqu’il en soit, les bovins représentent un groupe d’animaux extrémement importants
dans le monde entier. Leur domestication a été un tournant majeur dans 1’Histoire de
I’Humanité, ainsi que dans 1’évolution des bovins (Diamond 2002). Ou, quand et comment

cette domestication s’est produite ? Quelles en sont les conséquences ?
I.1 Les foyers de domestication

Les bovins actuels dérivent des aurochs présents sur le Vieux Monde et éteints
aujourd’hui (Loftus er al 1994). Ainsi, 3 races continentales ont pu étre identifiées a partir
d’ossements : B. primigenius namadicus (Asie), B. primigenius opisthonomus (Afrique du
Nord), et B. primigenius primigenius (Europe). De plus, la population d’aurochs au travers de
I’Europe était variée, comme le montrent les divergences nucléotidiques (Beja-Pereira et a/
2006). Cette population d’aurochs a connu une expansion radiale lors de la derniére période
glaciaire, entre 10 000 et 30 000 ans, comme 1’indique la répartition de différents haplotypes
d’ ADN mitochondrial typiques des aurochs (Edwards et al 2007).

La domestication des bovins est souvent interprétée comme étant la résultante d’un seul
événement de domestication, ayant eu lieu dans le Croissant Fertile. Des études ont montré
que bien que cet événement soit exact, il n’est pas unique puisque deux autres foyers ont été

recensés, notamment en Inde et en Afrique du Nord.
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I.1.1  Foyer du Croissant Fertile

La région du Croissant Fertile regroupe les pays actuels comme 1’Irak, I’Iran, la Syrie, et
le Sud-Est de la Turquie. Les peuples nomades de chasseurs-cueilleurs deviennent des
fermiers sédentaires en domestiquant plantes et animaux il y a environ 10 000 ans, durant le
Néolithique. Les données archéologiques montrent que des especes d’aurochs locales (Bos
primigenius primigenius) sont domestiquées a cette période et vont former la lignée de bovins
connus sous le nom d’espéce Bos taurus. Ces données sont confirmées par des résultats
expérimentaux en génétique (répartition d’haplotypes d’ADN mitochondrial) a partir

d’ossements anciens et de bovins actuels (Loftus ef al 1994, Edwards et al 2007).
I.1.2  Foyer de I’Inde

Les données archéologiques montrent la présence de ’auroch asiatique, Bos primigenius
namadicus, dans des régions de 1’Afghanistan-Pakistan il y a 7000 ans. Des analyses de
I’ADN mitochondrial, de micro-satellites et d’haplotypes du chromosome Y, montrent une
divergence des lignées ayant engendré Bos taurus et Bos indicus datant d’une époque pré-
domestique d’il y a 300 000 a 600 000 ans (Loftus et a/ 1994, MacHugh et a/ 1997). La lignée
des Bos indicus serait donc la résultante d’un événement de domestication datant de 7000 ans

a partir de Bos primigenius namadicus.
I.1.3  Foyer Nord-Africain

A T’heure actuelle, les zébus Bos indicus dominent 1’ Afrique. Pourtant, au néolithique, ce
sont les Bos taurus qui sont présents en Afrique. Les Bos indicus seraient venus en Afrique
plus tard, sous I’impulsion des migrations humaines.

L’étude de Bradley et al (1996) montre que les lignées de Bos taurus européenes et
africaines possédent chacune un ADN mitochondrial divergent. Cela montre une séparation
pré-domestique des lignées Bos taurus européennes et africaines, consolidée par 1’étude des
micro-satellites de MacHugh ef al (1997). L’hypothése d’un événement de domestication
indépendant en Afrique i1l y a 10000 ans a partir de I’auroch local Bos primigenius
opisthonomus est ainsi consolidée, notamment par des données plus récentes de séquences
d’ADN mitochondrial (Beja-Pereira et al 2006). La séparation des deux lignées (Bos

primigenius primigenius et Bos primigenius opisthonomus) a été estimée a 22 000 ans.
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I.1.4  Autres foyers

Des données archéologiques et génétiques suggerent que les yaks ont été domestiqués
dans I’Himalaya il y a 4 500 ans ; les buffles d’Asie dans la vallée de I’Indus il y a 5 000 ans
et en Chine il y a 7 000 ans ; le mithan dans la vallée de I’'Indus il y a 4 500 ans (Finlay et a/
2007).

1.2 Influences d’Homo sapiens sur les lignées Bos taurus et Bos

indicus
1.2.1 Bovins africains

Des études portant sur I’ADN mitochondrial ont montré une nette séparation entre les
lignées de Bos indicus indiens d’une part, et de Bos taurus européens et les Bos indicus
africains d’autre part (Loftus ef a/ 1994, Bradley et a/ 1996). Les analyses des haplotypes du
chromosome Y montrent une séparation entre les lignées de Bos taurus européens d’une part,
et les Bos indicus indiens et africains d’autre part (MacHugh e a/ 1997). Cette distribution
asymétrique des génotypes a été interprétée comme étant la résultante de croisements entre
males Bos indicus et femelles Bos taurus en Afrique, ’ADN mitochondrial se transmettant
uniquement par les femelles et le chromosome Y par les males. De tels croisements auraient
été effectuds par les Arabes a partir du VIIéme siecle, ceux-ci apportant leurs races de Bos
indicus avec eux lors de I’invasion de 1’ Afrique. Ces croisements auraient permis de générer
des hybrides résistants aux climats arides, se répandant ensuite sur ce continent. La proportion
d’alleles Bos indicus dans ces hybrides est variable selon les especes. Certaines zones
subtropicales possédent encore une population Bos taurus, celle-ci étant plus résistante aux
trypanosomes. La répartition des haplotypes d’ADN mitochondrial supporte cette hypothése
(Beja-Pereira et al 2006).

1.2.2 Bovins européens

Les données archéologiques montrent que les populations humaines migrent vers 1’Europe
et apportent avec elles leurs bovins selon deux chemins : I’'un vers le Nord, suivant le Danube,
et ’autre le long des cotes Méditerranéennes (Cymbron et al 2005). Les études génétiques
montrent que les races bovines Méditerranéennes ont moins de variabilité génétique que les

races d’Europe du Nord et Centrale, ce qui est concordant avec les données archéologiques.
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L’influence de Bos indicus est plus importante dans les races Méditerranéennes que dans
les races d’Europe du Nord. Cela s’explique par le fait que le Bassin Méditerranéen était
occupé durant 1’Antiquité par des civilisations pratiquant le commerce « international »,
comme la Gréce ou I’Empire Romain, contrairement au reste de I’Europe, plus isolé.

Des alleles de Bos taurus africains ont été détectés dans les races portugaises, ce qui
s’explique par 1’occupation arabe de la péninsule ibérique durant le Moyen-Age. D’autre part
des haplotypes d’ADN mitochondrial de races africaines ont été retrouvés dans les races
ibériques (Beja-Pereira et al 2006).

Un gradient Nord-Sud d’haplotypes du chromosome Y a été détecté dans les races
européennes (Gotherstrom ez al 2005). Ce gradient confirme les voies de migration Danube /
Méditerranée d’une part, et d’autre part, montre que les races bovines européennes ont été
croisées avec des aurochs locaux. Ces hybridations animaux domestiques / sauvages sont
retrouvées €galement chez les chiens et les cochons et montrent que la séparation entre
especes sauvages et domestiques n’est pas justifiée. La grande diversité des geénes du
complexe majeur d’histocompatibilité contrastant avec la faible diversité des ADN
mitochondriaux, il a été suggéré que les croisements avaient lieu entre males sauvages et
femelles domestiques (Vila ef al 2005). Cette pratique permettait en effet de contrdler les
naissances, les femelles domestiques demeurant au sein du troupeau. D’une manicre générale,
ces croisements ont permis d’augmenter la diversité génétique des animaux d’élevage, et ainsi
d’apporter des résistances aux différents environnements rencontrés en Europe. Ces données
sont concordantes avec la répartition des haplotypes d’ADN mitochondriaux (Beja-Pereira et
al 2006, Edwards et al 2007).

Une carte de synthese (Figure 1) et un arbre de 1’évolution des bovins Bos primigenius /

taurus / indicus (Figure 2) résument ces données.
1.3 Conséquences pour Homo sapiens

1.3.1 Civilisation

La domestication des plantes et des animaux apporte un énorme avantage aux peuples
(Diamond 2002). En effet, cela permet le développement de technologies telles que
I’utilisation de métaux ou 1’écriture. Car la domestication apporte la sédentarité, et permet de
fonder les premicres communautés, villes et empires, contrairement aux sociétés de cueilleur-
chasseurs. La production de nourriture permet 1’augmentation de la population. En

conséquence, celle-ci migre et sort de sa région d’origine.
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C’est ainsi que les populations de fermiers chassent et supplantent les populations locales
de cueilleur-chasseurs. Les populations du Croissant Fertile, dites « Indo-européennes »
s’établissent durablement en Europe. C’est la raison pour laquelle I’Europe est dominée par

les langues indo-européennes.
1.3.2  Génétique et physiologie

La proximité avec le bétail apporte son lot de maladies qui se transmettent beaucoup plus
facilement d’animal a humain, telle que la rougeole, la variole et la tuberculose, provenant des
bovins, la grippe, venant des porcs et des canards. En conséquences, le génome humain
évolue par sélection afin d’apporter un systéme immunitaire plus performant contre ces
maladies.

Un autre exemple de conséquence biologique sur Homo sapiens est la persistance de
I’expression de la lactase chez I’adulte. En effet, cette enzyme hydrolyse le lactose du lait et
est exprimée chez 1’enfant. Son expression s’arréte normalement chez ’adulte, ce qui est le
cas dans les populations ne consommant pas de lait. Mais dans les populations productrices et
consommatrices de produits laitiers, cette protéine continue d’étre exprimée chez une majorité
d’adultes. Cette persistance est due a des mutations au niveau des ¢léments régulateurs de
I’expression du geéne de la lactase (Ingram et a/ 2009). Ces mutations montrent un
polymorphisme important dans les populations humaines consommatrices de produits laitiers
et constitue un argument de poids pour démontrer un exemple d’évolution et de sélection

naturelle récente (il y a environ 9000 ans) chez Homo sapiens.
1.3.3 Mythologie

Durant la préhistoire, 1’aurochs symbolise un animal puissant et fabuleux (certains
individus mesuraient 2 metres au garrot pour un poids d’une tonne), comme I’illustrent les
peintures de la grotte de Lascaux (Figure 3A). Durant I’Antiquité, les relations entre les
bovins et la mythologie sont nombreuses. Zeus, ayant séduit o, une prétresse de sa femme
Héra, s’attire les foudres de cette derniére. Afin d’éviter sa colére, Zeus transforme lo en
génisse blanche, qui subira diverses épreuves d’Héra, notamment de faire le tour d’une mer
qui porte aujourd’hui son nom (la mer Ionienne), et de traverser un détroit qui s’appelle
aujourd’hui le Bosphore, ou « passage de la vache ». A la fin de son périple en Egypte, elle
met au monde le fils de Zeus dont la descendance donnera les grandes lignées royales

égyptiennes.
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Toujours en quéte de nouvelles aventures, Zeus séduit une princesse, Europe, et I’enléve en
étant déguisé sous la forme d’un taureau blanc (Figure 3B). Leur descendance donnera la
lignée des rois de Créte, dont le symbole est une vache. Quelques temps plus tard, la femme
du roi de Créte Minos, ayant trompé son mari avec un taureau, donne naissance au Minotaure,
monstre mi-homme, mi-taureau, enfermé dans le labyrinthe et qui sera tué par Thésée.

Aujourd’hui, d’autres croyances ou symboles sont toujours présents. Ainsi, comment ne
pas penser a la vache sacrée indienne (Figure 3C) ? Pour certains peuples d’Afrique, comme
les Massais, les bovins sont leur seule richesse et une source de nourriture importante au
travers de leur lait et leur sang. Il faut également citer la tauromachie (duel entre un homme et
un animal puissant, le taureau), les cow-boys (I’homme libre et fort élevant son troupeau),
I’image de la maternité de la vache et de la virilité¢ des taureaux. Certaines sociétés sont
symbolisées par des vaches désormais célebres afin de donner une image de sympathie, de
bonne humeur et de convivialité a leurs produits (Figure 3D).

Le langage n’y fait pas exception puisque les bovins font partie de nombreuses expressions
de la langue frangaise, comme « il pleut a vache qui pisse », « parler anglais comme une
vache espagnole », « un petit beeuf entre amis », ou « pleurer comme un veau » et bien
d’autres encore.

Les bovins ont donc exercé une grande influence spirituelle sur Homo sapiens, qui se

poursuit aujourd’hui.
1.4 Les différentes races bovines et I’exception francaise

Avec le cheptel bovin le plus important au niveau européen, composé¢ par plus de 25 races
différentes, la France est un cas particulier 1a ou les autres pays n’exploitent commercialement
que quelques races. C’est la résultante de I’implantation de bovins dans des territoires
différents par leurs sols, leur altitude, et leur climat (Figure 4). Les races francaises sont
classées en fonction de leur type de production (Figure 5) :

e Les races a viande, spécialisées dans la production de viande. Deux catégories sont
différenciées : les traditionnelles comme la Charolaise, la Limousine et la Blonde
d’Aquitaine, et les rustiques comme la Salers et 1’ Aubrac.

e Les races laiticres, spécialisées dans la production de lait, comme la Prim’Holstein.

e Les races mixtes, produisant a la fois du lait et de la viande, comme la Normande et

la Montbéliarde.
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Races a viande

Races traditionnelles

Aubrac Salers Gasconne

Prim’Holstein Jersiaise

Races mixtes

Normande Montbéliarde Tarentaise

Figure 5. Quelques races bovines francaises
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La grande diversité des races frangaises est maintenue car les produits du terroir
nécessitent des races locales, en particulier pour la production de fromages régionaux. En
effet, les races vont apporter une saveur particuliere au lait qui va conférer au fromage sa
caractéristique locale. En ce qui concerne la viande, les consommateurs demandent une
production basée sur I’utilisation de races spécialisées et reconnues dans ce domaine. La
aussi, 1’utilisation de races locales est appréciée. La tragabilité mise en place a la suite des
crises sanitaires récentes permet aux consommateurs de sélectionner I’origine géographique et
génétique de I’animal. Le choix est ainsi effectué¢ en fonction de la race de I’animal. Les
bouchers peuvent proposer a leurs clients une viande de Blonde d’ Aquitaine ou de Limousine

par exemple. C’est une liberté de choix grandement appréciée par le consommateur.

Contrairement a la France, un nombre restreint de race est exploité commercialement dans
les autres pays du monde (Figure 6). Des races européennes ont ¢ét¢ importées dans d’autres
régions du monde comme les Amériques ou 1’ Australie. Afin d’optimiser les performances ou
tout simplement la survie des bovins européens dans les régions tropicales, ces derniers ont
été croisés avec des zébus. Par exemple, la race américaine Braford résulte du croisement
entre la race de Bos taurus Hereford (performante mais peu résistante au climat de 1’Ouest
américain) et la race de Bos indicus Brahmane (peu de performances mais résistante au climat
de I’Ouest). Ce type de race apparait dans les années 40-50 et est trés présent notamment aux
Etats-Unis et en Australie. Le cheptel contient ainsi une part importante de Bos indicus, alors

qu’il y a uniquement Bos taurus en France

Une différence importante existe entre le systéme d’élevage frangais et le systéme
américain (Figure 7). En effet, les américains utilisent les « feed-lots», ou parcs
& . o , . . . - ..

engraissement. Le principe est d’engraisser un maximum de bétail dans un minimum
d’espace en les nourrissant de manicre intensive au mais. Le rendement est alors maximal. Le
probleme de cette méthode est double : d’une part, la viande obtenue est trés grasse, ce qui
pose un probléme sérieux de santé publique, et d’autre part, la maniére méme de produire
n’est respectueuse ni de I’environnement, ni du bien-étre animal. C’est grace a ce systéme que
les Etats-Unis parviennent a produire leur viande bovine, les ranchs traditionnels n’étant
réservés qu’a I’élevage des reproducteurs.

La France, quant a elle, pratique un élevage ou le bien-étre animal et la qualité de la
production sont des critéres importants. En conséquence, le systtme d’élevage est tres

différent des « feed-lots » américains mais également plus diversifié. Dans certains élevages,
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Figure 6. Quelques races bovines étrangeres




Figure 7. Différents systémes d’élevage entre les Etats-Unis et la France

A : Systeme en « feed-lot » ou parc d’engraissement américain

B : Systeme en paturage frangais
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les animaux bénéficient d’une période de pature leur permettant de s’engraisser a 1’herbe,
cette pratique ¢tant encouragée par les consommateurs qui veulent une image de production
de plus en plus naturelle. L’élevage en stabulation en France n’est pas aussi intensif qu’aux
Etats-Unis. Plusieurs sortes de nourriture peuvent étre distribuées aux bovins : herbe, luzerne,

foin, ensilage de mais, paille, graines de blé, tourteau de soja...

Une autre exception de la France est la diversité des types d’animaux produits et
consommés, comme les vaches, beeufs, taurillons, veaux et taureaux, tandis que les autres
pays privilégient plutdt un type d’animal (Micol et Lherm 2010). Les critéres de qualités sont
également différents puisqu’en France, la viande maigre est appréciée tandis qu’au Japon, en

Australie et aux Etats-Unis, les consommateurs préferent une viande grasse dite persillée.

Ce sont toutes ces différences qui font de la France un pays particulier quant a la
production (1 725 milliers de tec en 2008, premier rang européen) et la consommation

(1 643 milliers de tec en 2008, premier rang européen) de viande bovine.

II Le muscle squelettique strié

Le muscle squelettique strié représente pres de la moiti€é de la masse corporelle,
représentant ainsi le tissu le plus abondant du corps humain (Grefte et al 2007). Recouvrant le
squelette osseux, il y est rattaché par le biais des tendons. Il permet ainsi le maintien de la
posture et les mouvements du corps. Ses contractions sont volontaires, répondant aux influx
nerveux. Le muscle est composé de 75 % d’eau, 20 % de protéines, 3 % de lipides, 1 % de

glucides et 1 % de sels minéraux.

Le muscle squelettique strié est 1’objet de nombreuses études, en particulier dans le cas de
maladies chez I’humain. De nombreuses données sont ainsi disponibles, mais malgré cela le
muscle est une structure encore loin d’étre parfaitement connue. Le muscle constitue la chair
des animaux, et chez les especes d’intérét agronomique, il est transformé en viande lors de la
maturation. C’est pourquoi il est également 1’objet de nombreuses études en agronomie, aussi

bien chez les poissons que les poulets, porcs et bovins.
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II.1 Structures et fonctions

Le muscle squelettique strié est une structure biologique trés complexe (Harper 1999) et
hiérarchisée (Figure 8). Ainsi, il est principalement composé de faisceaux de fibres
musculaires, qui sont des cellules pluri-nuclées. Chaque fibre musculaire est elle-méme
constituée de myofibrilles, ultrastructures organisées en répétitions de sarcomeres. Ces
répétitions donnent au muscle ce caractere strié. Les sarcomeres, unités de contraction du

muscle, sont des assemblages des filaments d’actine et de myosine.

L’étude détaillée du muscle montre que la structure de ce dernier est constituée de
plusieurs niveaux, délimités par des couches de tissu conjonctif constitués essentiellement de
collagénes et de protéoglycanes (Figure 9). Chaque fibre musculaire est entourée par une
enveloppe, ’endomysium. Les faisceaux de fibres sont délimités par le perimysium,
contenant des lipides intramusculaires et le systétme vasculaire. Le perimysium et
I’endomysium forment le tissu conjonctif intramusculaire, dont le perimysium est le
constituant principal. Enfin, le muscle est gainé par I’epimysium, enveloppe qui attache le
muscle a ’os par le tendon. Les différentes enveloppes de tissu conjonctif ont un role moteur
important, en transmettant I’énergie mécanique de la contraction de chaque fibre musculaire
au muscle dans son ensemble, et ainsi permettre le mouvement des os. De plus, chaque fibre

est innervée, et les nutriments sont apportés par des vaisseaux sanguins.

Le role premier du muscle squelettique stri¢ est d’assurer les mouvements volontaires du
corps, par contraction / décontraction de sa structure, entrainant le mouvement des os. Il
permet ainsi la locomotion de 1’organisme. Des dysfonctionnements et des dégénérescences
musculaires sont la cause de myopathies, entrainant le plus souvent des défauts graves de

locomotion, et parfois la mort.

Le muscle est également un thermorégulateur de 1’organisme, puisque la contraction
musculaire permet de produire de la chaleur. Ainsi, en cas de froid, 1’organisme
« frissonne » ; c'est-a-dire qu’il contracte et décontracte les muscles afin de réchauffer
I’organisme, et de diffuser cette chaleur via les vaisseaux sanguins. Enfin, le muscle constitue

une réserve de protéine importante, dégradée en cas de privation de nourriture.
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II.1.1 Les fibres

La fibre musculaire, cellule plurinucléée pouvant mesurer une trentaine de centimétres de
long, est une composante principale du muscle. A D'instar de celui-ci, sa structure est

hiérarchisée (Figure 10).

L’élément contractile des fibres musculaires est la myofibrille. Les myofibrilles sont
regroupées en faisceaux au sein de la fibre. Elles occupent 80% du volume de la cellule. Leur
cohésion est assurée par des complexes protéiques, les costameres. Les myofibrilles sont
également lides a la membrane plasmique de la fibre, le sarcolemme, par les mémes
structures. Les espaces laissés par les myofibrilles sont occupés par le réticulum
sarcoplasmique, ou tubule T. Ce réticulum sarcoplasmique, ou sarcoplasme, est
majoritairement constitué d’eau (75 a 85 %). 1l contient notamment du glycogene, de la
phosphocréatine, des acides gras, de la myoglobine, et des mitochondries. Chaque fibre est
alimentée par un vaisseau sanguin, et innervée, la jonction entre le nerf et le sarcolemme
formant la plaque motrice. La cohésion des fibres est assurée par leur matrice extracellulaire,

formant I’endomysium.

Les premicres classifications des fibres sont basées sur les propriétés contractiles de ces
derniéres.

Les fibres ont donc été classées en fonction de 1’activité ATPasique myofibrillaire
(mATPase), apres incubations des fibres en pH acide ou basique (Brooke et Kaiser 1970).
L’activité mATPase permet de déterminer la vitesse de contraction des fibres. Cela a permis
de distinguer les fibres de type I a contraction lente, dont 1’activité mATPase est inhibée apres
incubation dans un pH basique. Les fibres de type II, a contraction rapide, ont une activité
mATPase inhibée aprés incubation dans des pH acides. Pour les fibres de type II, initialement
2 sous-types ont pu étre identifiés par incubations en différents pH acides. En effet, 1’activité
des fibres I1A est inhibée a pH=4,9 et celle des fibres [IB a pH=4,3.

Une autre classification fait intervenir, en plus de I’activité mATPase, ’activité de
I’enzyme du métabolisme oxydatif Succinate DéHydrogenase (Peter et al/ 1972). Cela a
permis la distinction des fibres lentes oxydatives (SO), rapides oxydo-glycolytiques (FOQG), et
rapides glycolytiques (FG).

Une troisieme classification tient compte de la couleur en plus de ces critéres (Ashmore et

Doerr 1971) et différencie les fibres R (mATPase acido-résistante, oxydative rouge), aR

24



JATE[MISNU JI(IJ €] (] 2ANol]

[esIoAsURL) Q[hqN],

QI9We)S0)) AIIR[N[[93BIIXI JLNBIN

onbrwsedoores wnmonay

SIHqYOAIN

oommow anbelg

JPN
QWIIA[0dIeS SHPUOHOOUN



Introduction bibliographique

(mATPase acido-labile, oxydo-glycolytique rouge) et oW (mATPase acido-labile,
glycolytique blanche).

Ces trois classifications sont équivalentes (Tableau 1). Mais des divergences existent, et
ont suggéré des variations dans la composition des molécules de myosine au sein d’un méme

type de fibre, autrement dit I’existence de sous-types.

La myosine est la protéine prédominante des fibres musculaires (1/3 des protéines). Elle
est formée de quatre chaines 1égeéres (MLC) et de deux chaines lourdes (MyHC) (Picard et a/
2002). Différentes isoformes de ces chaines lourdes existent et peuvent étre assemblées dans
un filament de myosine. La téte des chaines lourdes porte 1’activité ATPase Ca®'-dépendante
spécifique de 1’actine. Les propriétés contractiles d’une fibre vont donc découler de sa
composition en différentes isoformes de chaine lourde de myosine. Les divergences apparues
avec les classifications exposées précédemment s’expliquent par les compositions nuancées
des fibres en différentes isoformes de chaine lourde de myosine, et donc des propriétés
métaboliques plus contrastées entre types de fibre. Une classification immuno-histochimique,
utilisant des anticorps spécifiques des différentes isoformes des chaines lourde de myosine, a
¢été utilisée chez le bovin (Picard et al 1998).

Ainsi, chez les mammiferes, les fibres a contraction lente (type I) sont constituées de
MyHC de type I. De méme, les fibres IIA sont composées de MyHC 1la, les fibres 1IB de
chaines IIb. Un autre type de MyHC a été identifié, I’isoforme 1Ix, qui compose les fibres IIX.
Ces fibres ont des propriétés intermédiaires entre les fibres IIA et IIB, et étaient confondues
avec les fibres IIB par les classifications précédentes. Les fibres I, ITA, IIX et IIB, qui ne
contiennent qu’une isoforme de myosine, sont dites « pures ». Des fibres dites « hybrides »
sont composées de plusieurs isoformes différentes de myosine, et montrent des propriétés
intermédiaires avec les fibres pures, ce qui rend les classifications peu tranchées. Leur
dénomination renseigne sur la proportion relative d’isoformes de chaine lourde qui composent
les fibres hybrides. Ainsi, les fibres IIAX contiennent autant d’isoformes IIA que IIX, les
fibres IIAx sont formées majoritairement d’isoformes Ila que IIx.

Les différentes isoformes de chaines lourdes de myosine sont chacune codées par un seul
gene. Ainsi, 10 génes d’isoforme de MyHC ont été identifiés chez les mammiferes, contre une
trentaine chez les oiseaux et un seul chez la drosophile. Les génes d’isoformes rapides sont
plus proches entre différentes espeéces qu’avec les geénes d’isoformes lentes d’une méme

espece.
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Types de fibre

I

BR (rouge)
SO
Physiologie
Vitesse de contraction Lente
Résistance a la fatigue +++
Morphologie
Couleur Rouge
Myoglobine +++
Nombre de mitochondries +++
Diametre +
Métabolites
Glycogene +
Lipides +++
Propriétés enzymatiques
mATPase +
Enzymes glycolytiques +
Enzymes oxydatives +++

ITA
aR (rouge)
FOG

Rapide
++

Rouge
++
+++
++

o
+++

-+
++
++

1B
aW (blanche)
FG

Rapide
+

Blanche
+
+
-+

+++

+++
o
+

Tableau 1. Classifications et propriétés des fibres

Adapté de Picard et al, 2002.
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Le bovin possede les isoformes rapides de MyHC Ila et IIx (Chikuni et a/ 2004). Le
génome bovin contient le géne de I’isoforme MyHC IIb, qui est transcrit en ARN, mais non
traduit en protéine, excepté pour quelques rares individus (Picard et Cassar-Malek 2009). Les
anciennes classifications confondant fibres 1IB et IIX, de nombreux articles sur les fibres
musculaires bovines font état de fibres IIB au lieu de fibres I1X.

D’autres isoformes de chaines lourdes de myosine existent, et sont exprimées soit durant
la vie feetale, soit dans des muscles trés spécialisés (comme 1’isoforme a-cardiaque).

La taille des fibres est également différente en fonction du métabolisme glycolytique ou
oxydatif. Les fibres oxydatives sont en effet plus petites que les fibres glycolytiques afin de
faciliter la diffusion de I’oxygene dans la cellule (Maltin ef al 2003).

Une corrélation négative existe entre la capacité¢ oxydative d’une fibre et son diamétre.
Ainsi, une fibre oxydative est plus petite qu’une fibre glycolytique. Cela favorise ainsi la

diffusion de I’oxygene au sein de la cellule musculaire.

II.1.2  Les myofibrilles

Les myofibrilles sont caractérisées au microscope par une alternance de bandes claires et
foncées, dont 1’origine est expliquée par leur composition protéique (Figure 11). Ces bandes
étant au méme niveau pour toutes les myofibrilles d’une fibre, la cellule a un aspect stri¢
caractéristique. Sous une lumicre polarisée, les bandes sombres sont biréfringentes, d’ou leur
nom de bande anisotrope, ou bande A, et les bandes claires sont isotropes, les bandes 1. La
bande A présente en son milieu une zone plus claire, la bande H, elle-méme divisée par une
ligne sombre, la ligne M. La bande I est divisée en deux par le disque Z. Un sarcomere est

compris entre deux disques Z.

Au microscope ¢€lectronique, les myofibrilles apparaissent constituées de deux sortes de
filaments : les filaments fins et épais. Les filaments épais, de 100 A de diamétre, sont des
filaments de myosine. Les filaments fins, de 50 A de diamétre, sont les filaments d’actine. La
bande I est constituée de filaments fins d’actine. La bande A est caractérisée par le
chevauchement des filaments de myosine par les filaments d’actine. Le chevauchement des
filaments fins ne portant pas sur toute la longueur des filaments épais, il existe une zone ou les
filaments de myosine sont seuls : ¢’est la bande H. Les structures protéiques maintenant les
filaments épais forment la ligne M, au sein de la bande A. Les filaments fins d’actine sont

reliés entre eux par une structure protéique, la ligne Z.

26



MIqOAW € ‘[ 9INSI]

L
Qourur juawre[r e oo
. oo oo oo oo ...
° [ 2 ] [ ] .
L [ ) .. .
sred judwreyi g ’ oo
[opued  H opued QIW00IeS

7 anbsi(q



Introduction bibliographique

La force de contraction produite par le raccourcissement des sarcomeres est propagée au

travers de la fibre grace aux liaisons entre la myofibrille et la fibre.

I1.1.3 Les sarcomeres

Les sarcomeres sont les unités contractiles répétées constituant une myofibrille (Figure
12). Un sarcomere est compris entre deux disques Z (structure d’attache des filaments
d’actine). Il comprend donc deux moitiés de bande I (filaments d’actine), une bande A
(filaments de myosine et d’actine), une zone H (filaments de myosine) et une ligne M
(structure d’attache des filaments de myosine). Les caractéristiques des sarcomeres sont
modulées en fonction des différents types de muscle, en utilisant des isoformes de protéines
contractiles diverses (Agarkova et Perriard 2005). Un sarcomere est donc constitu¢ de
filaments fins et épais et de leurs structures d’attache. C’est la plus petite unité contractile de

la fibre musculaire.

I1.1.4 Les costameéres

Les costameres sont des complexes protéiques entourant les disques Z des myofibrilles,
permettant leur alignement. Ils transmettent la force de contraction des sarcomeres vers la
matrice extracellulaire via le sarcolemme, et donc vers les autres fibres musculaires. De part
leur positionnement le long des sarcomeres, les costameres transmettent les forces
latéralement, ce qui permet de maintenir une longueur uniforme entre les différentes cellules

musculaires. Les costameres sont donc des zones soumises a un effort mécanique important.

Des protéines appartenant a la famille des filaments intermédiaires, comme la desmine,
sont des constituants majeurs des costameres. L’intégrité du costamere est essentielle au bon
fonctionnement du muscle. Des dysfonctionnements dans cette structure est liée a des
dystrophies, comme par exemple la dystrophie musculaire de Duchenne. Ces maladies ont
permis d’identifier des protéines constitutives des costameres, comme la dystrophine, dont le
mauvais fonctionnement du géne est responsable de la myopathie de Duchenne. En effet, la

dystrophine est directement impliquée dans la liaison entre le sarcolemme et le costamere.

Les protéines du costameére
Vinculine — Taline — a-actinine — B-intégrines - Desmine — Dystrophine — y-actine —

Dystrobrévine — Syntrophine — Dystroglycane — Filamine - Desmuline - Syncoiline
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II.1.5 Laligne M

La ligne M forme une structure sombre et dense aux électrons au milieu de la bande A,
qui coupe longitudinalement la myofibrille. C’est un élément important du cytosquelette du
sarcomere. La ligne M apparait formée d’un ensemble de lignes, dont le nombre varie selon le
type de fibre (Lange ef al 2005b). Ainsi, les fibres rapide contiennent les lignes M4, M1, M4,
les fibres lentes M6, M4, M4’, M6’, et les fibres intermédiaires M6, M4, M1, M4’, M6°.

La myomésine et la M-protéine sont des composantes structurales de la ligne M
(Obermann et al 1996). La quantité de myomésine est la méme dans tous les types de fibres,
mais la quantité de M-protéine est plus importante dans les fibres rapides. Les lignes M sont
des structures dynamiques dont la composition évolue en fonction de la spécialisation de la

fibre et du muscle. Ceci permettrait de régler finement les propriétés €lastiques de la ligne M.

La M-protéine constitue notamment la ligne M1 (Agarkova et Perriard 2005). La
myomésine constitue quant a elle les lignes M4 et M4, et est associée avec la créatine kinase,
enzyme métabolique dont la fonction est d’apporter de 1’énergie aux muscles. Quant aux
lignes M6 et M6’, leur composition n’est pas encore connue. La myomésine et la M-protéine

sont liées a la partie C-terminale de la titine.

Les lignes M1, M4, M4’, M6 et M6’ forment des lignes reliant les filaments épais de
myosine, en se liant avec la titine d’une part, et avec la myosine d’autre part. Des filaments
M, paralléles aux filaments épais, relient ces lignes entre elles. L’obscurine est impliquée dans
la formation de la ligne M (Kontrogianni-Konstantopoulos et al 2004) et dans son ancrage au
reticulum sarcoplasmique via I’ankirine (Lange et al 2006). La protéine a doigts de zinc
MUREF-1, fixée sur la titine, est impliquée dans des fonctions cellulaires telles que la
signalisation, 1’ubiquitination, et la transcription (Clark ef a/ 2002). La calpaine 3 (ou p94),
dont le role essentiel dans le muscle squelettique a été montré par études de mutants, serait

fixé sur la titine.

D’autres enzymes métaboliques ont été localisées dans la ligne M, comme 1’énolase, la
phosphofructokinase, et 1’adénylate kinase. Celles-ci se fixent sur la ligne M par

I’intermédiaire de DRAL/FHL-2 (Lange et a/ 2005a).

La ligne M permet d’assurer une structure résistante aux efforts mécaniques et une

répartition régulicre des filaments épais, donc de maintenir 1'intégrit¢ du sarcomere
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(Schoenauer et al 2005). En effet, la ligne M renforce le role stabilisateur de la titine, protéine
qui parcourt la totalité du sarcomere en reliant le disque Z a la ligne M, et ramenant ces
structures en position initiale apres la contraction. La ligne M a un r6le analogue au disque Z.
Des souris KO pour la myomésine ou la M-protéine n’ont pu étre produites a I’heure actuelle,
mais des KO conditionnels pour le domaine de la titine reconnaissant la ligne M ont été
produites. L’activation du KO conduit a un désassemblage du sarcomere et a la mort de la
souris, ce qui montre le caractere essentiel de la ligne M. La protéine MURF-1, fixée sur la
titine, régule la dégradation des protéines musculaires et est impliquée dans la maintenance de

la ligne M.

Les protéines de la ligne M
Créatine kinase — Myomésine — M-protéine - Obscurine — Titine (partie C-terminale)
— DRAL/FHL-2 — Ankirine — MURF-1 — Calpaine 3/p94

I1.1.6 Le disque Z

Le disque Z délimite un sarcomére et constitue le point d’ancrage des filaments fins
d’actine et des filaments de titine (Clark e al 2002). C’est le disque Z qui transmet la force de
contraction au reste de la fibre musculaire via les costameéres. C’est cette structure qui permet
également I’alignement et la synchronisation des myofibrilles. De plus, certains constituants
du disque Z transmettent des signaux aux noyaux. Ce disque ne se réduit pas a son rdle de
structure, mais posséde également un role dans la signalisation. Un constituant majeur du

disque Z est I’a-actinine, qui est comme 1’ossature de ce disque.

Les protéines du disque Z
ag-actinine — Spectrine — Myotiline — Myopalladine — y-filamine — Téléthonine —

Desmine — Titine (partie N-terminale)

I1.1.7 Les filaments épais

Les filaments épais sont ancrés au disque Z et a la ligne M (Figure 13). Ils sont constitués
principalement de centaines de molécules de myosine (Clark et a/ 2002). Chaque filament
peut ainsi compter entre 200 et 400 molécules de myosine. La longueur des filaments est
régulée par la titine. La partie N-terminale de cette grande protéine de 3000 kDa est fixée sur
le disque Z et sa partie C-terminale sur la ligne M. Cela permet ainsi de maintenir

I’alignement du sarcomere durant la contraction musculaire. Cette protéine est donc une
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actrice essentielle dans la longueur et I’orientation du filament épais. En effet, les tétes de
myosine (partie N-terminale de la chaine lourde) sont dirigées vers les filaments d’actine, et
les queues (partie C-terminale) vers la ligne M. L’épaisseur du filament épais est régulé par
les MyBP (Myosin Binding Protein) lors de sa formation, qui se fixent sur les filaments de
myosine. La MyBP-C établit un lien entre le filament de myosine et la titine. L’adénosine
monophosphate déaminase est fixée sur les chaines lourdes de myosine ainsi que sur la titine.
Elle est impliquée dans les changements métaboliques du muscle, dont la régulation est
importante pour le bon fonctionnement musculaire. Des mutations dans le gene de ’AMP-

déaminase menent a des myopathies.

Les protéines du filament épais

Myosine — Titine —- MyBP — AMP-déaminase

I1.1.8 Les filaments fins

Les filaments fins forment les bandes I caractéristiques des myofibrilles et sont reliés
entre eux par le disque Z (Figure 14). Les filaments fins sont des fibres d’actine al. En effet,
I’actine globulaire, ou actine-G, se polymérise pour former ces fibres, devenant 1’actine-F.
Ces filaments ont une structure en double hélice et sont orientés au sein du filament fin (Clark
et al 2002). En effet, la fibre d’actine n’est pas figée, elle est dans une dynamique
d’association/dissociation. L’extrémité qui croit le plus rapidement est appelée I’extrémité
barbelée. L’addition et la perte d’actine sont régulées par CapZ. Cette extrémité est située du
coté du disque Z. L’autre extrémité, a la vitesse de croissance plus faible, est appelée
extrémité pointue. Sa dynamique d’addition/perte est réalisée par la tropomoduline. Cette
extrémité est du coté de la ligne M. La régulation de cette dynamique est essentielle au

maintien de la longueur uniforme du filament fin.

La nébuline agit comme un guide moléculaire dans la formation du filament d’actine,
régulant sa taille. La tropomyosine s’associe avec I’actine afin de bloquer son interaction avec
la myosine. Un dimére de tropomyosine recouvre 7 monomeres d’actine. Ce blocage est

controlé par la troponine.

Les protéines du filament fin

Actine a1l — Nébuline — CapZ — Tropomoduline — Tropomyosine — Troponine
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II.1.9 Le collagéne

Le collagene est la protéine la plus abondante chez les mammiferes et les oiseaux. Il est
un constituant essentiel des tissus conjonctifs, présents dans tous les tissus. C’est une protéine
qui présente des propriétés de rigidités mécaniques et de résistance au cisaillement et a la
compression, composant principal les trois enveloppes du muscles : endomysium, perimysium

et epimysium.

Il existe 7 isoformes de collagéne dans les muscles squelettiques bovins : I, 111, IV, V, VI,
XII et XIV (McCormick 1999). Les types I et III sont les principales protéines de la matrice
extracellulaire et sont responsables de la transmission de la force des myofibrilles aux tendons
des muscles squelettiques.

La force de tension et la stabilité mécanique du collagéne sont conférées par la quantité et

le type de liaisons entre les molécules de collagene.

Les molécules fibrillaires de collagéne sont formées de 3 sous-unités polypeptidiques,
appelées hélices a (Lepetit 2004). La séquence d’acides aminés de ces chaines est différente
selon les types de collagéne. Les hélices a sont associées par des liaisons hydrogenes pour
former une triplehélice. Ces liaisons sont renforcées par la présence de glycine, proline,
alanine et hydroxyproline.

Les molécules de collagéne subissent des modifications post-traductionnelles :

e Au niveau intracellulaire, certains résidus lysine et proline sont hydroxylés.
Certaines lysines sont glycosylées.

e Au niveau extracellulaire, les molécules de collagéne sont assemblées en téte-a-
queue pour former des microfibres. Puis celles-ci s’agrégent par groupe de 5 pour

former des fibres matures de collagene.

Différents types de liaisons sont mis en place durant la maturation de la fibre de collagene,
dont les liaisons cétoamines (4 par molécules de collageéne) et les liaisons pyridinium. Ces
dernicres lient 3 molécules de collagéne ensemble et sont tres stables. Les différents types de
liaisons évoluent avec 1’dge de 1’animal. Ainsi, les liaisons trés stables de type pyridinium
augmentent avec 1’age (Lepetit 2007). De plus, les proportions des isoformes de collagene

changent également avec 1’age, le type d’animal et de muscle (Geay et a/ 2001).
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II.1.10 Les systémes protéasiques

Les systémes protéolytiques identifiés comprennent des matrice-métallopeptidases (MMP),
des calpaines (calcium dépendantes), des cathepsines (protéines lysosomiales), les caspases,

le protéasome et les protéases a sérine (Sentandreu et al 2002).

I1.1.10.1 Calpaines

Ce sont des peptidases a cystéine calcium-dépendante, formant un groupe de peptidases
intracellulaires important (Sentandreu et al 2002). Les calpaines les plus étudiées sont la
p-calpaine (active a des concentrations en calcium de 1’ordre du uM), et la m-calpaine (active
a des concentrations en calcium de I’ordre du mM). Ce sont des hétérodimeres de deux
sous-unités : une sous-unité catalytique de 80 kDa (Figure 15), responsable de l’activité
peptidase, unique pour chaque enzyme, et une sous-unité de 30 kDa régulatrice commune a
toutes les calpaines.

Les p-calpaines et m-calpaines sont ubicuitaires alors que d’autres sont tissus-spécifique
(comme la calpaine 3 ou p94). Ces p et m-calpaines ont été retrouvées dans les tissus
musculaires de toutes les especes étudiées.

L’activité des calpaines est régulée par les ions calcium Ca’", les phospholipides, et leur
inhibiteur spécifique, la calpastatine. Les ions calcium se fixent sur la sous-unité catalytique
et régulatrice. Les phospholipides quant a eux se fixent sur la sous-unité catalytique, sous la
dépendance des ions calcium. Cela active I’activité des calpaines. La fixation des ions calcium
et des phospholipides se ferait de maniere coopérative. La calpastatine est une protéine
polymorphe dont la masse est comprise entre 50 a 172 kDa, et comprend 4 domaines. Chacun
possede une activité inhibitrice sur une calpaine. Les différents isoformes sont les résultantes
de mécanisme d’épissages alternatifs, de phosphorylation, et de transcription / traduction
initiés a différents sites. Ainsi, la forme phosphorylée de la calpastatine est majoritairement
présente dans les fibres lentes, et est minoritaire dans les fibres rapides. Les calpastatines
agissent comme des inhibiteurs compétitifs sur les calpaines en se fixant sur les sous-unités
régulatrices et catalytiques, sous la dépendance des ions calcium.

Le role des calpaines est encore mal connu, mais leur dysfonctionnement est source de
maladies, comme les dystrophies. Ces enzymes auraient un role trés important dans la
physiologie cellulaire, comme la différenciation, 1’apoptose, et le turn-over des protéines

myofibrillaires.
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Figure 15. Structure cristallographique de la sous-unité catalytique de pn-calpaine de
Rattus norvegicus

Figure 17. Structure cristallographique du protéasome 20S de Bos taurus

Source : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/
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I1.1.10.2 Cathepsines

Les cathepsines (Figure 16) sont des protéases lysosomiales actives a pH acide (de 3 a
6,5). Elles forment un groupe complexe incluant des exo- et endo-peptidases (Sentandreu et a/
2002). Plusieurs familles peuvent étre distinguées : les protéases a cystéine (cathepsines B, H,
L,...), a acide aspartique (cathepsines D et E), et sérine (cathepsine G).

Leur activité est controlée par le pH, I’activation de leur précurseur, et leurs inhibiteurs
spécifiques. Les cathepsines sont actives a pH acides, c’est pourquoi elles fonctionnent au
sein du lysosome. Cependant, la cathepsine S semble étre active a pH 7, ce qui indiquerait une
activité hors du lysosome. L’activité peut aussi étre contrélée par le clivage en N-terminal du
propeptide pour devenir une enzyme mature. La présence d’inhibiteurs spécifiques permettrait
également de réguler les cathepsines.

Les cathepsines sont régulées par les cystatines, qui forment un groupe d’inhibiteurs de
protéases a cystéine. 4 familles peuvent étre distinguées sur la base de leur structure primaire.
Les cystatines sont présentes dans le cytoplasme, et préviennent donc d’une activité
extra-lysosomiale des cathepsines.

Les cathepsines sont considérées comme étant des enzymes intervenant dans les
dégradations aspécifiques dans le lysosome. Elles seraient donc impliquées dans de nombreux
processus cellulaires, et constituent les cibles de nombreuses études. Certaines, comme les
cathepsines B, H et L seraient impliquées dans le développement de cancers au travers de la
dégradation de la matrice extracellulaire, ou par 1’activation d’autres peptidases (dont les
caspases, responsables de 1’apoptose). Les cathepsines S, L, B, D et F seraient impliquées
dans les mécanismes de présentation d’antigéne. Un dysfonctionnement de leur régulation
engendrerait des troubles comme le cancer, I’artherosclérose, la maladie d’Alzheimer, des

scléroses et désordres musculaires.

11.1.10.3 Protéasome 20S

Le protéasome 20S est un complexe de 700kDa, une structure cylindrique constituée de 4
anneaux (Figure 17). Il possede plusieurs activités catalytiques : une activité chymotrypsine,
trypsine et peptidyl-glutamyle (Sentandreu et a/ 2002). Dans la cellule, le protéasome 20S est
soit sous forme libre, soit associ¢ avec de grands complexes régulateurs. De nombreux
polymorphismes du protéasome 20S existent et les isoformes sont différemment distribués

dans tous les tissus et sont retrouvés chez tous les mammiferes.
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La régulation du complexe est assurée par des activateurs et des inhibiteurs. Certains
activateurs, comme PA700 ou PA28, sont bien caractérisés, contrairement aux inhibiteurs. Un
pH acide diminue I’activité du protéasome 20S.

Le protéasome 20S a un réle important dans la protéolyse non lysosomiale. De nombreux
événements cellulaires sont concernés tels que: la présentation des antigeénes, la
différenciation cellulaire, I’apoptose et la dégradation de tissus musculaires. Le protéasome
20S dégraderait plus précisément la troponine C et les chaines légeres de myosine. Sa
concentration dans les fibres oxydatives est plus importante que dans les fibres glycolytiques.

A T’instar des calpaines, le protéasome 20S cause une dégradation des disques M et Z. 1l

serait un acteur important de la protéolyse des disques Z dans les fibres oxydatives.

11.1.10.4 Caspases

Les caspases (Figure 18) sont des peptidases a cystéines capables de cliver des protéines
apres un résidu d’acide aspartique (Sentandreu ef a/ 2002). Elles ont un réle dans 1’apoptose
(mort cellulaire programmée), dans son initiation et son accomplissement, et pourraient en
avoir d’autres dans différents mécanismes cellulaires (notamment dans I’inflammation).
Différentes formes ont été identifiées dans différents tissus et dans des organismes aussi
variés que les nématodes ou Homo sapiens. Une caspase est formée de trois domaines : un
domaine N-terminal, dont le role est de réaliser les interactions protéine-protéine, un second
domaine formant la grande sous-unité portant le site actif, et un troisiéme domaine qui a un
role dans la conformation de la protéine. Pour étre active, une caspase doit subir divers

clivages protéolytiques.

I1.1.10.5 Matrice metallopeptidase

Les MMPs forment une grande famille de metalloendopeptidases a zinc, impliquées dans
le catabolisme du tissu conjonctif (Figure 19). Dix-huit MMPs, d’un poids moléculaire allant
de 25 a 75 kDa ont été identifiées (Sentandreu et a/ 2002). Elles jouent un role important dans
I’embryogen¢se et dans la formation des tissus, et interviennent dans de nombreuses maladies.
Les MMPs et leurs inhibiteurs auraient un role dans 1’apoptose. Chacune de ces MMPs ont
une fonction spécifique, en particulier envers un substrat collagénique. L’activité de ces
MMPs est controlée par I’activation de leurs précurseurs et par l’interaction avec leurs
inhibiteurs. Il existe plusieurs isoformes d’inhibiteurs de MMPs, ayant plusieurs degrés de

glycosylation. L’expression des MMPs et de leurs inhibiteurs serait dépendante du type de
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Figure 19. Structure par ravons X d’un complexe de la MMP13 collagénase3 avec son
inhibiteur Timp-2 de Bos taurus

Figure 20. Structure cristallographique de la trypsine complexée avec Pinhibiteur Xa de
Bos taurus

Source : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/
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fibre. Leur fonction précise dans la dégradation du tissu conjonctif est encore inconnue, mais

les MMPs sont capables de dégrader les fibres de collagene.

I1.1.10.6 Peptidase a sérine

Elles forment un grand groupe d’enzymes protéolytiques dont les plus connues sont les
peptidase digestives (trypsine (Figure 20), chymotrypsine) et les thrombines, plasmines
(Sentandreu et al 2002). La présence de peptidase a sérine a été rapportée dans les muscles
squelettiques et celles-ci auraient un réle dans la régulation du métabolisme des cellules
musculaires et 1’homéostasie. Des peptidases a sérine sont présentes également dans la
matrice extracellulaire. Il existerait ainsi des peptidases a sérine comme la thrombine dans les
cellules musculaires, et aussi a haute concentration dans 1’espace extracellulaire, comme la
plasmine.

Les inhibiteurs de peptidase a sérine forment une famille complexe parmi lesquelles la
plus importante est la famille des serpines, acronyme pour inhibiteurs de protéases a sérine.

Les serpines régulent des mécanismes comme la coagulation, 1’apoptose et I’inflammation.
I1.2 La contraction musculaire

La contraction musculaire (pour revue : Gordon et al 2000) se produit lorsque les fibres
musculaires sont dépolarisées en réponse a un stimulus nerveux, capté par la fibre via la
plaque motrice puis propagé dans toute la cellule par le tubule transversal, juxtaposant le
reticulum sarcoplasmique (Figure 21A). Ce reticulum stocke dans sa lumiere des ions Ca*’,
qui diffusent dans les myofibrilles, suite a 1’ouverture de ports excités par le potentiel
d’action. Les ions vont se fixer a la troponine, ce qui va modifier sa conformation (21B). La
tropomyosine, associée a la troponine, va également subir une modification de sa
conformation, ce qui va découvrir le site de fixation de la myosine sur I’actine.

La myosine, complexée a I’ATP (Figure 21B-1), va hydrolyser cette molécule énergétique
en ADP et un phosphate inorganique (Figure 21B-2). L’énergie produite est accumulée par la
myosine, qui est activée. La myosine se complexe alors a 1’actine, pour former I’actomyosine
(Figure 21B-3). Cela entraine la libération du phosphate inorganique. Grace a 1’énergie
accumulée, la myosine change de conformation (Figure 21B-4). La téte pivote, ce qui entraine
le déplacement du filament d’actine vers le centre du sarcomére. La molécule d’ADP est
ensuite libérée (Figure 21B-5). Le complexe actomyosine est stable (Figure 21B-6) et sans

apport d’ATP, la téte de myosine ne peut pas se dégager de 1’actine. Cet état est a I’origine de
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Introduction bibliographique

la rigor mortis. La fixation d’une molécule d’ATP permet de dissocier ce complexe, et
d’engager un nouveau cycle de contraction.

Lorsque le signal nerveux est stoppé, les Ca**-ATPase du reticulum sarcoplasmique fixent
les ions calcium pour les stocker dans la lumic¢re du reticulum. Ces ATPases sont en
compétition avec la troponine, mais leur meilleure affinité pour le calcium a comme
conséquence un retour a la concentration initiale en Ca*" au sein de la fibre musculaire. La
troponine, libérée du Ca”", retrouve sa conformation originale, et la tropomyosine également.
Cette derniere recouvre alors le site de fixation de la myosine sur ’actine, ce qui empéche un

cycle de contraction.
I1.3 Le métabolisme énergétique de la fibre musculaire

La contraction musculaire fait intervenir I’ATP, molécule énergétique, pour rompre le
complexe actomyosine, mais également pour stopper I’action des ions Ca®’. La fibre
musculaire a donc un besoin important de restaurer les molécules d’ATP a partir de I’ADP.
Le glucose est un substrat énergétique essentiel, qui va étre métabolisé par la cellule pour
régénérer des molécules d’ATP, par la voie de la glycolyse (voie d’Embden-Meyerhof-

Parnas).
I1.3.1 La glycolyse

La glycolyse, voie anadrobie car n’utilisant pas d’oxygene, se déroule dans le cytosol de la
fibre musculaire et fait intervenir de nombreuses enzymes (Figure 22). Le glycogene,
molécule de stockage du glucose, sert également de point de départ de la réaction. Le glucose
et le glycogene sont transformés en glucose-6-P, par I’action de 1’hexokinase pour le glucose,
et par I’action de la phosphorylase et la phosphoglucomutase pour le glycogéne. Le glucose-
6-P est transformé en fructose-1,6-biP par 1’action des enzymes phosphoglucose isomérase et
phosphofructokinase. Ce fructose, par la réaction de 1’aldolase et la triose phosphate
isomérase, génere deux molécules de glycéraldéhyde-3-P. La transformation d’une molécule
de ce substrat par la glycéraldéhyde phosphate déshydrogénase en 1,3-biphosphoglycérate fait
intervenir la réduction d’un cofacteur, le NAD", en NADH + H'. La suite de la réaction fait
intervenir les enzymes phosphoglycérate kinase, phosphoglycéromutase, énolase et pyruvate
kinasse, pour produire en fin de réaction du pyruvate. Ainsi, en prenant en compte les 2
molécules d’ATP nécessaires a I’initiation de la réaction, la glycolyse permet de produire, a

partir d’une molécule de glucose, 2 molécules d’ATP, de NADH + H'et de pyruvate. C’est un
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Introduction bibliographique

rendement tres faible, car le pyruvate contient encore beaucoup d’énergie. Mais la glycolyse a
I’avantage d’étre rapide, et n’a pas besoin d’oxygeéne pour fonctionner. C’est un atout
important lorsque la fibre musculaire fournit un effort soudain par exemple. La glycolyse est
régulée principalement au niveau de deux enzymes : la phosphofructokinase et la pyruvate
kinase. Le pyruvate sert de substrat pour deux autres voies métaboliques : la production de

lactate et la voie aérobie.
11.3.2 Production de lactate

Cette réaction de fermentation permet 1’oxydation anaérobie du NADH, régénérant le
NAD". Dans les cellules musculaires, il s’agit de fermentation lactique, se déroulant dans le
cytosol de la fibre. Cette réaction, réalisée par la lactate déshydrogénase, permet de transférer
les électrons du NADH vers le pyruvate et ainsi de régénérer le NAD" et d’obtenir du lactate
(Figure 23A). Le lactate n’est pas utilisable par les fibres musculaires. Il s’accumule dans le
muscle. Cette accumulation constitue un signal de fatigue musculaire. Le lactate passe dans le

sang, et est transporté jusqu’au foie, ou il sera transformé en pyruvate.
I1.3.3 La voie aérobie

Le pyruvate est transporté dans la mitochondrie, organite dans lequel se produit la voie
acrobie (Figure 23B). Cette voie, comprenant le cycle de I’acide tricarboxylique, produit du
CO,, du GTP, du NADH" et du FADH,. Les enzymes intervenant dans cette voie sont :
pyruvate déshydrogénase, citrate synthase, aconitase, isocitrate déshydrogénase, o-
cétoglutaraye déshydrogénase, succinyl-CoA synthase, succinate déshydrogénase, fumarase,
et malate déshydrogénase. Les molécules NADH™ et FADH, sont utilisées dans la chaine
respiratoire mitochondriale pour produire de I’ATP (Figure 24). Cette chaine est constituée de
5 complexes protéiques : NADH-ubiquinone réductase (I), Succinate-ubiquinone réductase
(IT), Ubiquinonce-cytochrome C réductase (II1), Cytochrome oxydase (IV) et ATP synthétase
V).

La régénération des molécules de NAD" et FAD, respectivement dans les complexes I et II
a partir d¢ NADH' et FADH2, permet un déplacement de protons depuis la matrice
mitochondriale vers I’espace intermembranaire. La formation d’H,O par le complexe IV a
partir de 5 O2 et 2 H' renforce le gradient. Cette réserve de protons H' permet a I’ATP
synthétase de régénérer I’ATP a partir d’ADP et un phosphate. Cette voie permet donc de

régénérer les cofacteurs nécessaires au cycle de 1’acide tricarboxylique et les molécules
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d’ATP. Pour une molécule de glucose, la voie aérobie permet de produire 36 a 38 molécules
d’ATP. Ce rendement est plus élevé que celui de la glycolyse. La voie aérobie permet de
produire beaucoup d’énergie, mais nécessite plus de temps pour se mettre en place. C’est un

atout pour la fibre lors d’un effort constant et long.
11.3.4 Intégration des différentes voies

Le métabolisme énergétique de la fibre musculaire ne fait pas intervenir une seule et
unique voie. En effet, les différentes voies sont connectées entre elles de par leurs substrats et
produits communs (Figure 25). Les lipides permettent ¢galement a la cellule de produire de
I’énergie par le cycle des acides gras. Ces différentes voies sont régulées en fonction des
besoins et des caractéristiques de la fibre musculaire (pénurie d’oxygene, besoins
énergétiques importants...). Une fibre peut ainsi étre orientée vers un métabolisme plus
glycolytique ou oxydatif. Les muscles peuvent étre glycolytiques ou oxydatifs, avec toutes les
nuances possible, afin d’assurer au mieux leur fonction (muscle de posture a contraction lente
mais longue, ou muscle de mouvement a contraction rapide). Ces régulations du métabolisme
influencent les quantités et propriétés des différents acteurs concernés (enzymes, produits et

substrats).
I1.4 Les protéines chaperonnes

Le repliement des protéines, étape indispensable pour 1’acquisition de la forme
tridimensionnelle et active de la protéine, est un processus pouvant générer des protéines
aberrantes, mal conformées ou partiellement repliées, susceptibles de réagir avec d’autres
composants cellulaires et de former des agrégats. Par exemple, la maladie de Parkinson et la
Chorée de Huntington sont des maladies neuro-dégénératives dues a des agglomérats de
protéines mal conformées, détruisant les neurones. Afin d’encadrer le repliement des
protéines, les cellules disposent de protéines spécialisées, les chaperonnes moléculaires. La
plupart d’entre elles portent un nom commengant par la mention HSP pour « Heat Shock
Protein » ou « Protéine de Stress Thermique », car les premiéres a avoir été découvertes sont
impliquées dans des mécanismes de défense contre le stress thermique. Ces chaperonnes se
fixent sur les polypeptides en cours de synthése et les chaines polypeptiques neo-synthétisées,
prévenant leur agrégation et les interactions indésirables avec d’autres protéines. De plus,
elles favorisent leur repliement correct ainsi que 1’assemblage des complexes protéiques. Ces

chaperonnes moléculaires protégent également les protéines cellulaires lors de stress
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Introduction bibliographique

cellulaires (thermique, oxydant), en empéchant leur agrégation et en maintenant leur
fonctionnement (Fink 1999). La cellule contient un ensemble de chaperonnes différentes
formant des réseaux d’interaction et de complémentarité¢ (Young et al/ 2004). Il existe ainsi
plusieurs familles majeures de chaperonnes: Hsp20, Hsp40, Hsp60, Hsp70, Hsp90 et
Hsp100.

I1.4.1 Hsp20

Cette famille est constituée de Hsp (par exemple Hsp20, Hsp27 et aB-crystalline) dont la
taille est comprise entre 12 et 43 kDa. Ces chaperonnes fonctionnent indépendamment de
I’ATP. Beaucoup sont produites en condition de stress. Elles préviennent la formation
d’agrégats, et ont une haute affinité pour les chaines polypeptidiques intermédiaires formées

lors de leurs repliements.
11.4.2 Hsp40

C’est une famille composée de plus de 100 membres différents, caractérisés par la présence
d’un domaine DnalJ hautement conservé. Les Hsp40 sont des co-chaperonnes des Hsp70. En
effet, le domaine Dnal stimule I’activité ATPasique des Hsp70, conduisant a la stabilisation
des complexes. Les Hsp40 sont également des chaperonnes a part enticre, se fixant sur des
protéines non repliées et des chaines polypeptidiques en formation qu’elles adressent a la

machinerie des Hsp70.
11.4.3 Hsp60

Les Hsp60 (GroEL chez Escherichia coli) encapsulent les polypeptides dans une cavité,
avec Hspl0 (GroES chez Escherichia coli) et en utilisant de I’ATP. Cela prévient ainsi les
interactions avec d’autres composants de la cellule. Ce complexe facilite le repliement des

protéines.
11.4.4 Hsp70

C’est une grande famille de chaperonnes impliquées dans le repliement des protéines, mais
également dans d’autres fonctions cellulaires. Les Hsp70 ont une faible activit¢ ATPasique,
augmentée par la fixation de Hsp40. Il existe plusieurs dizaines de Hsp70 dans une cellule

(par exemple Hsp70-1A, Hsp70-8 et Hsp70-GRP75), dont des formes cytosoliques,
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mitochondriales, ou induites par le stress. Les Hsp70 sont les chaperonnes dominantes pour

les protéines en cours de synth¢se.
I1.4.5 Hsp90

Les Hsp90 possédent beaucoup de similitudes avec les Hsp70. Elles interagissent avec des
éléments du cytosquelette, des transducteurs de signaux (comme le récepteur a la
progestérone) et des protéines kinases. Elles jouent un role important en modulant 1’activité

des protéines.
11.4.6 Hspl100

Ces Hsp permettent aux cellules de survivre aux stress extrémes. Ce sont les seules Hsp
pouvant solubiliser les agrégats protéiques formés par la chaleur. Elles sont impliquées dans
diverses fonctions, comme la protéolyse. Elles pourraient agir avec les Hsp40 et les Hsp70

pour augmenter I’action de ces derniéres sur le repliement des protéines.
11.4.7 Quelques mécanismes

Les Hsp70 se fixent sur les protéines en cours de synthése de maniere ATP-dépendante. Le
complexe formé par Hsp40 et Hsp70 protege les polypeptides en formation de I’agrégation, et
contrdle leur repliement a la fin de la synthése. Ce complexe est associé¢ aux chaines
ribosomales. Hsp60 est complexée aux protéines synthétisées. Hsp40 et Hsp70 ont plutdt un
role précoce, tandis que Hsp60 a un rdle plus tardif. Les systetmes Hsp70 et Hsp60 sont
complémentaires et agissent en synergie en formant un réseau de chaperonnes.

Les Hsp70 et Hsp40 jouent un rdle clé dans D’import et I’export de protéines
mitochondriales. Ces deux chaperonnes forment, avec la protéine cible, un complexe d’import
ou d’export.

Les Hsp ont également une fonction anti-apoptotique, en séquestrant des facteurs pro-

apoptotiques comme Bax. Les Hsp favorisent la survie cellulaire.
II.S L’apoptose

L’apoptose est un mécanisme physiologique de mort cellulaire programmée (Taylor et al
2008). Cela permet d’éliminer les cellules endommagées ou dangereuses pour les autres
cellules. C’est un phénomene essentiel a la vie d’un organisme, notamment au cours de son

développement. C’est un processus trés conservé depuis les organismes monocellulaires
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jusqu’aux mammiferes. Il est réalisé en particulier par les caspases, activées par deux voies
principales (Figure 26).

Dans un premier cas, le stimulus est externe a la cellule et correspond a ’activation d’un
récepteur de mort cellulaire par un ligand activateur, comme TNFa. Le récepteur recrute et
active la caspase 8, qui a son tour, active par protéolyse les caspases 3 et 7. Cela mene a
I’activation des caspases.

Dans le deuxiéme cas, [’événement activateur est la rupture de la membrane
mitochondriale par un stress cellulaire. Cela aura pour conséquence I’efflux du cytochrome c
dans le cytoplasme. Le cytochrome ¢ forme avec d’autres protéines (Apaf-1, caspase 9) un
complexe nommé 1’apoptosome, qui va activer des caspases. Durant ces phénomenes de
stress, des protéines du choc thermiques (HSP) sont synthétisées et ont un role anti-
apoptotique, par formation d’un complexe avec les caspases pour les inhiber, par
séquestration des facteurs pro-apoptotiques (comme le cytochrome c), par la protection des
protéines cibles et les prévenir de la dégradation, et enfin par le rétablissement des structures
protéiques.

Les caspases vont alors dégrader différents constituants de la cellule, notamment le
cytosquelette. Ainsi, des protéines comme I’actine, la myosine, la spectrine, 1’a-actinine, la
tubiline, la vimentine et la kératine sont protéolysées. Cela meéne a un affaissement de la
cytostructure de la cellule, ce qui lui confére un aspect caractéristique au microscope
photonique. Les caspases dégradent la lamina nucléaire et fragmentent I’ADN de maniere
caractéristique. Elles clivent certains composants des jonctions adhérentes cellulaires, comme
les caténines et les cadhérines. Les cellules en apoptose se rétractent alors et ne sont plus en
contact avec la matrice extracellulaire et d’autres cellules. Les caspases ciblent aussi des
constituants assurant des fonctions de routine de la cellule, comme les facteurs de traduction,
de transcription et les ARN ribosomaux. L’appareil de Golgi, le reticulum endoplasmique, et
les mitochondries se disloquent. Plusieurs centaines d’autres protéines sont la cible des
caspases, comme certaines enzymes du métabolisme. Enfin, les cellules en apoptose exhibent
des marqueurs spécifiques sur leur membrane, comme la phosphatidylsérine et I’annexine-1,
ce qui constitue un signal de reconnaissance pour les phagocytes. Ces derniers éliminent les

cellules par phagocytose.
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III Les qualités sensorielles de la viande bovine

Les qualités sensorielles de la viande bovine (couleur, flaveur, jutosité, tendreté)
dépendent de la composition et des propriétés structurales du muscle, en particulier de ses
deux composantes majeures que sont la trame conjonctive et les myofibres. Elles sont
dépendantes des caractéristiques de 1’animal et du muscle, mais évoluent également en
fonction des traitements de maturation lors de la transformation du muscle en viande apres

I’abattage de I’animal (Hocquette ef al 2005b,2005a).
II1.1 La couleur

La couleur est une qualité¢ visuelle importante car c’est la premicre per¢ue par le
consommateur au moment de I’achat, en particulier dans les grandes surfaces ou la viande est
en libre service.

La couleur dépend de la teneur et de 1’état de la myoglobine du muscle (Monin 1991).

Elle varie en fonction de 1’état d’oxydation de la myoglobine : la myoglobine réduite non
oxygénée est rouge pourpre, la myoglobine réduite oxygénée est rouge-vif, la myoglobine
oxydée est rouge-brun. Cette derniére coloration entraine une réaction de rejet de la part du
consommateur.

Le type métabolique du muscle est un facteur de premicre importance pour la stabilité de
la couleur. En effet, le taux de pigments (donc de myoglobine) varie du simple au double en
fonction du muscle de la carcasse. De plus, plus le muscle est oxydatif, plus la formation de
myoglobine oxydée rouge-brun (impact négatif sur le consommateur) est rapide.

Le pH joue un role important dans 1’état de la myoglobine. A pH élevé (supérieur a 6)
I’activité respiratoire est plus facilement maintenue, favorisant ainsi la réduction de la
myoglobine, ce qui améne une coloration pourpre. De telles viandes sont qualifiées de
« viandes a coupe sombre ».

L’age de I’animal influe aussi sur la quantité de myoglobine. Celle-ci augmente

rapidement jusqu’a deux ans. L augmentation devient plus modérée par la suite.
II1.2 La flaveur

C’est une qualité organoleptique qui fait appel aux sens gustatifs et olfactifs, dont la
perception est complexe. La flaveur est trés différente d’un muscle a un autre (Monin 1991).

Ainsi, le muscle Rectus abdominis est réputé pour avoir une flaveur plus développée que
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Psoas major. Le type métabolique des muscles serait un facteur important pour la flaveur. En
effet, les fibres oxydatives, contenant plus de lipides, jouent un rdle important dans la
détermination de la flaveur. D’autre part, la flaveur se développe avec 1’age, la teneur en
lipides augmentant lorsque les animaux vieillissent (Touraille 1994).

La flaveur va également évoluer au cours de la cuisson, par les réactions de Maillard
(entre acides aminés et sucres réducteurs) et par la dégradation des lipides, triglycérides et
phospholipides.

Les mécanismes biologiques a l’origine de la flaveur sont complexes et ne sont pas

totalement élucidés.
I11.3 La jutosité

La jutosité est d’abord due a une libération d’eau provoquée par la mastication, puis a la
stimulation de la salivation par les lipides (Monin 1991).

La teneur en eau est variable d’un muscle a un autre. Ainsi, le Diaphragma est caractérisé
par 71,6% d’eau et le Brachialis 77,2%. Cette teneur varie inversement a la teneur en gras. La
capacité de rétention d’eau est liée au pH du muscle, mais de grandes variations sont
observées entre muscles de méme pH. Une viande a pH tres faible aura tendance a perdre son
eau et devenir séche, une viande a pH élevé a une bonne rétention d’eau et donc une jutosité
supérieure (Touraille 1994). 11 a ét€¢ montré que les pertes en eau des muscles rouges oxydatifs
sont plus importantes que pour les muscles blancs glycolytiques. De plus, une viande riche en
lipides est moins seche qu’une viande maigre. Les facteurs de la rétention d’eau restent encore

assez méconnus.
I11.4 La tendreté

C’est une qualité de premiere importance pour le consommateur car elle a un réle de
premier plan lors de la mastication (Touraille 1994). En effet, la tendreté correspond a la
capacité d’une viande a étre tranchée. Mais c’est une caractéristique qui présente la variabilité
la plus importante et la moins maitrisée, source d’insatisfaction des consommateurs. Elle va
évoluer au cours de la phase de transformation du muscle en viande (Ouali 1991) (Figure 27).

En effet, les changements post-mortem dans le muscle qui se mettent en place apres
’abattage de I’animal vont avoir une importance énorme dans 1’évolution de la tendreté. Afin

d’appréhender cette derniére, il est nécessaire de comprendre ces changements post-mortem.
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Pendant la période post-mortem, les cellules musculaires maintiennent leur homéostasie
(Maltin et a/ 2003). Elles ont donc besoin de régénérer les molécules d’ATP. Mais I’arrét de
I’approvisionnement en oxygene et en nutriments les oblige a utiliser la voie anaérobie, la
glycolyse. Le glycogene est alors métabolisé pour permettre la régénération des molécules
d’ATP, aboutissant en fin de chaine a la production de lactate. L’accumulation de ce produit
acidifie progressivement le muscle, et le pH intracellulaire des cellules musculaires passe
d’un pH de 7,2 a un pH ultime de 5,4 — 5,7. Ce pH ultime est important pour différentes
qualités organoleptiques de la viande. La nature de la relation entre pH et tendreté n’est pas
complétement comprise. Un pH élevé (supérieur a 6) produit des viandes a coupe sombre,
séches et impropres a la consommation a cause du développement favorisé des micro-
organismes. Ce fort pH est di & une réserve de glycogene faible, et donc a une glycolyse
faible. Une chute trop forte et rapide du pH aboutit & un pH ultime trop faible (inférieur a 5),
ce qui entraine une couleur défavorable au consommateur et une perte d’eau importante. La
chute de pH, plus précisément sa vitesse, dépend aussi de la température a laquelle est placée
la carcasse (Ouali 1991). En effet, cette chute de pH est la résultante d’actions enzymatiques
inhibées a basse température.

La baisse d’ATP inhibe les ATPases sarcoplasmiques, ce qui mene a la fuite des ions
calcium Ca”" dans le reticulum. Le relargage de ces ions du reticulum sarcoplasmique vers la
fibre musculaire provoque la contraction de cette derniére. En temps normal, la myosine se
détache de I’actine par hydrolyse de I’ATP. La cellule utilise cette molécule énergétique pour
se détendre. Mais 24 heures aprés ’abattage, les réserves en ATP ne sont plus suffisantes
pour assurer la décontraction. Les té€tes de myosine ne se détachent plus des filaments d’actine
et le muscle rentre en état de contraction permanente. C’est la rigidité cadavérique, ou rigor
mortis. Celle-ci est plus prononcée au bout de 24 a 48 heures apres ’abattage. La dureté de la
viande est alors maximale.

La tendreté va se mettre en place progressivement grace au processus de maturation, étape
essentielle a la. La phase de maturation indispensable allonge la durée de I’immobilisation de
la viande, donc son colit de stockage et le développement des micro-organismes. En
conséquence, la phase de maturation doit étre menée de fagon optimale, pas trop courte afin
de produire une viande tendre, mais pas trop longue non plus pour ne pas avoir une viande
chere et de mauvaise qualité hygiénique. Le processus de maturation est caractérisé¢ entre
autre par 1’action des protéases endogénes du muscle et débute dés la mort de I’animal (Ouali
1991). Les effets ne sont pas visibles tout de suite car cachés par 1’évolution de la rigor

mortis. C’est apres la rigidité cadavérique maximale que les effets se feront sentir.
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La tendreté est également dépendante des méthodes de préparation de la viande (découpe,

cuisson) qui ne seront pas expliquées ici.

Afin d’étudier la tendreté des viandes, encore faut il pouvoir I’évaluer avec objectivité. De
nombreux tests mécaniques sont disponibles pour réaliser ce type d’étude apres 1’abattage et
la découpe de I’animal, par exemple : le test de cisaillement Warner-Bratzler, le test de
compression, de tension, de morsure, la pénétrométrie, et le découpage par lames multiples
(Lepetit et Culioli 1994). Or, la texture du muscle est la résultante de nombreux facteurs, et
son évaluation ne peut étre réduite a un seul parametre mécanique. C’est pourquoi dans de
nombreuses ¢tudes, le test sensoriel, faisant intervenir un jury de dégustation entrainé a juger
de la qualité des viandes dont la tendreté, est employé en complément des tests mécaniques.
L’évaluation de la tendreté effectuée par ces tests dans différentes équipes est a nuancer en
fonction de la préparation des échantillons. Selon les pays, les échantillons étudiés sont cuits
avec une température a ceeur de 55-60°C en France (Dransfield et al 2003) et a 70°C aux
USA (Wheeler et al 1998).

Le test de Warner-Bratzler (WB) est le principal test mécanique utilisé internationalement
pour suivre 1’évaluation de la tendreté (Lepetit et Culioli 1994). 11 s’agit d’appliquer une force
de cisaillement sur un échantillon, ce qui fait intervenir la résistance du tissu conjonctif
(Lepetit et Salé 1985). Différents protocoles et matériels existent, mais Wheeler et al (1997)
ont standardisé ce test. Ce dernier consiste a découper dans 1’échantillon a analyser 6
cylindres au maximum d’un diameétre de 1,27cm (Figure 28A). Ceux-ci sont découpés dans
I’axe longitudinal aux fibres musculaires. Ensuite, une force de cisaillement est exercée sur le
cylindre, de maniere perpendiculaire a 1’orientation des fibres. Cette force est produite par une
lame de 1,016mm d’épaisseur, dont le c6té tranchant est en forme de V inversé, d’un angle de
60° (Figure 28B). Le cisaillement est appliqué au centre du cylindre par un appareil Warner-
Bratzler dont la vitesse de cisaillement est réglable (Figure 28C). La force nécessaire au
cisaillement de 1’échantillon est exprimée en kg/cm?.

Le deuxiéme test mécanique le plus utilisé est le test de compression (Lepetit et Salé
1985). 11 s’applique sur un échantillon de 1 x 1 x 1,5cm, maintenu entre deux plaques
longitudinales paralleles. Les fibres musculaires sont orientées dans le sens des plaques. La
compression appliquée permet de mettre en valeur les caractéristiques de la structure
myofibrillaire.

Le test sensoriel fait appel a un jury de dégustation entrainé a I’évaluation de la tendreté

de la viande bovine. Le nombre de personne est variable selon les études, il est en général de
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Figure 28. Test de Warner-Bratzler

A. Lame en V inversé de 1,016mm utilisée pour le test.
B. Echantillons de 1,27cm de diametre découpés dans le steak a analyser.
C. Mise en place du test sur un échantillon.

Wheeler et al, 1997
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6 a 12. Ces personnes notent les échantillons en fonction de leur tendreté, dont 1’échelle
differe selon les études. D’apres la méthode décrite par Otremba et al (1999), les échantillons
sont des cubes découpés dans les steaks a analyser. Ils sont présentés aux membres du jury
dans un ordre aléatoire. Entre chaque échantillon, les personnes boivent de 1’eau
déminéralisée et mangent des crackers non salés afin d’éliminer toute interférence entre les
échantillons.

L’évaluation de la tendreté est une problématique en ce sens que de nombreux tests
différents existent. Le test WB est corrélé avec la dureté sensorielle de la viande (r = 0,82) et
est donc inverse a la tendreté (Peachey et al 2002). Comme le test de compression, le test WB
est mécanique et donc ne reflete pas forcément la sensation de tendreté pergue par les sens
humains. C’est pourquoi le jury de dégustation est utilisé. Mais une évaluation purement
humaine est sujette a une grande variation car la tendreté peut étre percue différemment par
deux personnes pour un méme échantillon. Les deux types de tests sont souvent employés de
concert afin d’avoir une évaluation la plus juste possible de la tendreté¢ de la viande. La
corrélation entre ces deux tests est en moyenne de — 0,60, en allant de — 0,26 a — 0,95
(Whipple et al 1990, Shackelford et al 1999, Peachey et al 2002, Rhee et al 2004, Wheeler et
al 2004). Ces corrélations varient notamment en fonction du type de muscle analysé et des
incohérences peuvent apparaitre, soit a cause du manque de répétabilité¢ di aux propriétés du
muscle considéré, ou a la variabilité des notes décernées par un jury de dégustation (Wheeler
et al 1997). Les tests demandent une quantité¢ importante de viande, ce qui peut étre

préjudiciable pour le volume d’échantillons a analyser.
IIL.5 Caractéristiques de la tendreté

La tendreté est dépendante de plusieurs composantes : les fibres musculaires, le collagéne,
les lipides intramusculaires, et les systémes protéasiques. Ces derniers interviennent lors de la
transformation post-mortem du muscle en viande a 1’abattoir et aussi sur les caractéristiques
de la viande en bouche. L’importance de leur contribution a la tendreté n’est pas la méme
selon les muscles. Certains facteurs peuvent méme é&tre favorables a la tendreté dans un

muscle et étre défavorables dans un autre (Koohmaraie ez a/ 2002).
IIL.5.1 Les fibres musculaires

Les protéines myofibrillaires influencent fortement la tendreté¢ de la viande bovine

(Koohmaraie ef al 2002). Les différentes caractéristiques des fibres, au niveau de leur vitesse
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de contraction et de leur métabolisme, produisent des effets différents sur la tendreté. Ces
derniers varient en fonction du muscle, des animaux et des races, ce qui constitue un défi a
I’établissement d’une définition claire et consensuelle de la contribution des fibres a la
tendreté. Néanmoins, plusieurs points ont pu étre dégagés a I’heure actuelle (Figure 29),
méme si certains d’entre eux sont sujets a débats et discussions, comme par exemple la
surface des fibres et leur métabolisme (Renand er a/ 2001). La vitesse de maturation,
processus essentiel dans 1’établissement de la tendreté, est influencée par le métabolisme
glycolytique ou oxydatif des fibres et par leur type contractile. En effet, I’étude de Ouali et
Talmant (1990) montre que le rapport calpaine / calpastatine est plus ¢élevé dans les muscles a
contraction rapide. Ainsi, la protéolyse est plus importante et donc la vitesse de maturation est

plus grande.

Les travaux de Dransfield ef al (2002, 2003) rapportent que la valeur du pH a 3 heures
post-mortem explique 0,52 de la variation de la tendreté. En effet, ce dernier doit connaitre
une baisse modérée, pas trop rapide, pour que la tendreté soit jugée comme bonne. En
conséquence, le potentiel glycolytique des fibres constitue un critére important dans
I’évolution du pH a 3 heures post-mortem. Les muscles les plus glycolytiques peuvent
présenter une chute de pH trop rapide et sont susceptibles d’étre plus défavorables a la
tendreté sur ce critére par rapport aux muscles plus oxydatifs. Par exemple, le muscle
Longissimus thoracis, plus oxydatif et plus tendre, est caractérisé¢ par une valeur de pH plus
élevée (6,4) a 3 heures post-mortem alors que le Semitendinosus, plus glycolytique et plus
dur, présente une valeur de pH plus faible (6,0). Ainsi, une baisse de 0,4 unité de pH a pour
conséquence une chute de 0,7 unité de score de tendreté. Toutefois, un contrdle du pH dans la
carcasse n’est pas envisageable en raison des vitesses de refroidissement différentes dans la

carcasse ainsi que des différentes vitesses de chute du pH dans les muscles.

Une corrélation (r = 0,53) entre la taille des fibres et la tendreté a été observée a 24 heures
post-mortem (Crouse et al 1991). Cette corrélation devient faible aprés 14 jours de
maturation. En fait, la taille des fibres est un facteur déterminant pour la tendreté précoce. Les
effets de la protéolyse post-mortem plus tardive sont plus importants que ceux de la taille des
fibres sur la tendreté. L’étude de Renand ef al (1997) a montré que la surface des fibres
musculaires est une caractéristique expliquant une variabilité génétique de 11% de la tendreté.
Les animaux ayant des fibres de petite taille ont tendance a avoir une viande plus tendre (r = -

0,33). Des résultats provenant d’équipes nord-américaines et danoises montrent également ce
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type de relation, mais de maniére moins importante (r = -0,11). Sur ce criteére, les fibres
oxydatives sont donc plus favorables a la tendreté que les fibres glycolytiques. En effet, les
fibres oxydatives ont un diametre plus faible que les fibres glycolytiques car celui-ci est limité
par la diffusion de I’oxygene, plus efficace dans une fibre de petite taille que de grande taille
(Maltin et al 2003). Cependant, pour certaines études dont celle de Dransfield ez a/ (2003), le
facteur « taille des fibres » est trop peu important en comparaison des facteurs « pH » et

« type métabolique ».

Le type métabolique des fibres musculaires influe également sur la tendreté. Mais la
nature de la relation entre type métabolique et tendreté est complexe.

Ainsi, les études de Zamora et al (1996) montrent que la résistance des muscles est
corrélée positivement (r = +0,65) avec I’activité de 1’enzyme oxydative citrate synthase.
Donc, plus un muscle est rouge oxydatif, plus sa dureté est importante aprés maturation. Les
études réalisées par Renand ez a/ (1997, 2001) montrent ¢galement que plus le métabolisme
du muscle est de type oxydatif, plus la viande est dure. Ceci est en accord avec les résultats
sur les muscles des bovins culards, dans lesquels plus un muscle est glycolytique, plus la
viande est tendre.

Mais contrairement a ces résultats, Maltin ef a/ (1998) montrent une corrélation positive (r
= 0,48) entre la tendreté et la proportion de fibres SO, et une corrélation négative (r = -0,38)
entre la tendreté¢ et la proportion de fibres FG. Maltin et al/ (1998) mettent en avant
I’importance du turn-over protéique dans les fibres a métabolisme oxydatif pour expliquer une
plus forte dégradation des protéines myofibrillaires, et donc une tendreté plus prononcée.
L’étude de Strydom ef al (2000) trouve une corrélation positive entre la fragmentation
myofibrillaire et les fibres rouges (r = 0,48) d’une part, et les fibres intermédiaires (r = 0,83)
d’autre part, et de la méme maniere, une corrélation négative entre la fragmentation
myofibrillaire et les fibres blanches (r = -0,72). Ces résultats sur la nature plus importante de
la dégradation myofibrillaire dans les fibres oxydatives sont différents de ceux trouvés par
Ouali et Talmant (1990), qui montrent que le taux de maturation est plus important dans les
fibres glycolytiques que oxydatives. L’étude de Dransfield ef al (2003) arrive également a
montrer que les viandes tendres possédent un pourcentage plus élevé de fibres SO que de
fibres FOG. Maltin et a/ (2003) expliquent que les fibres anaérobies sont défavorables a la
tendreté car les réserves importantes de glycogene induisent une chute trop importante du pH

due a une accumulation trop €levée du lactate.
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Cependant, les différents résultats doivent €tre pondérés par les différences entre les
systémes de production étudiés. Ainsi, les études menées par Maltin ef a/ (2003) et Strydom
et al (2000) portent sur des races anglaises et croisées pour la premicre, et sud-africaines pour
la deuxieme. Les études de Zamora et al (1996) et Renand et a/ (2001) portent sur des
taurillons Charolais. Quant a Dransfield ez al (2003), son étude a porté sur 4 races : Aubrac,
Charolaise, Limousine, Salers, et sur des taurillons et des vaches d’ages différents. Ainsi, les
relations entre métabolisme des fibres et tendreté son différentes selon les systemes de
production. De plus, I’impact du type métabolique des fibres sur la tendreté peut changer du
tout au tout en fonction du muscle. Ainsi, Maltin et a/ (2003) montrent que plus le muscle
Longissimus lumborum est oxydatif, plus il est tendre, ce qui est I’inverse du muscle Vastus
lateralis. L’étude de Picard et a/ (2007) montre le méme type de résultat, c'est-a-dire que plus
le muscle Longissimus thoracis est oxydatif, plus il tendre. C’est I’inverse pour le
Semitendinosus ; plus il est glycolytique, plus il est tendre.

La nature exacte de la relation entre type métabolique et tendreté est donc trés complexe,
car sans doute régie par un grand nombre de facteurs dont beaucoup sont encore inconnus. La
contribution du type métabolique a la tendreté va évoluer en fonction du systeme de
production (races utilisées, méthodes d’élevage), ce qui se traduit par une hétérogénéité des
résultats en fonction des équipes de recherche. De plus, il a ét€¢ montré qu’au sein des mémes
animaux, la contribution du métabolisme a la tendreté est différente selon les muscles.
Renand et al (2001) signalent tout de méme I’existence d’un consensus pour dire que le

métabolisme oxydatif serait plus favorable a la tendreté.

D’un point de vue général, la contribution de tous ces facteurs a la tendreté, connus et
inconnus, est nuancée en fonction du type de muscle, de I’animal, de la race et du mode
d’élevage. La différence de contribution des caractéristiques des fibres et des autres
constituants du muscle (collagéne, lipides, protéases) est difficilement distinguable, car

tous interagissent ensemble et varient en fonction du muscle notamment.

IIL.5.2 Le collagéne

L’épimysium est retiré généralement lors des opérations de découpe de la viande, et ne
constitue pas un facteur important dans la tendreté. Le tissu intramusculaire (perimysium et
endomysium) joue donc un réle clé dans la qualité de la viande puisqu’il est retrouvé dans la

viande apres découpe.
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L’étude de Lepetit (2004) a montré que le collagéne intervient positivement dans la
tendreté par sa solubilité, et négativement par sa teneur dans le muscle. De plus, ’importance
du collagéne dans la tendreté est variable en fonction de la température de cuisson de la
viande. La solubilité du collagéne augmentant avec la température, son importance est moins
forte dans les études nord-américaines ou la viande est cuite a une température de 10°C
supérieure aux ¢€tudes francaises.

Dr’ailleurs, les différents morceaux de la carcasse sont classés en trois groupes selon leur
teneur en collagene : les morceaux a griller, a braiser ou a bouillir. Lorsque le collagéne est
chauffé, il se contracte et se dénature aux alentours de 58-65°C pour se transformer en
gélatine insoluble, par rupture des liaisons intramoléculaires d’abord, puis des liaisons
intermoléculaires si la cuisson s’intensifie (Lepetit 2004). Quelques différences existent dans
la température de dénaturation entre les différents types de collagene. En conséquence, les
morceaux contenant beaucoup de collagéne nécessitent un temps et une température de
cuisson plus importants afin de transformer le collagéne en gélatine. A I’inverse, des
morceaux pauvres en collagene peuvent étre cuits rapidement.

Les liaisons pyridinium et la quantité de collagéne sont déterminantes pour la qualité de la
viande, en particulier pour la tendreté. Ainsi, les muscles les moins tendres, comme le
Semimembranosus, présentent une concentration de collagene (3%) et un nombre de liaisons
pyridinium élevés (McCormick 1999). A I’inverse, un muscle tendre comme le Longissimus
dorsi, présente une concentration en collagene (1,86%) et un nombre de liaisons pyridinium
plus faible.

Mais certains muscles comme le Gluteus medius ont beaucoup de collagene (2,77%) et peu
de liaisons pyridinium. Le muscle Psoas major a peu de collagéne (1,41%) et beaucoup de
liaisons pyridinium. Ces deux muscles présentent une bonne tendreté. Il en a été conclu que la
concentration en collagéne et le nombre de liaisons pyridinium ont un effet additif en
diminuant la tendreté (McCormick 1999).

La solubilit¢ du collagene décroit lorsque 1’dge de 1’animal augmente, en raison de
I’augmentation du nombre de liaisons pyridinium, et a pour conséquence une viande moins
tendre. Les femelles présentent une teneur en collageéne plus faible que les males castrés, eux-
mémes en possédant moins que les males entiers. Sur ce critere, la viande est donc plus tendre
chez les femelles, puis les beeufs et enfin les males entiers, 4 méme age (Hocquette ef a/
2005a).

Le collagéne n’étant pas ou tres peu affecté par les protéases, la teneur en collagéne du

muscle définit une dureté de base qui limite la tendreté maximale du muscle. Cependant le
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collagene de type III est plus sensible aux protéases. Sa proportion dans le muscle influe sur
la tendreté (Monin 1991).

Les types de collagéne XII et XIV (présents dans le périmysium) diminueraient la
solubilité du collagéne total (Listrat et a/ 2000), et donc la tendreté. Ces types de collagéne
« mineurs » joueraient un role important dans les propriétés physiologiques du collagene.

Cependant, il est difficile de relier précisément 1’apport du collageéne dans la tendreté car
deux muscles présentant une teneur, composition et solubilité identique en collagéne peuvent
avoir des tendretés différentes en raison de la résistance des fibres musculaires qui s’oppose a

la contraction du collagene (Lepetit 2004).
II1.5.3 Les lipides

Les lipides sont présents sous la forme de triglycérides (acides gras hydrophobes saturés)
majoritaires et de phospholipides (lipides membranaires insaturés) (Renand et al/ 2001).

Diverses ¢tudes ont montré qu’il existe une corrélation positive entre la teneur en lipides et
la tendreté, comme celle de Picard et al (2006) (r = + 0,23) et Renand et al (1997) (r = +
0,19). La couche de gras sous-cutané protege le muscle de la contracture au froid, et maintient
la température musculaire a un niveau favorable a la maturation (Geay et al/ 2001). La
diminution du gras intramusculaire a un impact négatif sur la tendreté, bien qu’il n’explique
que 3 a 10 % de la variabilité de la tendreté.

La présence d’adipocytes abaisse la dureté d’un muscle en produisant un effet lubrificateur
durant la mastication, ce qui réhausse la sensation de tendreté pergue par le consommateur

(Renand et al 2001).
II1.5.4 Les systémes protéasiques

Les systeémes protéasiques interviennent lors de la phase d’attendrissage de la viande
appelée maturation, qui constitue donc un processus essentiel dans I’amélioration progressive
de la tendreté apres la rigor mortis des muscles. Cette rigidité survient 24 a 48 heures apres
I’abattage. C’est ensuite que débute la phase de maturation, sur des carcasses correctement
refroidies & une température inférieure ou égale a 7°C. La maturation est un processus
multifactoriel trés complexe essentiellement enzymatique, résultant donc de D’action de
protéases endogenes sur les protéines myofibrillaires, fragilisant la structure musculaire. Le
processus de maturation varie en vitesse et en intensité entre muscles d’'un méme animal, en

relation avec le type contractile et métabolique des muscles (Ouali 1991). Les systémes
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protéolytiques vont dégrader les protéines myofibrilaires et du cytosquelette. Ils vont ainsi
briser les liens inter et intra myofibrilles, les liaisons myofibrille / sarcolemme, et
I’attachement des cellules musculaires a la lame basale. Il s’agit d’une protéolyse ménagée
qui va détendre progressivement le muscle jusqu’a une valeur de tendreté maximale. Le
processus de protéolyse des protéines myofibrillaires est un phénomene clé dans
I’établissement de la tendreté. Cependant celui-ci est variable d’un animal a un autre.
L’oxydation des protéines va moduler la protéolyse. En effet, les protéines oxydées forment

des agrégats, ce qui décroit leur sensibilité aux protéases (Morzel et a/ 2006).

La variabilité¢ du processus de maturation peut résulter des différences de concentration
d’enzymes et du rapport enzymes / inhibiteurs entre muscles. La croissance musculaire est
augmentée lorsque 1’activité protéolytique est réduite par I’action des inhibiteurs. Ainsi, le
taux d’inhibiteurs de protéases pourrait constituer un bon indice dans 1’évaluation de la
tendreté (Sentandreu ef al 2002). Les protéases impliquées dans la tendreté sont les calpaines,
les cathepsines, le protéasome, les matrice metallopeptidase, et les peptidases a sérine. Les
caspases sont également impliquées, en tant qu’effectrices de 1’apoptose.

Etant donné que les calpaines auraient un rdle trés important dans la mise en place de la
tendreté post-mortem, elles sont les cibles de nombreuses études. Certaines ont ainsi rapporté
que la dégradation des disques Z, réaction corrélée positivement a la tendreté, est due a
I’activité des calpaines. Certains auteurs n’hésitent pas a rendre les calpaines responsables de
95% de D’activité protéolytique totale lors de la mise en place de la tendreté (Koohmaraie et
Geesink 2006). C’est ainsi que le systéme calpaines/calpastatine serait un bon marqueur de la
tendreté¢ de la viande, et plus précisément le rapport calpaine / calpastatine. A I’instar des
calpaines, le protéasome 20S cause une dégradation des disque M et Z. Il serait donc
également un acteur important de la protéolyse (Houbak et al 2008).

Le role des cathepsines dans la mise en place de la tendreté est sujet a contreverse. En
effet, I’activité de ces enzymes ne permet pas d’expliquer la variabilit¢ de la tendreté,
contrairement aux calpaines. De plus, les cathepsines sont contenues dans le lysosome et
n’ont pas acces aux protéines myofibrillaires. Mais certaines études ont montré qu’apres une
maturation de 14 jours, la membrane du lysosome se rompt progressivement, libérant les
cathepsines. Ainsi, la fraction soluble est enrichie de ces enzymes. La présence des cystatines
dans le cytoplasme inhibe I’activité des cathepsines ainsi libérées. C’est pourquoi le rapport
cathepsines / cystatines serait un bon indice de D’activité de ces enzymes. L’activité de

certaines cathepsines, comme les B, H et L, serait corrélé a la tendreté. Des incubations de
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fibres musculaires dans des extraits de lysosymes ont montré que 1’actine et la myosine sont
partiellement dégradées au bout de 7 a 10 jours post-mortem. Ainsi, tout comme les calpaines,
le rapport cathepsines / cystatines pourrait constituer un marqueur de la tendreté. D’une
manicre plus générale, les changements de la structure myofibrillaire lors de la protéolyse ne
peuvent étre expliqués par un seul systeme protéolytique. C’est pourquoi une action
synergique des calpaines et des cathepsines est envisagée lors de cette phase de maturation.

Etant donné que le collagéne ne subit que peu de changements durant la maturation, les
MMPs ont été peu étudiées dans le cadre des sciences de la viande. Cependant, d’autres
constituants de la matrice extracelullaire des fibres musculaires, comme les laminines,
fibronectines et dystroglycanes, pourraient étre affectés par les MMPs. L’étude de ces
protéases et de leurs inhibiteurs permettrait d’en savoir plus sur les événements post-mortem
ayant lieu dans la fibre musculaire.

La présence des différents types de protéases a sérine est complexe a identifier. Leur role
dans la mise en place de la tendreté reste encore a préciser, ce qui fait 1’objet d’études en

cours actuellement.

Les protéases jouent ainsi un role critique dans la mise en place de la tendreté, et
particuliérement le systéeme calpaine / calpastatine. Mais d’autres systémes
protéolytiques, comme les cathepsines par exemple, restent moins étudiées et pourtant
ces systémes sont impliqués dans la mise en place de la tendreté. D’une maniére
générale, D’efficacité d’action de ces systémes protéolytiques constitue un bon indice de
la mise en place de la tendreté (rapidité, amplitude). Plus précisément, c’est le rapport
enzymes / inhibiteur qui est déterminant pour la protéolyse lors de la maturation.

La maturation est un processus essentiel a la tendreté de la viande, dépendant a la
fois de facteurs biologiques (la nature des myofibres, le taux d’enzymes / inhibiteurs),
mais également de facteurs technologiques (température des carcasses). Il s’agit en outre
d’un processus trés complexe dont le déroulement exact est I’objet de nombreuses études

a ’heure actuelle.

ITI1.5.5 L’apoptose

Lors de I’abattage, ’exsanguination de la carcasse prive les cellules de nutriments et
d’oxygene. Les cellules s’engagent alors dans la voie de mort programmée. L’apoptose serait

donc un processus intervenant dans la mise en place de la tendreté (Ouali et a/ 2006). En
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effet, les premieres protéases actives lors de 1’abattage seraient les caspases, dont la fonction
premiere est de cliver les protéines cellulaires in vivo. Leurs substrats dans la cellule seraient
nombreux (de 1’ordre de centaines de protéines différentes dégradées), ce qui est comparable
a ce qui a été trouvé pour les calpaines, enzymes dont le role est déterminant dans la tendreté.
Les caspases pourraient donc dégrader des protéines clés dans 1’organisation structurale des
myofibrilles, conjointement avec d’autres protéases, et donc ainsi jouer un role de premier
plan dans la mise en place précoce de la tendreté, avant les calpaines. Ainsi, il existerait une
étape supplémentaire dans 1’évolution de la tendreté, avant la phase de rigor mortis, durant
laquelle I’apoptose a un rdle prépondérant (Figure 30). La part de I’apoptose dans la tendreté
est sujette a de nombreux débats a I’heure actuelle, en opposition notamment avec I’idée d’un

role trés largement dominant du systéme calpaine dans la maturation.
I11.5.6 Conclusion

La tendreté de la viande dépend donc de facteurs intrinséques au muscle, tels que la nature
des fibres et du collagéne, du taux de lipides et du rapport protéases / inhibiteur. Elle va
dépendre également de facteurs technologiques appliqués lors de la transformation du muscle
en viande a I’abattoir (refroidissement des carcasses) qui vont jouer durant la phase de
maturation. Le facteur le plus influant sur la tendreté est néanmoins le type de muscle.

L’évolution de la tendreté¢ est donc un concept difficile a comprendre précisément et
objectivement a I’heure actuelle. Les recherches portant sur la tendreté visent a mieux
comprendre la mise en place de cette qualité, notamment par une meilleure compréhension
des mécanismes moléculaires et cellulaires en jeu. Ainsi, les connaissances générées par ces
recherches permettront de proposer aux professionnels des outils pour controler et agir sur la
tendreté du vivant de 1’animal, permettant la production d’une viande de tendreté garantie.
Des outils génétiques permettront de sélectionner les lignées, et ainsi d’améliorer le
patrimoine génétique des races bovines en vue de produire une viande plus tendre.

Il est donc nécessaire d’étudier et de valider des marqueurs génétiques révélateurs des

caractéristiques de la tendreté évoquées dans cette premicre partie.
IV Génomique et tendreté

La tendreté est donc la résultante de 1’expression de nombreux caracteres phénotypiques,

comme il a été montré dans la premiere partie. Afin d’étudier et de déterminer ces caracteres,
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de nombreuses études sont en ceuvre a I’heure actuelle. Parmi elles, des études de génomique
contribuent a I’évolution des connaissances sur la tendreté.

La génomique peut étre définie comme étant la science qui étudie la structure et les
fonctions des génes, tandis que la génétique étudie la transmission des caractéres (Hocquette
et al 2007b). Les premieres études génétiques ciblaient des geénes isolés. Leurs résultats
étaient donc limités a des caractéres phénotypiques simples. Avec les progres réalisés ces
derniceres années (PCR, séquencgages, puces...) I’analyse en série de plusieurs centaines de
genes peut étre accomplie. Cela permet d’obtenir des résultats importants et d’avoir une vue

globale d’un processus aboutissant a un phénotype complexe : c’est 1’ére de la génomique.
IV.1 Le génome bovin

Le séquengage du génome bovin a été initié en 2003 par le Human Genome Sequencing
Center du Baylor College of Medicine a Houston (Texas, USA) et a été publié¢ le 24 Avril
2009 (Elsik et al 2009). L’ADN provient du sang prélevé sur un taureau de race Hereford,
Domino, et sur sa fille, une vache Hereford, Dominette. La taille du génome est estimée a
3000 Mb, organisé en 29 paires d’autosomes et une paire de gonosomes.

A T’heure actuelle, le génome bovin a été séquencé et assemblé, mais il n’est que peu
annoté. Une quatrieme version est disponible a ce jour (version Btau 4.2) depuis le 15 Avril
2009. L’assemblage couvre 7,1 équivalents du génome bovin. Les données peuvent étre
consultées sur le site du NCBI :

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=genomeprj&cmd=Retrieve&dopt=Overview
&list_uids=10708).

Le principal intérét de disposer du génome bovin est de pouvoir envisager d’effectuer des
progres rapides dans les domaines agronomiques, en ce qui concerne par exemple les qualités
sensorielles de la viande mais aussi les maladies du bovin, en passant par une sélection
génétique des reproducteurs. Mais I’intérét du séquencage du génome bovin ne s’arréte pas la.
En effet, les bovins étant proches des ovins et des porcins, le génome bovin pourrait servir de
modele de base pour I’étude de ces animaux d’élevage. Mais encore, le bovin peut étre utilisé
comme organisme modele dans I’étude des mammiféres, et ainsi contribuer in fine a
I’enrichissement des connaissances concernant Homo sapiens. Des progres en santé humaine,
notamment sur les sujets comme [’obésité, le diabeéte ou encore des maladies telles
qu’Alzheimer ou Parkinson, sont ainsi envisagés. Des programmes de séquencages partiels

d’autres races bovines, comme la Limousine ou la Holstein, ont été entrepris pour identifier
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des polymorphismes. Des banques d’ADNc bovins sont disponibles, notamment pour le

muscle squelettique (Sudre et al 2005).
IV.2 Marqueurs de la tendreté

Un marqueur biologique peut étre défini de fagon générale comme étant une molécule
biologique associée a un phénotype particulier, et qui peut étre aisément utilisée afin de
visualiser ce dernier. Deux types de marqueurs biologiques peuvent étre distingués : les
marqueurs génétiques et protéiques. Les marqueurs protéiques seront abordés dans une autre
partie.

Un marqueur génétique est un segment d’ADN aisément repérable, soit par la nature méme
de sa séquence, soit par le produit de son expression. Un marqueur génétique est donc un /oci
de I’ADN existant sous plusieurs formes ou alleles au sein d’une espece, ce qui donne le
polymorphisme (Schibler ef al 2000).

Il existe deux catégories de marqueurs :

e Les motifs répétés, qui consistent en des variations du nombre de répétitions
(exemple des minisatellites et des microsatellites).

e Les mutations ponctuelles ou SNP (Single Nucleotide Polymorphism, un tous les
kb chez les mammiferes) qui consistent en des changements de quelques bases de
la séquence ADN.

De multiples techniques de génomique sont disponibles afin d’analyser ces marqueurs.
Dans les recherches portant sur les caractéres phénotypiques, 1’identification de genes
impliqués dans I’expression des caracteres d’intérét est d’un atout important. De tels génes
sont qualifiés de QTL (Quantitative Trait Loci) lorsque leur variation allélique est associée a
un caractere phénotypique quantitatif.

L’identification de marqueurs et de QTL constitue un intérét de taille pour la filiere
d’élevage car la variabilité génétique peut étre exploitée afin de sélectionner les meilleurs
animaux selon leurs performances et améliorer la race. Des résultats ont été obtenus pour
I’identification de genes impliqués dans les qualités sensorielles des viandes, notamment le
persillé, mais aussi concernant la tendreté.

Différentes études ont mis en évidence des polymorphismes dans des génes dont
I’expression agit sur la tendreté. Ces génes ont été proposés comme étant des marqueurs et
certains polymorphismes sont ainsi exploités commercialement. La recherche de génes et la

détermination de leur polymorphisme est un sujet de recherche actif et soumis a une forte
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concurrence entre les entreprises pour exploiter au mieux ces avancés pour en faire profiter la

filiére viande.
IV.2.1 Marqueurs basés sur des polymorphismes

IV.2.1.1 CAPN1

Le gene CAPNI code une protéase a cystéine, la p-calpaine. Cette protéine dégrade les
protéines myofibrillaires durant la phase de protéolyse lors de la maturation (voir la partie sur
la tendreté). Des ¢tudes ont vérifié si le gene CAPNI1 pouvait constituer un bon marqueur de
la tendreté (Page et al 2002). Ce gene, localisé pres des télomeres du chromosome BTA29, est
organisé en 22 exons et 21 introns pour une taille de 30kb. Tous les exons ont été séquencés
pour étudier les variations alléliques chez une race hybride Piémontaise X Angus. Cela a
abouti a I’identification de 5 SNP dans les exons. Deux sont responsables d’un changement
d’acide aminé dans la séquence protéique. Le premier concerne un codon GCC (alanine) en
codon GGC (glycine) dans I’exon 9, pour I’acide aminé 316. Le second changement est
constitué du codon GTC (valine) en codon ATC (isoleucine) dans I’exon 14, pour 1’acide
aminé 530. Des analyses ont montré qu’un all¢le (alle¢le 1) contient 1’alanine en position 316
(A*'®) et la valine en position 530 (V>*°) tandis qu’un second allele (alléle 2) contient la

glycine en position 316 (G*'°) et I’isoleucine en position 530 (I°*°

). L’allele 1 a été associé a
une augmentation de la tendreté. Les vaches de race Limousine séquencées dans cette étude
ont I’allele 2, défavorable a la tendreté (Page et al 2004).

Une étude menée par White ef a/ (2005) a abouti a 1’identification d’autres SNP au sein du
géne CAPNI1 dans des races de Bos indicus, les SNP trouvés par Page et al n’étant pas
pertinents pour cette espéce. Trois marqueurs ont été identifiés : le marqueur 4751, 4753 et
530. Le marqueur 4751 est le plus corrélé a la tendreté et son utilisation avec le SNP316 de
Page et al (2002) est recommandé par White et al (2005), a la fois chez Bos indicus et Bos
taurus.

L’étude de Barendse et a/ (2007) pondére 1’implication de ces marqueurs de la tendreté en
fonction des races utilisées. Selon cette étude, la pertinence des SNP est race-spécifique.
Ainsi, les polymorphismes détectés et recommandés en utilisation commerciale sont

significatifs dans des races Belmont Red ou Angus, mais pas en ce qui concerne les races

bovines purement européennes.
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IV.2.1.2 CAST

Le géne CAST code pour la calpastatine, un inhibiteur de la p- et la m-calpaine, qui sont
deux enzymes impliquées dans la protéolyse post-mortem et donc la tendreté. Ainsi, 1’activité
de CAST a été corrélée a une réduction de la tendreté de la viande (Schenkel et a/ 2006). Ce
gene CAST a été localisé dans le chromosome BTA7.

Il existe un polymorphisme en position 257 du géne CAST. Il s’agit d’une transversion
G/C. L’étude menée par Schenkel ez al (2006) a montré qu’il existe une relation entre la
tendreté et la nature des alleles pour le géne CAST. Ainsi, a 21 jours post-mortem, sur le
muscle Semitendinosus, les homozygotes CC pour le gene CAST présentent une viande
significativement plus tendre (62 %) que les homozygotes GG. Les hétérozygotes CG
montrent une valeur de tendreté intermédiaire. Les animaux homozygotes CC seraient plus
favorables a I’obtention d’une viande plus tendre. Les deux alleles C et G ne sont pas répartis
de maniere uniforme dans les populations. Ainsi, la fréquence de I’allele C dans la race
Limousine (28 animaux testés) est de 73,2 %. Ce biais de distribution de 1’all¢le dans une race
a viande pourrait résulter des programmes de sélection employés de maniére empirique par les
¢leveurs.

D’autres polymorphismes de type SNP ont été trouvés, notamment par I’étude de Barendse
et al (2007). Le SNP en position 155 concerne une transition C vers T ce qui change 1’acide
aminé proline en leucine et donc la profil d’hydropathie de la protéine. Ce changement est
associ¢ a une variation de la tendreté. Un SNP en position 1487 concerne également une
transition de C vers T, ce qui change 1’acide aminé alanine en valine. Ce SNP est associé a
une variation de la tendreté. D’autres SNP ont été identifiés, ayant des effets plus ou moins
marqués sur la tendreté, en fonction de I’'impact qu’ils produisent sur la protéine et sa
fonction. En effet, les différents domaines de la calpastatine n’ont pas la méme incidence sur
le mécanisme d’inhibition de la calpaine, et des SNP affectant le domaine d’interaction
calpaine-calpastatine auront un effet fort sur la tendreté, tandis que les SNP sur les domaines

charni¢res de la calpastatine n’auront pas ou peu de conséquences.

IV.2.1.3 LOX

Le geéne LOX, positionné sur le chromosome BTA7, code pour une lysyl-oxidase. Celle-ci
forme des liaisons entre les fibrilles de collagene, sur les résidus lysines et hydroxylysines. La
nature et la quantité de ces liaisons sont des facteurs intervenant dans la tendreté de la viande
en modifiant la solubilit¢ du collagéne (voir la partie sur la tendreté). D’aprés Barendse

(2002), le polymorphisme de ce geéne constitue un marqueur de la tendreté. Il existe deux
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alleles du géne LOX retrouvés dans toutes les races de cette étude (Angus, Belmont Red,
Brahman, Hereford, Santa Gertrudis, Shorthorn) a des fréquences différentes. Les individus
hétérozygotes montrent des valeurs de tendreté extrémes, ce qui suggere que ce locus est

dominant.

IV.2.1.4 Tests commerciaux de la tendreté

Suite aux études ayant identifié¢ des polymorphismes dans des génes de la tendreté, des
sociétés ont mis au point des tests permettant de prédire la tendreté de la viande produite par

les animaux, a partir du génotype de ces derniers.

V.2.14.i Test GeneSTAR Tenderness

C’est un test mis au point par les compagnies Bovigen (USA) et CatapultGenetics
(Nouvelle-Z¢lande).

Ce test de tendreté utilise 3 SNP. Le premier, CAST-T1, est un SNP en position 2959 dans
la région 3’UTR du géne CAST, codant la calpastatine. Il concerne la transition G/A. Le
second SNP, CAPN1-T2-316, est situé¢ dans la base 5709 de I’exon 9 du géne CAPN1, codant
la calpaine. Il provoque une transversion G/C, ce qui change 1’acide aminé 316 de la
p-calpaine. Le troisieme SNP, CAPN1-T3-4751, est situé dans un intron (entre I’exon 17 et

18) en position 6545 dans ce méme gene. Il concerne la transition C/T.

1V.2.1.4.ii Test Igenity TenderGENE

C’est un test commercialis¢ par la compagnie Igenity (USA). Il utilise les mémes SNP que
GeneSTAR pour la p-calpaine (CAPN1-T2 et CAPNI1-T3) mais utilise le SNP UoG-CAST,
situé dans le gene CAST, en position 282 dans un intron (entre 1’exon 5 et 6). Il s’agit d’une

transversion G/C.

1V.2.1.4.iii ~ Mode opératoire

Pour I’éleveur, il suffit de prélever des poils de la queue du bovin a analyser (Figures 31A
et 31B). Il doit faire attention a bien conserver les bulbes des poils, car ce sont ces cellules qui
serviront a I’analyse. L’éleveur collecte les poils, environ 15 a 30 par animal, dans un
collecteur en plastique prévu a cet effet (Figure 31C). Les bulbes sont protégés par
I’enveloppe plastique, qui est ensuite envoyée a la société commercialisant le kit. C’est elle
qui se charge de I’analyse des génotypages.

Le protocole exact des génotypages réalisé par les sociétés n’est pas disponible.

Cependant, la technologie des puces a ADN, permettant une analyse rapide d’un grand
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nombre d’échantillon, est certainement employée. Les résultats des génotypages sont envoyés
a I’éleveur avec les prédictions sur la tendreté de la viande de ’animal (Figure 32), en

utilisant une table de score en fonction des génotypes (Tableau 2).

L’étude de Van Eenennaam et a/ (2007) a montré que ces deux tests sont fiables en ce qui
concerne le muscle Longissimus lumborum et pour les races Hereford, Brahman et les croisés
Charolais X Angus. Mais cette étude précise également que les races, le contexte
environnemental et les modes de production agissent sur I’impact des différents marqueurs
sur le phénotype final. Les études de validation d’un test sur une race et dans un contexte
donné, en I’occurrence aux USA, ne sont donc pas fiables pour les autres filicres, par exemple
la filiere frangaise. Cela montre la nécessité¢ de développer des tests adaptés aux conditions

d’élevage spécifiques du systeme frangais.
IV.2.2 Marqueurs basés sur la variation d’expression des génes

IV.2.2.1 DNAJAL1

L’étude de Bernard ef a/ (2007) a utilisé la comparaison de profils d’expression de geénes
par des puces a ADN. Les sondes ¢étaient constituées par des oligonucléotides représentant
des geénes humains et murins impliqués dans des processus normaux et pathologiques de
muscles cardiaques et squelettiques. Les cibles étaient des ARNm provenant de muscles
Longissimus thoracis de taurillons de races charolaise agés de 15 et 19 mois. Ces ARN ont été
rétrotranscrits au préalable. Les profils d’expression ont ¢été comparés entre animaux
présentant des valeurs extrémes de tendreté. Cela a permis de révéler 615 genes
différenciellement exprimés. Parmi ceux-ci, le plus significativement reli¢ a la tendreté est le
gene DNAJAL. EN effet, celui-ci explique 63 % de la variabilit¢ de la tendreté. Son
expression est corrélée négativement a ce critere de qualité de la viande. Le géene DNAJA1
code pour une protéine du choc thermique de 40 kDa, Hsp40. Celle-ci est une co-chaperone
d’une autre protéine du choc thermique de 70 kDa, Hsp70. Le complexe Hsp40 / Hsp70
inhibe directement le mécanisme d’apoptose en prévenant le transport de la protéine pro-
apoptotique Bax a partir de la mitochondrie. Ce role de DNAJA1 dans la tendreté est en
accord avec I’hypothese que I’apoptose jouerait un role dans la mise en place de la tendreté,
hypothese qui a été exposée en premiere partie. DNAJAI1 retardant I’apoptose, ce serait la
raison pour laquelle les muscle LT les plus tendres présentent le profil d’expression de

DNAJATI les plus faibles.
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Tableau 2. Scores et effets sur la tendreté en fonction des génotypes

La table des scores provient de la société Igenity. L impact des génotypes sur la résistance mécanique
(WBSF Effect : Test Warner-Bratzler) est indiqué.



Introduction bibliographique

IV.2.2.2 Autres marqueurs génétiques de la tendreté

L’étude de Bernard et a/ (2007) a également mis en évidence d’autres geénes dont le profil
transcriptomique est relié a la tendreté (Tableau 3).

C’est par exemple le cas du gene HSPB1, dont I’expression est négativement régulée a la
tendreté. Ce gene code pour Hsp27, protéine du choc thermique impliquée dans la résistance
au stress et I’organisation de 1’actine. La sous-expression de cette protéine serait la cause
d’une désorganisation des filaments d’actine, menant a leur dégradation. D’autres études ont
montré que cette protéine Hsp27 peut interagir avec les protéines de la voie de 1’apoptose,
notamment dans 1’activation des caspases (Herrera-Mendez et a/ 2006).

Le géne CRYAB est également sous-exprimé dans les lots de tendreté supérieure. Ce géne
code pour I’aB-crystalline. Cette protéine partage une homologie avec la Hsp27, et appartient
a la famille des protéines du choc thermique. L’aB-crystalline tient un role important dans la
protection des filaments en prévenant leur agrégation. La sous-expression de cette protéine
accélérerait la dégradation des filaments et par voie de conséquence, augmenterait la tendreté.

Ce sont au total 615 génes différenciellement exprimés dans des lots de tendreté extrémes
qui ont été mis en évidence par cette étude. Tous n’ont pas €té analysés et méritent des études

approfondies.

Les différentes études montrent qu’il existe de nombreux marqueurs génétiques de la
tendreté. Ces derniers sont cependant plus pertinents dans certaines races que dans
d’autres, en raison du génotype de chaque race, mais également des modes d’élevage qui
modifient in fine I’expression génétique. C’est pourquoi il est important de montrer des
polymorphismes spécifiques dans nos races francaises afin que la filiére viande bénéficie
des mémes avancés en terme de tests de prédiction de la tendreté que les australiens et
les américains ont mis en place pour leur filiére.

La détection des marqueurs de la tendreté est complétée notamment par des analyses

protéomiques.

V La protéomique et la tendreté des viandes

V.1 Définition

La protéomique est I’analyse du contenu protéique exprimé par un génome. Un protéome

est I’ensemble des protéines présentes dans une cellule ou un tissu a un moment donné. La
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Géne Nom Role dans la tendreté
Cbr2 Carbonyle réductase 2 Positif
CPTIB Carnitine Palmitoyltransférase 1B Positif
Cyp2c50 Cytochrome P450 polypeptide 50 Positif
LAMA3 Laminine a3 Positif
NDUFB4 NADH déshydrogénase sous-complexe 3 Positif
CCR5 Chemokine récepteur 5 Positif
MYH7 Myosine, polypeptide lourd 7 (muscle cardiaque) Positif
Tpm3 Tropomyosine 3 Positif
CRYAB Crystalline aB Négatif
DNAJAI Hsp40 Négatif
HSPBI Hsp27 Négatif
PDK4 Pyruvate déshydrogénase kinase, isoforme 4 Négatif

Tableau 3. Quelques génes dont I'expression est reliée a la tendreté

Adapté de Bernard et al, 2007.
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protéomique consiste a obtenir des informations sur 1’expression protéique des cellules, et en
déduire les fonctions des genes. Cela permet d’expliquer comment 1’hérédité et
I’environnement interagissent pour contrdler les fonctions cellulaires (Bendixen 2005).

La protéomique est utilisée pour rechercher par exemple des biomarqueurs de situations
physiologiques particulieres, telles que des maladies. Un marqueur protéique peut étre défini
comme une protéine dont la présence et / ou 1’activité sont responsables d’un phénotype

recherché, et qui est facilement visualisable.

V.2 Recherches sur la tendreté des viandes

La protéomique, dans I’étude de la qualité sensorielle des viandes en général et de la
tendreté en particulier, est d’un intérét énorme, non seulement dans la compréhension des
systémes musculaires complexes qui régissent la tendreté et sa variabilité, mais également
pour I’analyse de marqueurs de la tendreté. La recherche protéomique permettra de remonter

a I’information génétique grace aux données provenant du séquengage.
V.2.1 Chezle porc

Une comparaison du contenu protéique du muscle porcin Longissimus dorsi au moment
de D’abattage et 72 heures apres a ¢été réalis€e par Lametsch er al (2003). Les résultats
montrent que 103 spots différent de manicre significative 72 heures apres ’abattage. Parmi
ceux-ci, 27 ont été identifiés (Tableau 4). Les 11 fragments de 1’actine montrent que cette
protéine est dégradée durant la maturation, comme d’autres protéines myofibrillaires telles
que les chaines légeres et lourdes de myosine, la titine, CapZ, et la cofiline. Cela affaiblit la
structure myofibrillaire et donc augmente la tendreté de la viande. L’expression de protéines
sarcoplasmiques telles que [’énolase 1 et 3, phosphoglycérate kinase, pyruvate
déshydrogénase, glycogéne phosphorylase, triosephosphate isomérase I, myokinase et le
facteur de traduction elF-5A, change aussi. Il n’a pas été possible de déterminer si ce sont des
fragments ou les protéines entieres qui sont présentes. En revanche, deux fragments de la
glycogéne phosphorylase sont présents. Dans cette étude de Lametsch er al (2003), la
variation post-mortem de la triose phosphate isomérase I est hautement corrélée a la tendreté.
L’étude de Laville ef al (2007) montre entre autre que 1’aldo-réductase et la FABP-A sont des
marqueurs de tendreté, contrairement a la malate déhydrogénase et ’ACBP, qui sont des

marqueurs de dureté.
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Protéine

Actine (11 fragments)

Chaine lourde de myosine
CapZ

Titine

Chaine légere de myosine |
Cofiline 2

Chaine légere de myosine 11

Enolase 1
Enolase 111

Phosphoglycérate kinase

Pyruvate déshydrogénase

Glycogene phosphorylase (1)

Glycogene phosphorylase (2)

Triose phosphate isomérase |

Myokinase
eiF-5A

Tableau 4. Protéines identifiés dont I'expression est significativement

différente entre 1'abattage et 72 heures aprés

Adapté de Lametsch ez al , 2003.
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V.2.2 Chezle bovin

La cartographie protéique du muscle de bovin Semitendinosus a d’abord été réalisée en
gradient de pH acide par Bouley et a/ (2004) puis en gradient de pH basique par Chaze et a/
(2006). Pour cela, des échantillons du muscle ont été¢ soumis a une électrophorése en deux
dimensions (2DE). Par I’analyse protéomique de Bouley ef a/ (2004), ce sont 103 produits de
genes différents qui ont été révélés. Les protéines ont été identifiées par MALDITOF puis par
comparaison avec les bases de données protéiques humaines, murines et bovines. Les
protéines identifiées sont impliquées dans le métabolisme musculaire (25,5 % des protéines),
la structure cellulaire (17 %), la défense cellulaire (16 %) et ’appareil contractile (14,5 %).
Cette étude a permis de visualiser le protéome du muscle Semitendinosus sur une gamme de
pH de 4 a 7. Quant a I’étude de Chaze et al (2006), elle a permis de compléter ces résultats
par la visualisation du protéome basique sur une gamme de pH de 7 a 11 (60 protéines
identifiées). Cela a mené par exemple a I’identification de 5 isoformes de troponine T rapide
supplémentaires par rapport a celles identifiées par Bouley et al (2004). Grace a la
protéomique, il est donc possible d’analyser un grand nombre de protéines musculaires, et
ouvre la voie pour 1’étude de la contraction musculaire ou les événements intervenant dans la

tendreté.

Une analyse protéomique du phénotype culard des bovins a été effectuée (Bouley et al
2005). Ce phénotype, dii & une mutation monogénique de la myostatine, confere un nombre
de fibres rapides glycolytiques IIX plus important, tout comme les bovins sélectionnés pour
leur forte croissance (Picard ef al 2006). De plus, le collagéne est plus soluble. Cela a pour
résultat I’obtention d’une quantité de viande plus importante et de meilleure tendreté. Ainsi,
ces animaux culards constituent un excellent modele pour la compréhension des mécanismes
a D’origine de la tendreté. La caractérisation du protéome du muscle Semitendinosus a été
effectuée sur des animaux hétérozygotes (HDM) ou homozygotes (DM) pour la délétion du
gene de la myostatine avec des animaux normaux (NDM), afin de mettre en lumiére les
protéines impliquées dans 1’amélioration de la tendreté de la viande chez les animaux HDM et
DM. Les résultats de cette étude montrent un changement du protéome dans le muscle des
animaux DM par rapport aux NDM (Tableau 5). Des protéines de I’appareil contractile sont
concernées. C’est le cas de la myosin-binding protein H (MyBP-H), la chaine légere de
myosine 1 (MLCI), le régulateur de la chaine 1égere de myosine 2 (MLC2), la chaine 1égere
de myosine 3 (MLC3), et les troponines T lentes (sTnT) et rapides (fTnT). La variation de la
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Appareil contractile

Myosin-binding protein H (MyBP-H) Augmentation
Slow troponin T (sTnT) Diminution
Fast troponin T (fTnT) (exon 16) Augmentation
Fast troponin T (fTnT) (exon 17) Diminution
Myosin light chain 1, A/B isoform (MLC1) Diminution
Myosin regulatory light chain 2, skeletal muscle isoform (MLC2) Augmentation
Myosin light chain 3, skeletal muscle isoform (MLC3) Augmentation
Meétabolisme
Phosphoglucomutase (PGM) Augmentation
Fatty-acid-binding protein, heart (H-FABP) Diminution
Autre
Sarcosin Augmentation
Sarcoplasmic reticulum 53kDa glycoprotein (SR53G) Augmentation
p21 Diminution

Tableau 5. Protéines identifiées lors de 1a comparaison protéomique entre
bovins culards et normaux

L'augmentation ou la diminution de 1'expression de ces protéines chez les bovins culards par
rapport aux bovins normaux est indiquée.

Adapté de Bouley et al, 2005.
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quantité de certaines protéines est due a une variation de I’expression génique, comme pour
MyBP-H ou MLCI par exemple, a des modifications post-traductionnelles différentes comme
pour MLC2, ou par des mécanismes d’épissages alternatifs différents, amenant a la
production d’autres isoformes protéiques, comme la troponine T rapide. Des protéines du
métabolisme, comme la phosphoglucomutase (PGM) ou la protéine de reconnaissance des
acides gras (H-FABP) connaissent également une variation quantitative, tout comme la
glycoprotéine du réticulum sarcoplasmique SR53G (r6le dans la contraction / relaxation du
muscle) et p20 (associée aux Hsp). Cette étude montre un rdle du facteur de croissance
myostatine dans la régulation de I’expression de génes musculaires en relation avec la masse
musculaire et son phénotype. De plus, sa régulation est dose-dépendante puisque les animaux

HDM ont un profil d’expression protéique intermédiaire entre les animaux DM et les NDM.

Les bovins sélectionnés depuis des années de facon divergente sur le potentiel de
croissance musculaire (Programme Vachotron, sur le poids final des carcasses, 1’efficacité
alimentaire, la vitesse de croissance, la proportion de gras et d’os) ont été les cibles d’études
similaires (Bouley et a/ 2004). Deux populations ont été¢ obtenues : les animaux a fort
développement musculaire (P) et d’autres animaux a faible développement musculaire (M).
Le protéome du muscle Semitendinosus a ét¢ analysé et comparé entre ces deux populations
afin de mieux comprendre les modifications du phénotype musculaire. Neuf protéines ont été
identifiées comme étant différenciellement exprimées de manicre statistiquement significative
entre les deux lots. Six sont associées a I’appareil contractile : MyBP-H, MLC2, deux
1soformes de MLC1, une troponine lente sTnT et une rapide fTnT. Les trois autres protéines
sont la sarcosine, la peptide methionine sulfoxide réductase et la parvalbumine.

En comparant ces derniers résultats avec ceux obtenus sur les animaux culards (Tableau
6), il apparait que les variations d’expression des protéines de 1’appareil contractile sont
similaires, quoique que d’amplitude différente (Bouley et al/ 2004). Graces a ces études, il est
possible de classer les animaux selon leurs profils de croissance musculaire d’aprés leurs
profils protéomiques, et de contrdler I’influence de facteurs d’élevage sur les caractéristiques
musculaires, qui in fine, agiront sur la tendreté notamment. I1 faut rappeler que les animaux a

fort potentiel de croissance musculaire ont une viande plus tendre (Renand ez a/ 2006).

Une autre étude a été effectuée par Bouley (2004) sur les protéines du muscle
Semitendinosus provenant d’animaux de trois races différentes : Charolaise (C), Limousine

(L) et Salers (S). Pour chaque race, les animaux ont été classés en fonction de la tendreté de
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Protéine

Bovins DM

Bovins P

Appareil contractile
Myosin-binding protein H (MyBP-H)
Slow troponin T (sTnT)
Fast troponin (FTnT) exon 16
Fast troponin (FTnT) exon 17
Myosin light chain 1 (MLC1) isoform A/B
Myosin regulatory light chain 2 (MLC2) skeletal muscle isoform
Myosin light chain 3 (MLC3), skeletal muscle isoform

Meétabolisme
Phosphoglucomutase (PGM)
Fatty acid-binding protein (H-FABP)

Autres
Sarcosin
Peptide methionine sulfoxide reductase (MSRA)
Parvalbumin (PV)
Sarcoplasmic reticulum 53kDa glycoprotein (SR53G)
p20

Augmente (5,2)
Baisse (5,1)
Augmente (3,7)
Baisse (1,7)
Baisse (3,3)
Augmente (2,0)
Augmente (2,7)

Augmente (1,4)
Baisse (2,7)

Augmente (3,1)
Augmente (1,4)
Augmente (1,9)
Augmente (2,9)
Baisse (2,0)

Augmente (5,3)
Baisse (2)
Augmente (2,2)
Baisse (1,3)
Baisse (2,1)
Augmente (2,3)
Augmente (1,6)

Augmente (1,3)

Baisse (2,6)
Augmente (2,0)
Augmente (4,0)

Baisse (1,3)

Tableau 6. Protéines différenciellement exprimées chez les bovins culards (DM) et

sélectionnés sur le potentiel de croissance (P)

La variation de I'expression des protéines entre les animaux DM (culards) d'une part et P (fort potentiel

de croissance) d'autre part par rapport aux animaux M (faible potentiel de croissance) est indiquée.
Adapté de Bouley, 2004.
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leur viande : élevée (T+) ou faible (T-). Les résultats montrent qu’au sein de la race C, 10
protéines sont différenciellement exprimées entre les deux lots de tendreté différente, 5
protéines au sein de la race L, et 5 protéines au sein de la race S (Tableau 7). Ainsi, chez les
Charolais, 6 protéines sont associées a I’appareil contractile : MyBP-H, fTnT, sTnT, MLClsa,
MLC2-P et MLC2. La parvalbumine est impliquée dans le cycle du calcium, la protéine
Hsp27 est une chaperonne de petite taille. Une protéine de petite taille n’a pas été identifiée.
Pour la race limousine, deux protéines sont associées a 1’appareil contractile : MyBP-H et
MLC2, PV est associée au cycle du calcium, et ACBP est associée au cycle de 1’acétyl-coA.
La petite protéine non identifiée est également retrouvée. Pour la race Salers, deux protéines
appartiennent au métabolisme glycolytique: la PGM et la LDH-B. Aucune protéine
différenciellement exprimée n’est commune aux trois races. Grace a ces observations, il
apparait que le déterminisme de la tendreté est différent selon la race des animaux.
Néanmoins, les races a viande (C et L) semblent se distinguer des races rustiques (S), les
viandes de ces dernicres étant plus oxydatives et métabolisant moins le glycogene.

La protéine SR53G est associée au cycle du calcium, et la modification de son expression
pourrait étre liée a la contraction musculaire et a I’activité des protéases calcium-dépendantes.
La PV est également associée au cycle du calcium, et elle est corrélée positivement a la
tendreté. D’une maniere générale, les protéines intervenant dans le cycle du calcium semblent
avoir un réle dans le déterminisme de la tendreté. La protéine ACBP est impliquée dans le
métabolisme de I’acyl-coA, et aurait un role dans le cycle du calcium, et donc influente sur la
tendreté. Une surexpression de la protéine chaperonne Hsp27 augmente la stabilité de 1’actine,
dont la dégradation lors de la maturation de la viande est importante pour la tendreté.

Une compilation des résultats de Bouley (2004) et Bouley ef al (2005) permet de mettre
en évidence les protéines étant corrélées a la fois a la tendreté et a I’hypertrophie musculaire
chez les bovins normaux et culards (Tableau 8). Certaines protéines ont un effet positif ou
négatif a la fois sur la tendreté et I’hypertrophie musculaire. Ces protéines présentent donc un
intérét important car une modification de leur expression, par le biais de changements des
moyens d’élevage, peut augmenter la masse musculaire de I’animal tout en garantissant une
amélioration de la tendreté de sa viande.

Ces différents travaux de protéomique accomplis ont montré 1I’importance et la fiabilité de
cette voie dans 1’étude et I’analyse de la tendreté. Cependant, le déterminisme de la tendreté
est multifactoriel, d’ou une grande différence de tendreté constatée entre les différentes races,

muscles et mode d’élevage. Ainsi, d’autres études protéomiques ont été effectuées sur
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Charolais

Protéine Rapport
Phosphoglucomutase (PGM) -2
Myosin-binding protein H (MyBP-H) 2,1
Fast troponin T (fTnT) exon 17 2
Slow troponin T (sTnT) 2,3
Myosin light chain 1 A isoform (MLClsa) 2
Myosin regulatory light chain2 skeletal muscle isoform (MLC2-P) 2,5
Myosin regulatory light chain2 skeletal muscle isoform (MLC2) -2,4
Parvalbumin (PV) 7,8
Heat shock protein 27 (Hsp27) -2
Non identifiée (pHiS,7 / 8kDa) 2,2
Limousin
Protéine Rapport
Myosin-binding protein H (MyBP-H) 2
Myosin regulatory light chain2 skeletal muscle isoform (MLC2) -2,1
Parvalbumin (PV) 3,5
Acyl-coA binding protein (ACBP) 2,2
Non identifiée (pHiS,7 / 8kDa) 2,5
Salers
Protéine Rapport
Phosphoglucomutase (PGM) -2,5
Lactate dehydrogenase B chain (LDH-B) -2,1
Sarcoplasmic reticulum 53kDa glycoprotein (SR53G) -8
p20 -2,1
Non identifiée (pHi 6,5 / 65kDa) 2,1

Tableau 7. Protéines identifiées dans l'étude de la tendreté de la viande
chez trois races bovines, dans le lot T+

Les protéines retrouvées dans plusieurs races sont en gras. Les rapports d'expression

protéique du lot T+ sont indiqués par rapport au lot T-.
Adapté de Bouley, 2004.
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d’autres muscles et sur d’autres environnements (génétiques, €levage) afin de compléter les

données obtenues dans le cadre des travaux de Bouley et al.

Des analyses protéomiques (gels 2DE, spectrométrie de masse) portant sur le muscle
bovin Longissimus dorsi effectuées par Sawdy et al (2004) 36 heures post-mortem, ont
permis la visualisation de 7 bandes sur gel 2DE qui sont corrélées positivement avec la
tendreté a 7 jours apres abattage. Parmi celles-ci, deux ont été identifiées comme étant des
fragments de chaine lourde de myosine bovine. Ces résultats montrent que la dégradation des
protéines myofibrillaires, en 1’occurrence ici de la chaine lourde de myosine, est un acteur
important de la tendreté. De plus, I’analyse de la dégradation de ces protéines 36 heures apres
I’abattage serait un bon outil de prédiction de la tendreté a 7 jours, voir de classification des

carcasses en fonction de leur catégorie de tendreté.

Une comparaison de profils protéomiques a été effectuée sur deux muscles bovins, le
Longissimus dorsi (LD, le plus tendre), et le Semitendinosus (ST, le plus dur) par Jia et al
(2006). Les auteurs ont réalisé la comparaison des profils protéiques de ces deux muscles au
moment de 1’abattage (T = 0) et 24 heures apres (T = 24). 1l en ressort que 13 spots protéiques
sont différenciellement exprimés entre les deux temps dans le muscle LT et 18 pour le ST
(Tableau 9).

Au sein des deux muscles, il y a une diminution de cofiline, du subtrat de la protéine
mitochondriale ATP-dépendante SP-22, des Hsp27 et Hsp20. La cofiline, connue pour
contrdler la polymérisation de I’actine, chute de maniére plus drastique dans le ST. Plusieurs
isoformes de Hsp27 sont observées. L’une d’elle connait une chute d’expression importante
dans le muscle LT. Les Hsp27 et Hsp20 sont des protéines chaperonnes impliquées dans
I’organisation et la protection des structures myofibrillaires, et localisées au niveau des
structures sarcomériques telles que les bandes Z et I. L’enzyme métabolique
lactoylglutathione lyase, intervenant dans la voie de production de ’acide lactique, voit son
expression augmenter en particulier dans le ST. Cette enzyme refléte la transition vers le
métabolisme anaérobie apres 1’abattage.

Les différences protéiques observées entre les deux muscles seraient a mettre en relation
avec I’évolution de la tendreté distincte entre le LT et ST. L’expression de 1’enzyme
glycolytique triosephosphate isomérase chute dans le LT. Cette enzyme est corrélée a la
tendreté dans la viande porcine (Lametsch et al/ 2003). Dans le ST, des changements sont

constatés pour les protéines structurales que sont I’actine alpha 1 et la chaine alpha de
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Longissimus dorsi

Protéine Rapport d'expression

Myosin light chain 1 fragment 11,2

Cofilin -7,2

Triosephosphate isomerase -6,7

Lactoylglutathione lyase 3,4

Inconnu 9,1

Inconnu -9,6

Myosin regulatory light chain 2 -3,1

Heat shock 27 kDa protein (isoform pHi = 6,3 - Mr = 25,0) -3,3
Heat shock 27 kDa protein (isoform pHi = 6,2 - Mr = 25,5) -4,7
Heat shock 27 kDa protein (isoform phl = 5,9 - Mr = 25,5) -13,4
Substrate protein of mitochondrial ATP-dependent proteinase SP-22 -0,7
Beta-actin (fragment) -12,1

Heat-shock protein beta-2 HSP20 (pHi = 5,2 - Mr = 20,0) -5,7

Semitendinosus
Protéine Rapport d'expression

Cofilin -17,4

T-complex-type molecular chaperone TCP1 -2,8
Proteasome subunit alpha type 3 -2,6

Proteasome subunit beta type 3 -3,5
Lactoylglutathione lyase 40,6

Substrate protein of mitochondrial ATP-dependent proteinase SP-22 -2,2
Proteasome subunit beta type 7 -2,4

Inconnu -1,6
Heat shock 27 kDa protein (isoform pHi = 6,1 - Mr = 26,0) -10,3
Heat shock 27 kDa protein (isoform pHi = 6,4 - Mr = 26,0) -6,2
Proteasome beta-subunit -2,3

Actin alpha 1 skeletal muscle protein -3,2

14-3-3 protein -3,7

Tubulin alpha chain -4.9

26S protease regulatory subunit 6A (TAT-binding protein 1) -5,2
Mitogen-activated protein kinase 14 -1,6

Proteasome 26S subunit MSS1 -2,3

Heat-shock protein beta-6 HSP20 (pHi = 6,5 - Mr = 19,0) -5,9

Tableau 9. Protéines différenciellement exprimées dans les muscles LD et ST
entre les temps T=0 et T=24

Les rapports d'expression entre les deux temps pour un muscle correspondent a des pourcentages de
volume de spot sur les gels 2DE, apres analyse digitale des images. Les protéines communes aux
deux muscles sont en gras.

Adapté de Jia et al , 2006.
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tubuline, dont I’abondance diminue. Dans ce méme muscle, la quantité¢ de sous-unités du
protéasome baisse également. Le protéasome est ATP-dépendant et la disparition de la
molécule énergétique pourrait étre la cause de cette dégradation. Le rdle du protéasome dans
la maturation post-mortem est encore peu clair, mais il pourrait contribuer a la maturation et
ainsi €tre un facteur favorable a la tendreté. D’autres protéines comme la TCP1, la protéine
14-3-3 et la kinase 14 subissent ¢galement une diminution de leur expression a cause de la
disparition de I’ATP. Leur contribution a la tendreté est inconnue.

Cette étude souligne la disparité qu’il existe au sein d’un méme animal entre deux muscles
différents (le LT et le ST) au niveau physiologique, métabolique et protéique. Il en découle
une tendreté différente, résultante de facteurs distincts et communs entre les muscles, qui met
en lumiére le réle de certaines protéines. De nombreuses études de ce type restent a réaliser

afin d’apporter plus de connaissance sur les mécanismes a 1’origine de la tendreté.

L’étude du protéome du muscle bovin Longissimus thoracis par Morzel et al (2008) a
montré que l’abondance de succinate deshydrogénase est corrélée positivement avec la
tendreté (r = 0,81). Cette enzyme mitochondriale du cycle de Krebs, associée aux fibres
oxydatives, pourrait étre un prédicteur de la tendreté. Les données montrent que la quantité de
protéines dégradées au cours de la maturation augmente, comme 1’actine, la créatine kinase,
I’a-crystalline et la Hsp27 qui seraient des substrats de la protéolyse post-mortem.

Chez I’animal vivant, I’importante quantité de Hsp27 protege I’actine de la dégradation.
Mais apres 1’abatage, la protéolyse de 1’actine augmente. En effet, Hsp27 joue un role dans la
prévention de ’agrégation protéique et favorise ainsi I’acces des protéases a leurs cibles. La
protéolyse durant la maturation est donc facilitée, ce qui a pour conséquence une
augmentation de la tendreté. La protéine Hsp27 pourrait constituer un marqueur pertinent de
la tendreté, une haute concentration de cette protéine dans 1’animal vivant étant liée a une
meilleure tendreté aprés maturation. Le role de I’a-crystalline est comparable a celui de la
Hsp27, mais pour la desmine.

Le programme MUGENE a permis d’identifier des marqueurs de tendreté et de dureté du
muscle LT sur des taurillons Charolais. Les résultats sont en accord avec ceux présentés
précédemment (Hocquette et al 2007a). Les protéines troponine T rapides,
phosphoglucomutase, les isoformes rapides de chaines lourdes de myosine, la glycogene
phosphorylase sont des marqueurs de dureté. Au contraire, I’apoBEC, les isoformes lentes de

chaines lourdes de myosine et I’ATP synthase chaine B sont des marqueurs de tendreté.
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Le programme QUALVIGENE a identifié des marqueurs de tendreté et de dureté du
muscle LT dans 3 races frangaises : Blonde d’Aquitaine, Charolais et Limousin (Chaze et a/
2009). Ainsi, pour la race Blonde d’Aquitaine, quelques marqueurs identifiés sont :

e Dureté : troponine T rapide, -enolase, a-crystalline chaine B, Hsp20.
e Tendreté : myosin regulatory light chain 2, CapZ-f3.
Pour les Charolais :
e Dureté : myosin regulatory light chain 2, phosphoglucomutase, troponine T rapide,
CapZ-B.
e Tendreté : DJ-1, glutathione S-transférase P.
Pour les Limousins :
e Dureté : B-enolase, CapZ-B, Stress Induced Phosphor Protein 1, GADPH, DJ-1.
e Tendreté : a-enolase, a-crystalline chaine B, Hsp20.

Ce programme a montré que les protéines explicatives de la tendreté ne sont pas les mémes

entre différentes races, mais les mécanismes cellulaires impliqués restent les mémes et sont

cohérents avec les résultats d’études antérieures.

Les analyses protéomiques ont permis I’analyse de nombreux profils de muscles
bovins et de relier la tendreté avec I’expression des protéines. Toutefois, les résultats
montrent une grande variabilité du contenu protéique des muscles entre races, animaux
et muscles (voir les résultats présentés précédemment de Bouley et al, Sawdy et al, Jia et
al, Morzel et al). Certaines protéines sont liées a la tendreté dans plusieurs études
(comme la triose phosphate isomérase ou la chaine légére de myosine par exemple).
D’autres, telles que la Hsp27, sont corrélées négativement a la tendreté selon Bouley ez al
(2004) et Herrera-Mendez et al (2006), mais leur présence dans I’animal avant abatage
est d’une grande importance pour la tendreté d’aprés Morzel et al (2008). Les
mécanismes controlant la tendreté sont donc loin d’étre explicités et une vue d’ensemble
reste encore a dégager par des études approfondies des différents muscles bovins,

notamment en ce qui concerne les protéines du choc thermique.

VI1Bilan de I’état des connaissances

Les différents travaux menés sur la tendreté de la viande bovine ont permis d’identifier des

marqueurs protéomiques et génétiques. Certains d’entre eux servent de base pour 1’utilisation
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de tests commerciaux. D’autres travaux ont également démontré des variations de I’impact de

ces marqueurs sur la tendreté, selon les systémes de production considérés.

Ainsi, I’ensemble de ces connaissances sert de support a I’étude entreprise durant la
these, et permet d’établir des listes de protéines considérées comme des marqueurs
potentiels pertinents a analyser pour la filiere francaise. La relation entre I’abondance
de ces protéines et la tendreté sera analysée afin d’établir des équations de prédiction de
tendreté et de mieux comprendre les mécanismes de mise en place de cette qualité de la

viande.
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MATERTELS ET METHODES

I Animaux

Les animaux utilisés dans cette étude proviennent du programme ANR GENANIMAL-
APISGENE MUGENE, et plus précisément les cohortes des années 2003 et 2005. Les deux
années sont constituées par des taurillons et des beeufs de race Charolaise, 28 (17 mois + 2 ;
683 kg £+ 82,7) et 23 (30 mois + 0 ; 756 kg + 60,2) respectivement pour I’année 2003, 39 (17
mois = 2; 679 kg £ 59,5) et 21 (30 mois = 0; 759 kg £+ 86,0) pour I’année 2005. Les
taurillons ont été élevés en systéme intensif a ’auge au domaine expérimental INRA de
Bourges, les beeufs au paturage au domaine expérimental INRA du Pin aux Harras. IIs ont été
abattus a I’abattoir expérimental de I'INRA de Theix. Des échantillons des muscles
Longissimus thoracis (LT, N = 111) et Semitendinosus (ST, N = 111) sont prélevés dans les
10 minutes suivant I’abattage, congelés dans ’azote liquide puis stockés a -80°C jusqu’aux
analyses. Parallelement des steaks de chacun des muscles LT et ST sont conservés pendant 21
jours pour 1’analyse mécanique, et a 4°C pendant 14 jours pour les échantillons du muscle LT
destinés a 1’analyse sensorielle. Les steaks sont ensuite congelés et conservés a -20°C

jusqu’aux mesures.

II Caractérisation des muscles et de la viande

Les caractérisations des muscles prélevés et de la viande une fois maturée sont effectuées
au laboratoire dans le cadre du programme MUGENE. Ces données sont utilisées pour cette

these.
II.1 Données phénotypiques

Les données phénotypiques concernent :
e les caractéristiques de carcasse des 111 animaux (Renand et a/ 1995)
» masse de tissu adipeux dans la carcasse en kg
» pourcentage de muscle dans la carcasse en %

e les caractéristiques des muscles LT et ST, soit 222 échantillons
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» des dosages enzymatiques représentatifs du métabolisme oxydatif en umol.min’
l.mg'1 (citrate synthase, cytochrome C oxidase, isocitrate dehydrogenase) ou du
métabolisme glycolytique (lactate dehydrogenase) (Piot et al 1998, Jurie et al
2007)

> teneur en lipides totaux, phospholipides et triglycérides en mg.g” (Schreurs ez al
2008)

> teneur en collagéne total et insoluble en pg de OH-proline.mg” (Listrat et
Hocquette 2004)

» solubilité du collagéne en % (Listrat et Hocquette 2004)

» surface moyenne de section des fibres musculaires en um? par histochimie et

analyse d’image (Schreurs et a/ 2008)
II.2 Analyse mécanique — Test Warner-Bratzler

Des cubes d’environ 1 cm de coté sont découpés dans les steaks apres 21 jours de
maturation, et soumis a un test de Warner-Bratzler, sur viande cuite a 55°C a cceur, dans une
cellule d’analyse adaptée. Cette analyse mécanique attribue une mesure de dureté (mesure
WB), exprimée en N / cm?, a chaque €chantillon des muscles LT et ST. Une analyse montre
que les moyennes des mesures WB sont différentes entre les muscles LT et ST (38,7 contre
59,9 /P <0,001), entre les deux années 2003 et 2005 (43,8 contre 53,7 / P < 0,001), et entre
beeufs et taurillons (52,3 contre 46,3 / P < 0,001). De plus, bien que les mesures minimales
soient équivalentes, les mesures maximales différent entre muscles sur les deux années, en
particulier pour le muscle LT (Tableau 10). La répartition des mesures WB, illustrée par des
Box-Blot (Figure 33), montre que ces mesures maximales n’appartiennent pas a une

distribution Gaussienne normale.

I1.3 Analyse sensorielle — Estimation de la note de tendreté de la

viande

Les steaks provenant du muscle LT seulement sont soumis a un jury de dégustation
entrainé. Celui-ci attribue, sur viande grillée a une température a cceur de 55°C, une note de
tendreté globale par analyse sensorielle monadique (note TG). L’analyse monadique attribue
une note de tendreté a chaque échantillon du muscle LT indépendamment les uns des autres,
selon des criteres définies au préalable par le protocole d’expérimentation. Ce type d’analyse

permet de juger rapidement un nombre important d’échantillons. Les notes sont situées sur
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Warner-Bratzler Tendreté sensorielle
Année  Effectif | Moyenne CV% Max Min | Moyenne CV% | Max Min
LT 2003 51 34,68 17,73 | 49,30 21,82 5,19 19,36 | 7,10 3,10
2005 60 43,65 26,75 | 83,26 25,55 4,48 14,10 | 6,04 3,04
ST 2003 51 52,84 25,68 | 96,50 30,90 Non disponible
2005 60 63,80 2529 | 114,73 35,92

Tableau 10. Description des mesures Warner-Bratzler et des notes de Tendreté sensorielle
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Figure 33. Représentation en Box-Plot des mesures de Warner-Bratzler
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Figure 34. Représentation en Box-Plot des notes de Tendreté Sensorielle
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une €chelle de 1 a 10, la note minimale étant 1. Une analyse (Tableau 10) montre que les
moyennes des notes TG du muscle LT sont différentes entre les deux années (5,21 pour 2003
contre 4,49 pour 2005 / P < 0,001). Une représentation en Box-Plot montre que la répartition
des notes de 1’année 2003 est plus étendue que 1’année 2005 (Figure 34). Aucune note n’est
exclue de la répartition normale.

La mesures WB (dureté de la viande) et la notes TG (tendreté de la viande) sont opposées

pour le muscle LT, avec un ceefficient de corrélation de — 0,25 (P < 0,01).
I Quantification des protéines

II1.1 Démarche expérimentale

Les études menées au cours des années antérieures permettent de fournir un important
panel de marqueurs potentiels de la tendreté sous forme de protéines, ARN ou ADN, dans
différentes races, types d’animal, muscles, et systéme de production (pour revue : Picard et a/
2010). La démarche adoptée pour la thése consiste tout d’abord a sélectionner les protéines
les plus pertinentes a étudier pour caractériser la tendreté. Afin de réaliser la quantification
des protéines, il est essentiel de disposer d’anticorps spécifiques de chaque protéine.
Cependant, la grande majorité des anticorps disponibles dans le commerce sont garantis
spécifiques chez I’humain ou la souris, rarement chez le bovin. C’est pourquoi la premiere
étape du travail consiste a s’assurer de la spécificité des anticorps disponibles sur les
¢chantillons de muscle bovin, en utilisant la technique de Western-Blot. La liste des protéines
a étudier est par la suite épurée des protéines pour lesquelles il n’existe pas d’anticorps
satisfaisant pour une quantification chez le bovin. Ces quantifications sont effectuées par Dot-
Blot en fluorescence, technique mise au point dans ce travail de thése, sur I’ensemble des
¢chantillons du programme MUGENE (222) et pour chaque protéine retenue pour 1’étude.

Les résultats permettront par la suite d’étudier la relation entre les protéines et la tendreté.
II1.2 Extraction des protéines et dosage

Les échantillons sont décongelés, puis 100 mg de chacun sont pesés pour extraire les
protéines. Il s’agit d’une extraction totale avec des détergents non ioniques selon le protocole
de Bouley et al (2004), qui permet d’obtenir le maximum de protéines. Les 100 mg de chaque
¢chantillon sont broyés dans un tampon d’extraction (urée 8.3 M, thiourée 2 M, chaps 2%,

DTT 1%). Les protéines, solubilisées dans le tampon d’extraction, sont dénaturées par I’urée
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(destruction de la structure spatiale des protéines) et le dithiothréitol (réduction des ponts
disulfures). Une centrifugation permet de séparer la fraction protéique soluble de la fraction
solide contenant les acides nucléiques et le collagene.

Chaque échantillon protéique est ensuite dosé par la méthode de Bradford. Il s’agit d’une
méthode de dosage colorimétrique, reposant sur le principe de 1’absorbance du Bleu de
Coomassie a 595 nm. En effet, le Bleu de Commassie se complexe avec les acides aminés
aromatiques (tryptophane, tyrosine et phénylalanine) et les résidus hydrophobes des acides
aminés. L’absorbance & 595 nm d’une solution contenant du Bleu de Coomassie augmente
proportionnellement avec la concentration en protéines qu’elle contient. Ainsi, 5 pL
d’échantillon, dilués dans 95 pL d’eau, sont mélangés avec 3 mL de solution de Bradford.
L’absorbance de la solution est mesurée par un spectrophotometre (Bradford 1976), puis
rapportée a une gamme ¢étalon constituée de concentrations différentes connues de BSA,
servant de référence. Cela permet de déterminer pour chaque échantillon une quantité de
protéines en ug / uL. La concentration en protéines des 222 échantillons de LT et ST est ainsi
déterminée. Chaque extraction protéique est aliquotée dans plusieurs cupules, afin d’éviter de
trop nombreux cycles de congélation / décongélation au cours de la thése, néfastes a

I’intégrité de la solution d’urée / thiourée.
II1.3 Validation de la spécificité des anticorps par Western-Blot

Les anticorps disponibles dans le commerce sont tous certifiés comme étant spécifiques
dans leur espece-cible. Il faut donc s’assurer de la spécificité de ces anticorps dans le muscle
bovin par une méthode simple. Pour cela, un Western-Blot de 1’anticorps testé contre des
¢chantillons de muscle bovin permet de vérifier si la taille de la protéine reconnue est
conforme a la taille théorique attendue chez le bovin. Cette technique permet également de
vérifier la spécificité de 1’anticorps, c'est-a-dire si 1’anticorps ne reconnait pas d’autres cibles.
Deux techniques de révélation sont disponibles : la chemiluminence, qui a été remplacée par

la fluorescence apres la mise au point de cette derniere au cours de la these.

Les échantillons sont dénaturés par ajout d’un volume égal de solution de lyse (glycérol
20 %, Tris 12,5 mM pH6,8, SDS 4 %, Pyronin Y 10 mg, B-mercaptoéthanol 1,42 M). Les
¢chantillons reposent 10 minutes a température ambiante avant d’étre incubés a 60°C pendant
10 minutes. Ensuite, les échantillons sont déposés dans un gel SDS-PAGE. Le premier gel de

concentration a 4 % (acrylamide 4 %, bisacrylamide 0,08 %, Tris 125 mM pH6,8, SDS 0,1 %,

73



Matériels et Méthodes

TEMED 0,08 %, PAS 0,04 %) sert de support aux puits de dépot, et a concentrer les protéines
au début de la migration. Le second gel de séparation SDS-PAGE a 12 % (acrylamide 12 %,
bisacrylamide 0,23 %, Tris 375 mM pHS,8, SDS 0,1 %, TEMED 0,08 %, PAS 0,04 %) sert a
séparer les protéines selon un gradient de taille, par un maillage moléculaire.

Apres polymérisation des gels, 15 ug de chaque échantillon sont déposés dans un puit
formé dans le gel de concentration. Puis le gel SDS-PAGE est placé dans une cuve Biorad
remplie de tampon d’électrophorese TG-SDS 1X fourni par Amresco (USA). La cuve est
ensuite reliée a un générateur, générant un courant électrique (1000 mA, 300 W) faisant
migrer les protéines, d’abord a 80 V pendant 20 minutes afin de concentrer les protéines dans
le premier gel, puis 120 V pendant 1 heure et 30 minutes afin de séparer les protéines dans le

second gel. Toute cette opération est réalisée a 4°C.

Une fois la séparation €lectrophorétique achevée, les gels sont placés sur une membrane en
PVDF de méme dimension qu’eux, cette dernic¢re ayant été lavée au préalable a 1’alcool. Puis
I’ensemble est monté entre des feuilles de papier Wathmann, et placé dans une cuve de
Transfert Biorad, remplie de tampon de transfert TG 1X d’Amersham. La cuve est reliée a un
générateur, fournissant un courant électrique (600 V, 210 mA, 300 W) afin de transférer les
protéines du gel vers la membrane pendant 1 heure. Cette opération est réalisée a 4°C.

Une fois le transfert réalis¢, les membranes sont lavées avec une solution de T-TBS 1X
(Tris-HCI 11,3 mM, Tris Base 8,75 mM, NaCl 0,137 mM, Tween20 0,05 %) a température
ambiante. Puis, elles sont saturées avec une solution de T-TBS 1X contenant 10 % de lait
écrémé, a 37°C pendant 20 minutes, lavées, et congelées a -20°C. Cette étape de congélation
est nécessaire afin de conserver les membranes en attendant de réaliser 1’étape de révélation

par anticorps.

Les membranes décongelées sont lavées avec le tampon T-TBS 1X. Une solution
d’hybridation sans ce tampon T-TBS est préparée avec la concentration optimale d’anticorps
primaire dirigé contre la protéine d’intérét. Pour certains anticorps, cette concentration a été
déterminée au laboratoire lors d’expérimentations précédant ma thése. La majeure partie des
anticorps utilisés a nécessité¢ une optimisation des conditions d’utilisation. Ces optimisations
ont été effectuées dés le début de ma thése et sont présentées dans la partie Résultats et
Discussion. Les membranes sont hybridées avec cette solution, a 37°C pendant 1 heure et 30

minutes, avant d’étre révélées, soit par chémiluminescence, soit par fluorescence.
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Pour la révélation par chémiluminescence, apres hydridation, les membranes sont lavées au
T-TBS 1X, puis incubées dans une solution d’anticorps secondaire (anti-souris, anti-lapin,
anti-cheévre, selon I’anticorps primaire) pendant 1 heure a température ambiante. Cet anticorps
secondaire, couplé a une enzyme peroxidase a son extrémité, est dilué au 1 / 20 000°™. Les
membranes sont ensuite lavées avec le T-TBS 1X, séchées, et mises en présence pendant 1
minute d’un mélange réactionnel, composé de luminol et de ferricyanate de potassium,
provenant d’un kit ECL fourni par Pierce (ECL Western-Blotting, Référence 32209). Le
luminol est alors catalysé par la peroxidase de I’anticorps secondaire, si ce dernier est fixé sur
la membrane par réaction avec I’anticorps primaire, pour former un composé émettant des
photons, capable d’impressionner un film photosensible (Figure 35A). Les membranes,
isolées sous un papier Saran puis dans une cassette Kodak protégeant de la lumiére, sont
placées sous un film photosensible provenant de chez Kodak. La durée d’impression du film
par les photons est de 10 minutes, mais pouvait étre adaptée en fonction de la qualité du signal
obtenu. Le film est alors révélé par une solution fournie par Kodak, puis fixé par une autre
solution également fournie par Kodak. Ce film est scanné pour étre ensuite quantifié.

Cette quantification est réalisée avec le logiciel ImageQuant. Les bandes correspondantes a
la protéine d’intérét sont alors repérées et leur signal quantifié. L’intensité du bruit de fond est
soustraite a I’intensité du signal. La valeur de I’intensité propre de chacune des bandes est

alors obtenue.

Pour la révélation par fluorescence, aprés hybridation, les membranes sont lavées au
T-PBS 1X (NaCl 690 mM, KCI 10 mM, Na,HPO4 45 mM, KH,PO4 5 mM, Tween20 0,1 %),
puis incubées dans une solution d’anticorps secondaire fournis par LI-COR Biosciences (anti-
souris, anti-lapin, anti-cheévre, selon 1’anticorps primaire) pendant 30 minutes a 37°C. Cet
anticorps secondaire, couplé a un fluorochrome a son extrémité, est dilué au 1 /20 000°™. Les
membranes sont ensuite lavées avec le T-PBS 1X, puis au PBS (T-PBS 1X sans le Tween20),
le tout a I’obscurité. Elles sont ensuite scannées par le scanner a fluorescence Odyssey
LICOR a 800 nm. En effet, le fluorochrome fixé a I’anticorps secondaire, lorsqu’il est excité
par un laser d’une longueur d’onde de 778 nm, émet un signal fluorescent a une fréquence de
795 nm. Cette excitation est produite par le scanner, qui recoit ensuite le signal émis par le
fluorochrome en réponse (Figure 35B).

La quantification est réalisée avec le logiciel ImageQuant. Les bandes correspondantes a la

protéine d’intérét sont alors repérées et leur signal quantifié. L’intensité du bruit de fond est

75



30UIISITON[J 39 DUAISIUTWN[TUIRYD 1ed SAT0JUE,p SUONB[IAJI SIP odIdULL] 'S¢ oINS

doudosaIon(y red UOHEIASY ¢

arrewnad sdioonue, |
€ 9X1J ‘0I1epu029as sdioonuy

juenQ)adew] Jed Jo19)ur, p opueq e[
op Teu3IS Np PUSUIUI, [ Op UoEdyNUEN()
owoIyo0IoN|{

Wi 6L
& [eugIs un p uoIssmuyg W 8/ / & uonejoxy

KassAp( Iouueds 9] sed wu G/ & [euSis np uondoody]

Q0URISAUIIN[TWYD Ted UONEIANY *Y
juen)adew] Jed Jo19)ul p opueq e[
op [euSIs Np PISUUIL, [ Op uonedyNuUEn)

arrewrad sdioonue, |
B 9X1J ‘Q1repuodas sdioonuy

—— — W W W — G| —

o1qisuasojoyd wiyiy np uorssaxduwy oseprxo1ad swAzuy

WuRpAX(O 0
suojoyd op uorssruyg
’ 0 HN

0 HN

O °HN O °HN
onbreyydourwe-¢ oproy [ourwun |



Matériels et Méthodes

soustraite a I’intensité du signal. La valeur de I’intensité propre de chacune des bandes est

alors obtenue.
I11.4 Protéines testées

Les différents travaux antérieurs permettent d’établir une premicre liste de protéines a
étudier (Tableau 11). Parmi ces protéines, seules quelques unes n’ont pas été identifiées
comme marqueurs potentiels de la tendreté, mais leur role et leurs interactions avec d’autres
protéines considérées comme marqueurs potentiels font de ces protéines des cibles pertinentes
a ¢tudier. Il s’agit de Hsp60 et Hsp70/GRP75 (interaction avec d’autres HSPsp), Hsp70-8
(partenaire fonctionnel de Hsp40), malate deshydrogenase 2 (en complémentarité de la malate
dehydrogenase 1), et super-oxyde dismutase 3 (en complémentarit¢ de la super-oxyde

dismutase 1).
IIL5 Quantification par Dot-Blot

Cette technique a été développée au cours de la theése afin de quantifier rapidement un
grand nombre d’échantillons. Ainsi, 15 ug de protéines totales par échantillon sont déposés
sur une membrane en nitrocellulose, a 1’aide d’un appareil Minifold [ Dot-Blot
Schleicher&Schuell de 96 puits. Les dépdts sont disposés aléatoirement, avec 2 réplicats par
échantillons. Deux membranes de 96 puits chacune sont constituées exactement a I’identique,
portant le nombre de réplicat par échantillons a 4 (2 réplicats par membrane). Un standard de
«mix » de plusieurs échantillons est €galement déposé¢, composé de 4 concentrations
différentes, et connues, de protéines: 0, 7,5, 15 et 22,5 pg de protéines totales. Les
membranes sont séchées a 1’air pendant 5 minutes, puis saturées avec une solution de T-TBS
1X contenant 10 % de lait écrémé, a 37°C pendant 20 minutes, puis lavées.

Ensuite I’hybridation avec le premier anticorps se déroule exactement de la méme maniere
que le Western-Blot, afin de respecter les conditions de spécificité des anticorps. Toutes les
révélations se font en utilisant la fluorescence.

La gamme du « mix » convertit I’intensité de fluorescence des 4 points (0, 7,5, 15 et 22,5
ug de protéines totales) en quantité arbitraire de protéines ciblées par ’anticorps primaire
(respectivement 0, 7,5, 15 et 22,5 unités arbitraires pour les 4 points). Cela permet de
développer une équation déterminant la concentration arbitraire des protéines ciblées par
I’anticorps primaire d’un spot en fonction de son intensité de fluorescence. Cette équation sert

a normaliser les données provenant des différentes membranes, ces données étant rapportées a
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un référenciel commun, la gamme du « mix ». La quantité de protéine d’un échantillon est la
moyenne des quantités de chacun de ses réplicats, excepté ceux considérés comme aberrants

lors de la quantification.
IV Analyses statistiques

L’ensemble des données : quantification de protéines par Dot-Blot, mesure WB, note TG
et mesures phénotypiques, est corrigé pour 1’effet année (cohortes 2003 et 2005). Ainsi, pour
chaque variable, la formule suivante est utilisée pour calculer la valeur corrigée pour I’effet
année de cette variable pour un échantillon (Xcorrigée)).

Xcorrigéeg) = Moy i+j) + (Xi — Moy))

Dans cette formule, i est la cohorte de 1’échantillon (2003 ou 2005), j étant I’autre cohorte
(2005 ou 2003), Moy est la moyenne des valeurs brutes de la variable considérée, et X la
valeur brute de la variable considérée pour un échantillon.

Plusieurs contextes d’analyse (ou ensemble d’échantillons) sont définis selon les
caractéristiques d’origine en terme de type d’animal et de muscle des échantillons :

e LT de bceufs (N =44)

e LT de taurillons (N = 67)

e LT de beeufs et de taurillons (N =111)

e ST de beeufs (N =44)

e ST de taurillons (N = 67)

e ST de beeufs et de taurillons (N=111)

e STet LT de beeufs et de taurillons (N = 222)
e Bceeufs : muscles LT + ST (N = 88)

e Taurillons : muscles LT + ST (N = 134)

Suivant les différentes approches, différents contextes ont été considérés.
IV.1 Effets muscle et type d’animal

Dans cette analyse a été considéré le contexte ST et LT de beeufs et de taurillons (N =
222).

Une analyse de variance est réalisée en utilisant la procédure GLM de SAS 9.1. Les effets
type d’animal, muscle et interaction type d’animal X muscle sont introduits dans le modele.

De plus, un effet animal est introduit afin de tenir compte du fait que les deux muscles
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proviennent du méme animal. Lorsque des effets significatifs sont détectés, les différences

sont évaluées par 1’option PDIFF de SAS.

IV.2 Analyse de corrélations

Cette approche a considéré les contextes suivants :

LT de beeufs (N =44)

LT de taurillons (N = 67)

LT de beeufs et de taurillons (N = 111)

ST de beeufs (N = 44)

ST de taurillons (N = 67)

ST de beeufs et de taurillons (N =111)

ST et LT de beeufs et de taurillons (N = 222)

Les corrélations entre protéines, note TG et mesure WB sont calculées avec le logiciel R

(version 2.9.0), par un script écrit spécifiquement pour cette tdche. Ce script calcule les

ceefficients de Pearson et la P-value associée.

IV.3 Analyse descriptive

Cette approche a considéré les contextes suivants :

LT de beeufs et de taurillons (N =111)
ST de beeufs et de taurillons (N =111)

Une analyse en clusters est réalisée en utilisant la procédure “partitionnement univarié” de

XLSTAT (7.5.2) afin de générer trois classes de qualité. En fait 3 analyses sont effectuées :

(1) a partir de la mesure WB du muscle LT

(2) apartir de la mesure WB du muscle ST

(3) apartir de la note TG du muscle LT

Ainsi chaque échantillon se trouve affecté dans I’une des trois classes : Tendreté inférieure,

Tendreté moyenne, Tendreté supérieure, ceci pour chacune des analyses décrites ci-dessus. La

classe Tendreté inférieure est constituée d’échantillons présentant une mesure WB élevée

(analyses 1 et 2) ou d’échantillons présentant une note TG faible (analyse 3). Inversement la

classe Tendreté supérieure est constituée d’échantillons présentant une mesure WB faible

(analyses 1 et 2) ou d’échantillons présentant une note TG élevée (analyse 3). La classe

Tendreté moyenne est constituée des échantillons intermédiaires aux 2 autres classes. Les

valeurs de toutes les protéines (quantifications par Dot-Blot) et les données phénotypiques
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font I’objet d’une analyse de variance avec un effet « Classe de Qualité » introduit dans le
modele afin d’expliquer leur role dans la répartition en classe. Lorsque I’effet classe est
significatif, la différence entre classe est déterminée par 1’option « Comparaisons » de

XLSTAT.
IV.4 Analyse prédictive globale

Cette approche a considéré les contextes suivants :
e LT de beeufs et de taurillons (N =111)
e ST de beeufs et de taurillons (N=111)

Afin de calculer une équation prédictive de la tendreté, une premicre analyse par régression
linéaire est effectuée par le module XLSTAT. Les mesures WB (muscles LT et ST) et les
notes TG (muscle LT) constituent les variables dépendantes a expliquer, et les abondances des
24 protéines, les variables quantitatives explicatives. Cette analyse permet de définir un
coefficient dans I’équation de prédiction pour chacune des 24 protéines. Afin d’apprécier la
prédictibilité de 1’équation pour chaque €chantillon, la valeur absolue de la différence entre la
mesure WB ou note TG prédite (Valeur prédite = Vp) par 1’équation et celle mesurée (Valeur
mesurée = Vm) est calculée, rapportée a la valeur mesurée, et exprimée en pourcentage (|Vp-
Vm|/ Vm X 100). Ceci est ’erreur de la prédiction. La premiere analyse permet de distinguer
les échantillons dits « prédictibles », c'est-a-dire présentant une erreur de prédiction inférieure
a 15 %, limite considérée arbitrairement comme acceptable pour une équation de prédiction.
Les échantillons présentant une erreur de prédiction supérieure a 15 % sont dits
« imprédictibles » et ne sont pas retenus pour la seconde analyse par régression. Ainsi, une
seconde analyse avec les échantillons dits « prédictibles » est effectuée par le module
XLSTAT, les mesures WB (muscles LT et ST) et les notes TG (muscle LT) constituant les
variables dépendantes a expliquer, et les abondances des 24 protéines, les variables
quantitatives explicatives. La seconde analyse permet de définir des ccefficients dans

I’équation de prédiction pour chacune des 24 protéines.
IV.5 Analyse prédictive « ciblée »

Cette approche a considéré les contextes suivants :
e LT de beeufs et de taurillons (N =111)
e ST de beeufs et de taurillons (N=111)
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Une régression linéaire multiple pas-a-pas est réalisée a 1’aide de la procédure STEPWISE
de SAS (version 9.1), option « Forward ». Les mesures WB (muscles LT et ST) et les notes
TG (muscle LT) constituent les variables dépendantes a expliquer, et les abondances des 24
protéines, les variables quantitatives explicatives. Seules les protéines les plus explicatives et
significatives du mod¢le sont retenues. Cette approche permet de définir un coefficient pour

chaque protéine retenue dans 1’équation de prédiction.

V Interactome

Les informations sur les interactions proviennent de la base de données MiMI (Michigan
molecular interactions) (Tarcea et al 2009). Seules les interactions démontrées
expérimentalement sont considérées pour étre incluses dans I’interactome. Afin de construire
ce dernier, les protéines humaines correspondant aux protéines bovines sont utilisées, afin de
profiter d’une base de données conséquente. Pour cela les noms des geénes bovins sont
convertis en noms de génes humains, ainsi que les numéros d’accession UniProtKB/Swiss-
Prot. Les séquences protéiques bovines et humaines sont alignées par un BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) afin de vérifier leur correspondance. Afin de faciliter
la compréhension et I'utilisation de 1’information, les protéines sont désignées par le nom de
gene humain.

Les données expérimentales intégrées dans l’interactome pour analyser I’effet muscle
proviennent de deux contextes :

e LT de beeufs et de taurillons (N =111)
e ST de beeufs et de taurillons (N=111)

L’interactome est réalisé¢ en utilisant le logiciel sous licence libre Cytoscape (version
2.6.3), avec le format organique (Shannon ef a/ 2003). Les annotations fonctionnelles sont
réalisées a partir de la Gene Association file pour Homo sapiens, et I’ontologie de la Gene
Ontology Full. Les descriptions des mécanismes de la Gene Ontology sont extraites du site
AmiGO (http://www.geneontology.org/). Les analyses fonctionnelles sont effectuées a 1’aide
du module de Cytoscape BINGO 2.3 (Maere et al 2005). Afin d’étudier plus précisément
certaines interactions, ces derniéres sont analysées par 1’outil STRING (http://string.embl.de/)

pour consulter la bibliographie associée.
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Résultats et Discussion

RESULTATS ET DISCUSSION

I Choix méthodologiques

I.1 Stratégie initiale

Valider une protéine comme marqueur consiste a analyser la relation entre 1’abondance de
cette protéine et la variabilité du caractere étudié, sur un nombre d’échantillon statistiquement
significatif.

La stratégie classique consiste a quantifier chaque protéine par la technique de Western-
Blot. La technique de quantification par ELISA n’a pas été retenue, car une mise au point de
conditions spécifiques a chaque protéine était nécessaire. Ces mises au point, compte tenu de
la trentaine de protéines prévues, auraient pris trop de temps sur la thése. De plus, certaines
protéines sont difficilement quantifiables en ELISA, contrairement au Western-Blot. Ainsi,
par son universalité et sa disponibilité, la technique de Western-Blot a été retenue pour
réaliser les quantifications de protéines. Ce type de quantification s’effectue par 1’utilisation
d’un anticorps primaire spécifique de la protéine étudiée, suivi d’une révélation par

chémiluminescence ECL.
1.2 Développements techniques

Diverses expérimentations préliminaires réalisées afin de préparer la quantification des

protéines ont amené a modifier les protocoles initiaux afin de les optimiser.
I.2.1 Mise au point de la révélation d’anticorps primaire par fluorescence

La technique de révélation classique d’un anticorps primaire est d’utiliser un anticorps
secondaire couplé a la peroxidase : c’est le systeme de révélation par chémiluminescence, ou
ECL. L’enzyme catabolise 1’oxydation d’un substrat, le luminol, qui va par la suite émettre
des photons. Ces derniers viennent ensuite impressionner une plaque photosensible. Ce sont
ces impacts qui sont ensuite quantifiés. Les premicres quantifications par Western-Blot / ECL
ont rapidement posé un probléme majeur : la variabilité technique. En effet, les bandes
correspondant & une protéine spécifique présentent un aspect trés hétérogene en ECL,

ressemblant a un haltére (Figure 36A). Les extrémités des bandes sont plus intenses que le
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Figure 36. Exemples de signaux obtenus par Western-Blot en ECL et en FLUO sur
Hsp27

A. Révélation ECL. Les bandes présentent un aspect en haltére trés hétérogene.

B. Révélation FLUO. Les bandes présentent un aspect plus homogene qu’en ECL.

Echantillons CV% - ECL CV% - FLUO
2531 36,59 6,96
2533 26,22 9,29
2544 31,23 31,16
2548 36,74 9,11
2555 34,62 11,22
2556 8,09 39,88
2567 89,4 7,25
2576 30 11,68
2582 31,83 10,81
2585 34,25 7,59
2587 58,34 1,17
2588 29,04 11,13
2594 47,41 15,1
2597 51,63 0,97
2604 84,41 12,56

Moyenne des CV% 41,99 12,39

Tableau 12. Coefficients de Variation en % pour différents échantillons en ECL et
FLUO lors d’une quantification par Western-Blot sur Hsp27
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milieu. Afin de calculer le Cecefficient de Variation (CV) technique en % pour chaque
échantillon, deux réplicats sont quantifiés par des Western-Blot / ECL différents. La
quantification par Western-Blot / ECL de la protéine Hsp27 a été réalisée sur 15 échantillons
du programme MUGENE-2003. Les CV% obtenus (Tableau 12) étaient tres élevés,
présentant une moyenne de 41,99 % sur les 15 échantillons analysés. Certains échantillons
présentaient méme un CV technique supérieur a 80 %. Cette variation technique s’explique en
partie par 1’aspect hétérogéne des bandes, qui a tendance a fausser le calcul de I’intensité
totale de cette derniére par le logiciel d’analyse d’image. Une autre raison provient du
systtme ECL en lui-méme : en effet, il s’agit d’une détection trés indirecte avec une
succession importante d’étape apres la fixation de I’anticorps secondaire sur le primaire : la
quantité¢ de substrat disponible pour la péroxidase de I’anticorps, 1’efficacité de la réaction
catalysée par cette derni¢re, 1’émission de photons par le produit, I’impact de ces derniers sur
le film photosensible, et enfin la conversion du film en image par un scanner. Le systeme de
révélation ECL, tel qu’il est effectué au laboratoire, était donc inadapté pour des
quantifications a grande échelle dans le but de valider des protéines comme marqueur. De
plus, la faible sensibilité de la technique, due au film photosensible, rendait difficile (et
colteuse en terme d’anticorps et d’échantillons) la détection de protéines peu abondantes
(telles que Hsp40 ou les Hsp70).

Une autre méthode de révélation de I’anticorps primaire devenait donc nécessaire. La
technique de révélation par ’utilisation d’anticorps secondaires fluorescents représente une
bonne alternative par rapport a I’ECL car elle comporte moins d’étapes, et donc moins de
facteur de variabilité. Des comparaisons entre des Western-Blot ECL et Fluorescence (FLUO)
ont été effectuées, avec la protéine Hsp27 et sur les 15 échantillons du programme
MUGENE-2003 évoqués précédemment, avec deux réplicats provenant de deux Western-Blot
différents. Le premier résultat est I’aspect des bandes obtenues (Figure 36B). En effet, ces
bandes présentent un aspect homogene, beaucoup plus qu’en ECL, ce qui était de bonne
augure pour les quantifications. De maniére plus générale, les membranes n’ont presque pas
de taches parasites, comme il est courant d’en avoir avec la révélation ECL. Par la suite, les
quantifications effectuées ont montré des CV techniques en moyenne 3,5 fois plus faibles
qu’en ECL, avec une moyenne de 12,39 % sur les 15 échantillons étudiés contre 41,99 % en
ECL (Tableau 12). La raison de cette fiabilité technique est le caractére direct de la révélation.
En effet, a partir de la fixation de I’anticorps secondaire sur le primaire, le fluorochrome fixé
a ’anticorps émet, aprés excitation par un laser a 778 nm, un signal fluorescent a 795 nm.

C’est I’intensité de ce signal qui est directement quantifiée. Cette grande répétabilité fait de la
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révélation par fluorescence une technique de choix pour les quantifications envisagées. De
plus, le scanner utilisé pour la fluorescence posséde un spectre de détection beaucoup plus
large que le film photosensible, ce qui permet de détecter les faibles signaux provenant de

protéines peu abondantes.

Cette différence de variabilité technique entre ECL et FLUO est a relativiser selon le
différentiel de moyens techniques employés. En effet, la révélation ECL, telle qu’elle est
réalisée au laboratoire, utilise un film photosensible. Tandis que la révélation FLUO utilise un
scanner a fluorescence. Il s’agit d’un scanner « derniere génération » et par conséquent,
beaucoup plus performant qu’une plaque photosensible. En utilisant un détecteur de
chémiluminescence de derniere génération, les variations techniques obtenues avec le systeme
ECL devraient étre moindres. Cependant, la différence de successions d’étapes entre les deux
techniques restant inchangée, le systtme FLUO demeure le plus fiable des deux (la FLUO
ayant moins d’étapes que I’ECL).

Au regard des résultats obtenus lors de la comparaison des révélations ECL et
FLUOQ, la révélation d’anticorps primaires par fluorescence a été adoptée pour les
expérimentations. Ce choix entre ECL et FLUO a fait I’objet d’un poster et d’une

présentation orale aux 12" Journées Sciences du Muscle et Technologies des Viandes.

1.2.2  Validations de la spécificité des anticorps primaires

A partir de la liste des 41 protéines considérés comme marqueurs potentiels de la tendreté,
49 anticorps ont été testés pour leur spécificité par Western-Blot, pour en retenir au final 24
(Tableau 13). Par exemple, un Western-Blot avec I’anticorps anti-Hsp70-1A/B (Figure 37A) a
montré que cet anticorps est spécifique, par la détection d’une bande unique de taille attendue.
Au contraire, les Western-Blot effectués sur 1’actine-B (Figure 37B) et la S100-A1 (Figure
37C) ont invalidé I’utilisation de ces anticorps, a cause d’une absence de reconnaissance et
d’une fixation aspécifique respectivement. Ces validations ont permis d’optimiser les
conditions d’utilisation et les dilutions optimales pour chacun de 24 des anticorps (Tableau
14). Ces 24 anticorps fonctionnels ont permis de sélectionner les 24 protéines a quantifier et a

étudier au cours de la these.
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Marqueur protéique Anticorps testé Validation
Actine-p Beta-actin Non retenu
Acyl-CoA desaturase SCD Non retenu
Acyl-coenzyme A thioesterase 2 ACOT2 Non retenu
ATP synthse Chaine B ATP5B Non retenu
Calpastatine Calpastatine Non retenu
CapZp CAPZB Retenu
Caspase 3 CASP3 (Acris) Non retenu
Caspase 3 (INRA) Non retenu
CASP3 (Interchim) Non retenu
Caspase 8 CASP8 (Acris) Non retenu
CASPS (Interchim) Non retenu
Cis-Peroxiredoxine PRX6 Non retenu
PRDX6 Retenu
Crystalline o Chaine B CRYAB Retenu
Desmine Desmine Retenu
Diacylglycerol O-acyltransferase DGAT2 Non retenu
DJ-1 PARK?7 Retenu
Enolase 1 ENO1 (Abnova) Non retenu
ENO1 (Acris) Retenu
Enolase 3 ENO3 Retenu
Hsp20 Hsp20 Retenu
Hsp27 Hsp27 Retenu
Hsp40 Hsp40-4 KA Non retenu
Hsp40-4 SPM Retenu
Hsp60 Hsp60 Non retenu
Hsp70-1A/B HSPA1B Retenu
Hsp70-8 HSP70 BRM22 Retenu
Hsp70-Grp75 Hsp70/GRP75 Retenu
Lactate Deshydrogenase Chaine B LDHB Retenu
Malate Deshydrogenase 1 (cytoplasmique) MDH1 Retenu
Malate Deshydrogenase 2 (mitochondriale) MDH2 Non retenu
M-calpaine M-calpain Retenu
Mu-calpaine p-calpain Retenu
Myosin Binding Protein H MYPBH Retenu
Myosin Heavy Chain I (slow) MYH1 Retenu
Myosin Heavy Chain II (fast) MyHC-IIa Retenu
MyHC-IIa+x Retenu
Myosin Light Chain 1F MYL1 Retenu
Myosin Regulatory Light Chain 2 MLC2 Non retenu
NADH NADH Non retenu
Phosphoglucomutase PGM1 Retenu
S100-Al S100-Al Non retenu
Super-oxyde Dismutase Cu/Zn SOD1 (Santacruz) Non retenu
SOD1 (Acris) Retenu
Super-oxyde Dismutase Mitochondriale SOD3 Non retenu
Triose Phosphate Isomerase Triose P Isomerase Non retenu
Tropomyosine 3 TPM3 Non retenu
Troponine T1 TNNTI1 Non retenu
Troponine T3 TNNT3 Non retenu

Tableau 13. Anticorps retenus apres les validations




Echantillons de muscle B E Echantillons de muscle

A Hsp70-1A4/B : taille attendue = 70,22 kDa : validation

Echantillons de muscle B E Echantillons de muscle

B Actine-B : taille attendue = 41,73 kDa : invalidation

Echantillons de muscle B E  Echantillons de muscle

C S100-Al : taille attendue = 10,55 kDa : invalidation

Figure 37. Exemples de validation / invalidation d’anticorps primaires
B : Blanc

E : Echelle de poids moléculaire



Nom AC Forme Dilution Conditions 2éme Anticorps Dilution Conditions
CAPZB Monoclonale 1/250 1 heure 30 a 37°C Anti Mouse LICOR 1/20000 30'37°C
Crystallin oB Monoclonale 1/500 1 heure 30 a 37°C Anti Mouse LICOR 1/20000 30'37°C
Desmine Monoclonale 1/250 1 heure 30 a 37°C Anti Mouse LICOR 1/20000 30'37°C
DJ-1 Polyclonale 1/250 1 heure 30 a 37°C Anti Rabbit LICOR 1/20000 30'37°C
Enol Polyclonale 1/2000 1 heure 30 37°C Anti Rabbit LICOR 1/20000 30'37°C
Eno3 Monoclonale 1/45000 1 heure 30 a 37°C Anti Mouse LICOR 1/20000 30'37°C
Hsp20 Monoclonale 1/200 1 heure 30 a 37°C Anti Mouse LICOR 1/20000 30'37°C
HSP27 Monoclonale 1/3000 1 heure 30 a 37°C Anti Mouse LICOR 1/20000 30'37°C
HSP40-4 Monoclonale 1/250 1 heure 30 a 37°C Anti Mouse LICOR 1/20000 30'37°C
HSP70 (HSPAS) Monoclonale 1/250 1 heure 30 a 37°C Anti Mouse LICOR 1/20000 30'37°C
HSP70/GRP75 Monoclonale 1/250 1 heure 30 a 37°C Anti Mouse LICOR 1/20000 30'37°C
HSPA1B (Hsp70prot1B) Monoclonale 1/2000 1 heure 30 a 37°C Anti Mouse LICOR 1/20000 30'37°C
LDHB Monoclonale 1/50000 1 heure 30 37°C Anti Rabbit LICOR 1/20000 30'37°C
M-calpaine Monoclonale 1/1000 1 heure 30 a 37°C Anti Mouse LICOR 1/20000 30'37°C
MDHI1 cytoplasmique Monoclonale 1/1000 1 heure 30 a 37°C Anti Sheep LICOR 1/20000 30'37°C
MyBP-H Monoclonale 1/4000 1 heure 30 a 37°C Anti Mouse LICOR 1/20000 30'37°C
MYLI1 Polyclonale 1/1000 1 heure 30 a 37°C Anti Mouse LICOR 1/20000 30'37°C
Myosine 1Ix 8F4 Monoclonale 1/500 1 heure 30 a 37°C Anti Mouse LICOR 1/20000 30'37°C
Myosine lente 5B9 Monoclonale 1/2000 1 heure 30 a 37°C Anti Mouse LICOR 1/20000 30'37°C
Myosine rapide 15F4 Monoclonale 1/4000 1 heure 30 a 37°C Anti Mouse LICOR 1/20000 30'37°C
PGM1 Monoclonale 1/8000 1 heure 30 a 37°C Anti Mouse LICOR 1/20000 30'37°C
PRDX6 Monoclonale 1/500 1 heure 30 37°C Anti Mouse LICOR 1/20000 30'37°C
SOD1 Polyclonale 1/1000 1 heure 30 37°C Anti Rabbit LICOR 1/20000 30'37°C
p-calpaine Monoclonale 1/1000 1 heure 30 a 37°C Anti Mouse LICOR 1/20000 30'37°C

Tableau 14. Conditions d'utilisation en quantification des 24 anticorps retenus
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1.2.3  Mise au point du Dot-Blot de quantification de protéines

Un aspect limitant s’est vite imposé lors de la quantification par Western-Blot d’une
trentaine de protéines sur plus de 100 échantillons différents : la durée. En effet, réaliser de
telles quantifications, avec 3 ou 4 réplicats par échantillon, auraient pris plus de 3 années
complétes entierement consacrées aux Western-Blot. L’ELISA ne représentant pas une
solution alternative adaptable a toutes les protéines étudiées, une autre technique a été
recherchée, adaptable a toutes les protéines étudiées, aussi fiable que le Western-Blot, mais
plus rapide. Une alternative au Western-Blot est le Dot-Blot, technique couramment utilisée
pour étudier les ARN, et qui présente des caractéristiques proches d’une puce a ARN. Nous
avons cherché des références bibliographiques utilisant et validant cette technique dans le
cadre de quantifications de protéines. Dans le méme temps, divers tests ont été entrepris afin
de savoir si cette technique était réalisable avec le matériel de Western-Blot a disposition. Les
résultats favorables ont donc encouragé a utiliser le Dot-Blot. Cependant, aucune référence
bibliographique validant une technique de Dot-Blot pour quantifier des protéines n’avait été
trouvée. Nous avons donc mis au point et validé un protocole de Dot-Blot dans ce sens, en
utilisant la révélation par fluorescence. La technique a été présentée pour la premiere fois a
I’International Symposium for Young Scientists, suite a quoi elle a fait 1’objet d’une

publication dans le Journal of Physiology pour quantifier des protéines.
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VALIDATION OF A DOT-BLOT QUANTITATIVE TECHNIQUE FOR LARGE
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Beef tenderness is a very complex and multifactorial sensorial meat quality trait, which depends partly on muscle
characteristics. This tissue is very variable according to animal type (age, breed and sex) and rearing conditions.
Consequently, beef tenderness exhibits a great variability. Different research programs have revealed several genes or
proteins which could be good markers of beef tenderness. In order to validate the relation of these markers with beef
tenderness on a large population of bovines, it is necessary to have a large-scale and trusty technique which can access
different quantities of proteins related to tenderness. In this study we firstly compared Western-Blot and Dot-Blot.
Secondly, we evaluated Dot-Blot technical and biological capabilities for the quantification of protein biomarkers. The
results demonstrated that the Dot-Blot technique with fluorescence detection presents numerous interests. This technique
allows a good reproducibility and permits the simultaneous analysis of a large number of samples. The Dot-Blot technique
defined and validated in this study can be used for protein biomarkers analyses, notably to predict beef tenderness.
Another major result of this study is that about 5 to 10 animals per group are required to detect large differences (>1.5)
in biomarker expression between tender and tough beef, whereas much larger numbers of animals (10 to 30) are required
to detect smaller differences (about 1.2 to 1.3) taking into account the biological variability of these markers.

Key words: Dot-Blot, validation, large-scale analysis, biomarkers, protein quantification, immunology

INTRODUCTION

Beef is important in the human diet and represents an
important economical sector in different countries including
France (1). Consumers attempt high sensorial meat quality,
especially tenderness (2). This meat quality trait depends on
muscle which is a very complex tissue. Indeed, muscles
characteristics like collagen and lipid contents, fibre types
contribute to a great extent to the variation in beef tenderness (3).

In order to access to the variation in tenderness, several
programs (4), based on biochemistry, proteomics,
transcriptomics and genetics, have generated a list of at least
thirty potential beef tenderness biomarkers, at protein (5), RNA
(6) and DNA levels (4). These potential biomarkers have been
revealed by comparisons of animals groups which differ in the
quality of the meat they produce.

Larger analyses, on different muscles, animal types and
breeds, are necessary to confirm the roles of these thirty
biomarkers in the determinism of tenderness. This validation
step presented in this article concerns the protein level, in order
to develop in the future a protein prediction test for beef
tenderness. For this, it is crucial to dispose of a reliable and
large-scale analysis technique for protein quantification.

To perform that kind of large-scale protein validation, some
quantitative immunological techniques are available such as
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), Protein-array, or

Dot-Blot immunoassay. The ELISA technique is a fast quantitative
method based on a solid support. For example it has been
employed in the determination of the type I Myosin Heavy Chain
in bovine muscle (7). However the weak point of ELISA is that
technical conditions must be defined for each specific antibody
used. In the case of around thirty biomarkers to validate, it would
require too much time to establish specific conditions for each
marker. This is the reason why we did not selected ELISA for the
validation of tenderness potential markers. Protein microarrays
were developed to study protein-protein interaction (8). Recently,
some improvements of the technique allowed protein
quantification (9) and opened new ways to determine protein
quantities in a large scale analysis, notably for cancer or
bacteriology researches. So, Protein-arrays represent a good
alternative for this study. However, the preliminary step before
protein quantification is to validate the specificity of antibodies
used on bovine muscles. This is routinely realised by Western-Blot.
So, the chosen technique for protein quantification must be more
similar as possible to Western-Blot, to be sure that antibody will
react with the same specificity in the high throughput technique as
in Western-Blot. This is not the case for Protein-array, which have
technical conditions (the support, incubation time and antibody
utilisation) quite different from those of Western-Blot. This is the
reason why Protein-arrays were not selected for this study.
Dot-Blot immunoassay was developed in 1982 (10) based on
RNA Dot-Blot, and validated for large-scale absence/presence
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screening of protein markers in bacteriology, immunology and
epidemiology researches. ELISA has been developed and
technically validated 10 years before Dot-Blot for protein
quantification, and is nowadays a currently used technique.
Because of technical specifications like proteins solubility, some
studies used Dot-Blot instead of ELISA (11). As exposed
previously, the validation of an important number of different
proteins require usage of Dot-Blot instead of ELISA for also
technical and time-consuming reasons. Moreover, the Dot-Blot
technique is very similar to Western-Blot, and is a compromise
between the advantages of Protein-array approach and those of
Western-Blot technique. As antibody conditions (dilutions,
incubation-time) are similar in Dot-Blot and Western-Blot, the
antibody specificity can be guaranteed in a Dot-Blot
quantification after a Western-Blot validation of the antibody,
like the methodology employed by Dufty er al. (12). For all
these reasons, the Dot-Blot technique was chosen for this study.

Because of the poor rate of Dot-Blot usage for protein
quantification, there is no technical and biological validation of
Dot-Blot except for a precise use in a study context for one or two
proteins analysed (12, 13). So the validation of several different
protein markers requires a more global Dot-Blot validation.

This article presents the technical and biological validation of
Dot-Blot as a large-scale technique for protein quantification
from bovine muscle total protein extraction. To achieve this goal,
we have determined the inter- and intra- assay variability of Dot-
Blot and the inter-assay variability of Western-Blot (Study 1), and
the Dot-Blot response for proteins of different characteristics
(Study 2). We also present the biological validation of the Dot-
blot technique by demonstrating its capability to detect a well
known muscle effect according the literature (Study 3). Finally,
we illustrate a Dot-Blot application for the large scale validation
of beef tenderness biomarkers (Study 4).

MATERIALS AND METHODS

Chemical agents and apparatus

Acrylamide, bisacrylamide, TEMED, ammonium persulfate
were from Amersham (Uppsala, Sweden). Chemical reagents,
including urea, thiourea, DTT and CHAPS were from Sigma (St.
Louis, MO, USA). The Mini-Protean electrophoresis apparatus
and the Trans-Blot Cell were from Biorad (Hercules, CA, USA).
The Minifold I Dot-Blot was from Schleicher&Schuell
Bioscience (Germany). The Odyssey Scanner was from LI-COR
Biosciences (Lincoln, Nebraska, USA). The technical assays
were conducted with three antibodies corresponding to three
potential markers of beef tenderness according to previous
results: Heat Shock Protein 27 (14), Phosphoglucomutase and
Myosin Binding Protein-H (15). Antibodies: anti-PGM and anti-
MyBP-H were from Santa Cruz (Santa Cruz, CA, USA), anti-
Hsp27 was from AbNOVA (Taipei, Taiwan). Antibodies
specificities were guaranteed on human proteins by
manufacturers. Secondary fluorescent antibody was from LI-
COR Biosciences (Lincoln, Nebraska, USA).

Animals and samples

This study was conducted with 18 Charolais young bulls
from the INRA experimental program MUGENE (funded by
ANR and APIS-GENE through the GENANIMAL call). All the
animals were slaughtered at 15 or 19 months of age at the
slaughterhouse of INRA in compliance with the current ethical
guidelines for animal welfare. Muscle samples from longissimus
thoracis (LT) and semitendinosus (ST) were excised from each
animal within 15 minutes after slaughter. Muscle samples were

immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until
protein extraction. The tenderness value for each sample was
accessed by mechanical (Warner-Bratzler test) analysis on
cooked meat as described in Lepetit and Culioli (16).

Total protein extractions were performed according to
Bouley et al. (17) from 13 LT and 8 ST frozen muscles from
young bulls in the denaturation extraction buffer (8.3M urea, 2M
thiourea, 1% DTT, 2% CHAPS). The protein concentration was
determined by spectrophotometry with Bradford assay (18).
Protein extractions were stored at -20°C. A standard sample was
constituted by mixing all samples from young bulls.

Western-Blot membrane

Western-blot analysis were performed according to the
method previously described (19, 20) and slightly modified.
Briefly, fifteen micrograms of total protein extraction sample
were separated in 1-D in a 12% polyacrylamide gel at 120 V, at
4°C for 90 minutes in Mini-Protean apparatus. Proteins were
transferred to a PVDF membrane with Trans-Blot Cell apparatus
at 210 mA at 4°C for 60 minutes. Membrane was blocked in a
10% milk blocking buffer at 37°C for 20 minutes and then
incubated with the primary antibody. Infrared fluorescence
detection was then used for protein quantification.

Dot-Blot membrane

Fifteen micrograms of total protein extraction sample were
deposited on a nitrocellulose membrane with Minifold I Dot-
Blot apparatus. All samples were deposited by random order on
the 96-spots membrane. In addition, three protein quantities of
the mixed standard sample (7.5 pg, 15 pg, 22.5 pg) were
deposited for data normalization. The Dot-Blot membrane was
air-dried for 5 minutes, and blocked in a 10% milk blocking
buffer at 37°C for 20 minutes and then incubated with the
primary antibody. Infrared fluorescence detection was then used
for protein quantification.

Antibodies incubations

The specificity for each antibody used on bovine muscle was
checked by a Western-Blot with 15 pg of total protein extraction
from bovine LT muscle per well, with a fluorescence detection at
800 nm. The specificity was accessed by the detection of a single
band corresponding to the theoretical molecular weight of the
protein studied, like the method used by Duffy et al. (12). The
molecular weight was determined by the Western-Blot with Biorad
Kaleidoscope ladder which emitted fluorescence at 700 nm. The
Fig. 1 showed an example of this specificity validation on bovine
muscle for antibody anti-Hsp27 at 800 nm. After this step of
validation, antibodies can be used on bovine muscle as follow.

The Western-Blot and Dot-Blot membranes were incubated
at 37°C during 90 minutes with the following concentrations
(initial concentration/appropriate dilution): MyBP-H (1000
ng/mL/1:4000), Hsp27 (200 pg/mL/1:3000), and PGM (1000
png/mL/1: 8000). Then the membranes were incubated at 37°C
for 30 minutes with the anti-mouse fluorochrome-conjugated
LICOR-antibody IRDye 800CW (1 mg/mL). The first and
second antibodies were diluted in 1% milk blocking buffer.

Image analyses and protein quantification

All Western-Blot and Dot-Blot were scanned with the Odyssey
NIR imager, using the 800 nm laser, a 169 pm spatial resolution
and a fixed gain of 5. This infrared fluorescence detection was
characterised as a quantitative and sensitive technique for protein
quantification with a consistent linear range (21).
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Fig. 1. Specificity of the human antibody anti-Hsp27 checked by
Western-Blot. Western-Blot was done with 15 pg of total protein
extraction from bovine muscle per well, with a fluorescence
detection at 800 nm as described in the Material and Methods.
Specificity of the antibody was checked by the detection of a
single band corresponding to the theoretical molecular weight of
Hsp27 from bovine (27kDa). Molecular weight was accessed by
the Biorad Kaleidoscope ladder, which emitted fluorescence at
700 nm and added artificially on the picture. Similar results were
obtained for the other antibodies.

Western-Blot images were quantified under ImageQuant TL
v2003 (Amersham) and each band volume was normalized using
total band volumes present on the membrane as previously
described to assay collagen types (22). Dot-Blot images were
quantified under GenePix PRO v6.0 (Axon) (Fig. 2). Each dot
volume was calculated as total dot intensity minus median local
background value multiplied by dot area. Because Dot-Blot
offers the possibility of replicates, a data-prefiltering approach
was implemented to eliminate outlier values mainly due to dust.
As generally recommended in microarray analysis (23), the
outliers exclusion technique based on the Medium Absolute
Difference (MAD) was applied before repeated values were
averaged. Finally, to make the data comparable between assay,
the data were normalized using a regression-approach based on
the three available standards. This technique is also generally
recommended for gene expression studies (24). Thus all results
were made on normalized volume and expressed in arbitrary
units and are representing relative protein amount.

Statistical analyses

Inter or intra-assay variation was expressed as coefficients of
variation (CV) which is calculated as standard deviation divided by
the mean and expressed as a percentage of the mean (study 1). The
percentage of technical variability (R?) was calculated by studying
the linearity of the Dot-Blot response (study 2). The significance of
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difference between biological groups was performed by Student z-
test (study 3). Finally power calculation was conducted taking into
account a significance level (o) of 5% and a test of power (1-f) of
80% (22). This allows sample size determination for future large
scale biomarkers validation (study 4).

RESULTS

Technical validation: inter- and intra-assay Dot-Blot variability,
comparison with inter-assay Western-Blot variability (study 1)

Technical validation was realised with samples of LT
muscle, and the membranes of Western-Blot and Dot-Blot were
incubated with anti-Hsp27 antibody. To calculate inter-assay
variability of Western-Blot, two membranes of Western-Blot
were made, with the same 8 samples of LT muscle. The two
membranes were incubated separately with the first antibody,
and then simultaneously for infrared fluorescence detection. The
CV between the two membranes for each sample was calculated
to assess the inter-assay variability of Western-Blot. The
coefficient of variation for each band between the two Western-
Blot membranes was on average 8.7% with standard deviation of
6.5% (Table 1). To calculate inter-assay variability of Dot-Blot,
two membranes of Dot-Blot were made separately, each with the
same 5 samples of LT muscle. Each sample was 6-time
replicated on a Dot-Blot membrane. The random deposit order
was strictly the same for the two membranes. The coefficient of
variation between the two membranes for each spot was
calculated to access the inter-assay variability of Dot-Blot, and
compared with Western-Blot inter-assay variability. The
coefficient of variation for each spot between the two Dot-Blot
membranes was on average 10% with standard deviation of
4.5% (Table 1). To calculate intra-assay variability of Dot-Blot,
one membrane of Dot-Blot was made with 8 samples of LT
muscle. Each sample was 6-time replicated. The coefficient of
variation of each sample between its 6 technical replications was
calculated to access the intra-assay variability of Dot-Blot. The
coefficient of variation between the six technical replicates of
each sample was on average 9% with standard deviation of 4.7%
(Table 1).

Technical validation: linearity of Dot-Blot response for proteins
of different characteristics (study 2)

Three Dot-Blot membranes were made in the same
conditions, with the mixed sample at different total protein
quantities: 7.5 pg, 15 pg, and 22.5 ng total protein extraction and
a blank with 4 pl of extraction buffer. All these samples were 4-
time replicated on the membranes. Three proteins were chosen
for their different characteristics in terms of molecular weight, tri-

Table 1. Inter-assay technical variability of Western-Blot and inter- and intra- assay technical variability of Dot-Blot.

Number of ~ Number of Average CV. Number of = Number of samples per Aéi/roa/ge
assay animals (+/- SD%) animals animal (+/- SDO% )
1 Western-Blot 2 8 8.7 (+/- 6.5)
2 Dot-Blot 2 5 10 (+/- 4.5) 8 6 9 (+/-4.7)

CV = Coefficient of Variation; SD = Standard Deviation. For inter-assay variability CV for each animal was calculated according to
its two values generated by the both assays in Western-Blot and Dot-Blot (data not shown). The mean of the animals CV was calculated
to generate a mean CV (+/-SD%) for inter-assay technical variability for Western-Blot and Dot-Blot. For intra-assay technical
variability, CV of each animal was calculated according to its six values generated by the Dot-Blot (data not shown). The mean of the
8 animals CV was calculated to generate a mean CV (+/-SD%) for intra-assay variability for Dot-Blot.
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Fig. 2. Image of a 96-well Dot-Blot analyzed by the software
GenePix. An example of the local background calculation on a
white circle is showed for a spot.

dimensional structure, composition and cellular abundance:
Hsp27, MyBP-H, and PGM. Each membrane was incubated with
one antibody against one of these proteins. After data-prefiltering
by MAD technique, 84%, 87% and 98% of spots were retained
respectively for Hsp27, MyBP-H and PGM. The linearity of Dot-
Blot response for proteins of different characteristics was then
accessed by the linear regression between average dot volume
and total protein quantities for Hsp27, MyBP-H and PGM. For
the three studied proteins, dot volume was linearly correlated
with the total amount of protein, R2=0.99, 0.97 and 0.99 for
Hsp27, MyBP-H and PGM respectively (Fig. 3). Consequently,
for these three different proteins, the response of Dot-Blot
technique, namely fluorescence intensity, was linearly correlated
with total protein amounts.

Biological validation: detection of a known muscle effect
(study 3)

Some studies, using immunoblotting techniques and cited by
Gilbert et al. (25), have demonstrated that MyBP-H protein
content was higher in fast twitch muscles, like the ST muscle,
than in low twitch muscles, like the LT muscle (26). In order to

check the ability of Dot-Blot to detect this known muscle effect
on MyBP-H expression, a Dot-Blot was made with 13 samples
from LT muscle and 8 samples from ST muscle. Each sample was
four-time replicated. Membrane was incubated with the antibody
anti-MyBP-H. MyBP-H amount for each muscle was calculated.
Then, comparisons between each muscle were done by a Student
t-test. The amount of MyBP-H in ST muscle was significantly
greater than in LT muscle (1.4-fold, P < 0.05), which was in
accordance with bibliographic data (data not shown).

Application: beef tenderness biomarker large-scale validation
(study 4)

Biomarkers of interest were generally found by proteomics
and transcriptomics approaches in small-scale experiments with a
small number of animals. Consequently, a pilot study was
conducted on two beef potential tenderness biomarkers (Hsp27
and MyBP-H) with a low sample size. This allows estimation of
intra-group standard deviation and between group differences to
calculate statistical power (27) and estimate requirement in terms
of sample size (22, 28). So, Dot-Blot membranes were made in
the same way, with 8 samples of LT muscle and 8 samples of ST
muscle. Each sample was four-time replicated on a membrane.
Membranes were incubated with antibodies anti-Hsp27 and anti-
MyBP-H. For each muscle (LT and ST), 2 groups of 4 samples
were constituted according to the tenderness score (high or low).
Table 2 depicts the average intra-group CV (for biological
variability) with Dot-Blot and the observed relative difference
between groups which both allowed sample size estimation for
each condition. Thus, only six LT samples per group of
tenderness would be necessary to obtain a statistically significant
result with Hsp27 when not less than forty LT samples per group
would be necessary with MyBP-H. Interestingly intra-group
biological variability appears similar for both muscles (7able 2).
A generalization of this power analysis is thus illustrated in Fig.
4. Here, we reported the relationship between sample size and
desired effect for Hsp27 (CV% is about 18.9% whatever the
studied muscle) and for MyBP-H (CV% is about 40.5% whatever
the studied muscle). For a desired effect superior to the biological
variability, the sample size keeps behind 17 but increases
exponentially for lower desired effect (Fig. 4).
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Table 2. Sample size estimation for Hsp27 and MyBP-H to detect a significant difference between animal groups.

Hsp27 MyBP-H
LT ST LT ST
Observed intra goup mean variability (CV%) 18.4 19.4 39.7 41.4
Observed group difference (%) 30.7 30.3 253 62.2
Required Sample size 6 7 40 7

A pilot study was conducted with two tenderness biomarkers (Hsp27 and MyBP-H) and with 4 samples per group of tenderness in two

muscles (LT, ST). Intra-group standard deviation and between group

differences of mean (expressed as % of mean) are reported and

entered statistical power calculation using the T-test formula to estimate sample size required to detect with confidence the observed
differences. Thus 40 samples per group would be necessary to detect significantly the observed difference of 25% in MyBP-H amount

in LT muscle, but only 6 to 7 animals for the other cases.

100 7

Number of samples per group

——Hsp27
—#- MyBP-H

Fig. 4. Variation in sample size required to detect
significant differences in Hsp27 and MyBP-H amounts
depending of the expected differences to be detected.

The number of animals per group to detect a significant
difference between two animal groups was calculated
according to the desired effect to be detected for two
biomarkers (Hsp27, MyBP-H) in bovine muscle taken into
account the biological variability which differs for the two
markers. A pilot study (7able 2) was conducted on the two
tenderness biomarkers (Hsp27 and MyBP-H) to determine
intra-group standard deviation (i.e. the biological
variability which was 19 and 40% for Hsp27 and MyBP-
H respectively). The expected differences between group
means (i.e. the desired effect to be detected expressed as %
of mean) and the biological variability entered statistical
power calculation to estimate required sample size. Thus

—_— N W A U N I X O
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Desired effect (%)

S

" | about 30 samples per group are necessary to detect a
70 | significant difference of 30% in MyBP-H protein content,
but only less than 10 animals are necessary to detect a
significant difference of 30% in Hsp27 due to the lower
biological variability of this second marker.

DISCUSSION

In this study, we demonstrated that the Dot-Blot is a useful
immunological technique which can be used routinely for the
analyses of proteins potentially markers of beef tenderness on
large populations of samples with a good technical
reproducibility.

The analysis of inter-assay variability of the two techniques
in study 1 showed a similar and acceptable technical coefficient
of variation (9% for Western-Blot and 10% for Dot-Blot). These
results are comparable to those of Duffy ez al. (12), with an inter-
assay Dot-Blot variability of 20%.

Dot-Blot uses similar technical conditions than Western-
Blot, in terms of antibodies quantities and incubation-time, to
ensure the same antibody specificity between the two
experiments. Western-Blot is a classical technique usually used
for the study and quantification of proteins. So, as Dot-Blot is as
reliable as Western-Blot, the Dot-Blot appears to be a good
technique for protein quantification. Moreover, the intra-assay
variability of Dot-Blot was 9%, similar to 10 % of inter-assay
variation. These results are comparable to those of Duffy et al.,
with an intra-assay Dot-Blot variability of 10%. So, Dot-Blot has
no technical bias and allows analysis of different spots of the
same sample distributed among the membrane. In Dot-Blot,
proteins are not previously separated according to their
molecular weight, contrary to Western-Blot. So, a possible
limitation of Dot-Blot could be the accessibility of the protein by
the primary antibody. Low steric size proteins could be masked

by high steric size proteins on the spot surface, and so the
primary antibody can not find its epitope. The same problem
could be observed between low and high represented proteins,
especially for this muscular samples, where 20% of the total
protein mass is represented by actin only (29).

The Dot-Blot experiments on three proteins (Hsp27, MyBP-
H and PGM) which differ according to their molecular weight,
composition, three-dimensional structure and cellular
abundance, showed in the study 2, that there were no technical
limitations for Dot-Blot with a large spectrum of different
proteins, from small size heat shock proteins to bigger enzymes.
Moreover, the spot intensity was linearly correlated with the
different total protein quantities used (up to 22.5 pg), without
saturation or latency. So, Dot-Blot was proportional for these
different quantities and can be employed for quantification with
15 ng of total protein samples. This quantity is usually used in
Western-Blot to have a good representation of muscle proteins.
To reproduce the Western-Blot technical conditions, 15 pg of
total proteins were also used for Dot-Blot quantification. The
results of Dot-Blot experiment in the study 3 with MyBP-H
revealed a significant difference between ST and LT muscle,
where MyBP-H quantity was higher in ST than in LT. These
results were in accordance with data cited from Gilbert et al.
(25). So we can conclude that Dot-Blot was able to detect a
known protein quantity difference between two muscles.

In the case of beef tenderness marker, the desired effects we
want to observe between two tenderness groups are generally
about 20 or 30% of magnitude. To be statistically significant, the
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marker effect must be analysed on a sufficient number of
samples per group. This number can be calculated by a power
analysis using the T-test formula. This power analysis showed
that the number of required samples per group depends on the
biological variation of the studied marker and on the magnitude
of the effect to be detected. Therefore, for a desired effect of
20% with a marker intra-group variability of 20% observed in
the study 4, like Hsp27, the required sample size group is 20.
The same desired effect with a marker intra-group variability of
40%, like MyBP-H would require a sample size group of 60. So,
assessment of these markers requires large-scale analysis, which
is a strong advantage of Dot-Blot. This technique allows indeed
the analysis of the number of samples recommended by the
power analysis to have statistically significant results, rapidly
and easily.

The large-scale abilities of Dot-Blot allow a higher number
of samples to be analysed in one experiment compared to the
Western-Blot technique. These have some consequences in
terms of results, because a large range of data is generated within
the same experimental conditions (antibodies quantities,
hybridization and revelation time). These have also an
economical impact, because an experiment of Dot-Blot uses
fewer amounts of antibodies and buffers, and is faster and easier
compared to Western-Blot. The large-scale abilities of Dot-Blot
are however limited by the number of samples deposited on
membrane. Automatic membrane made by robot could enhance
the large-scale capacities of Dot-Blot. Because proteins are not
previously separated according to their molecular weight and
isoelectric point, it is not possible with Dot-Blot to distinguish
and quantify specific isoforms of proteins like in proteomics.
The Dot-Blot technique is a global protein approach less
sensitive than bi-dimensional electrophoresis or RT-PCR.
Results from Dot-Blot are thus complementary with those of
proteomics, transcriptomics and genetics approaches.

In conclusion, this work demonstrates that Dot-Blot is
technically as reliable as a Western-Blot, which is a standard
technique employed for validation of protein biomarkers, for a
large spectrum of different proteins. In case of large-scale
analysis requirement, Dot-Blot represents a good and
complementary tool for protein biomarker validation. So, Dot-
Blot is well-adapted for our tenderness biomarker validation
study. In any case, the number of samples to be analysed must be
previously calculated according to the biological variability of
the studied biomarkers with potentially large differences
between markers.
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Cette étude de validation du Dot-Blot s’est déroulée en 4 points.

Premier point . comparaison du CV technique du Dot-Blot a celui du Western-Blot.

Le Western-Blot étant considéré comme une technique de référence pour la quantification
de protéines, son CV a servi de base pour comparer et juger le CV du Dot-Blot. Afin de
pouvoir utiliser cette technique pour quantifier les protéines de fagon fiable et répétable, son
CV devait étre du méme ordre que celui du Western-Blot. Le CV du Western-Blot a été
calculé a 8,7 % entre deux quantifications réalisées par deux Western-Blot sur un méme
échantillon, pour la protéine Hsp27 servant de référence. De maniére identique, le CV du Dot-
Blot a été calculé a 10 %. Le CV entre différents réplicats d’un échantillon au sein d’une
méme membrane de Dot-Blot a été calculé a 9 %. Le calcul de CV montre que le Dot-Blot est
donc aussi fiable et répétable que le Western-Blot, que ce soit au sein de la méme membrane
ou entre différentes expérimentations.

Deuxieme point : qualité des résultats du Dot-Blot sur des protéines différentes.

Une grande interrogation était de savoir si le Dot-Blot était applicable sur des protéines de
nature trés différentes. Ainsi, la linéarité¢ de la réponse du Dot-Blot a trois protéines a été
calculée. Ces trois protéines sont Hsp27, Myosin Binding Protein-H et Phosphoglucomutase.
Ces trois protéines sont différentes selon leur masse moléculaire, leur conformation et leur
abondance cellulaire. Les résultats de cette partie ont montré que I’intensité¢ du signal
fluorescent obtenu était proportionnelle a la quantité de protéines totales déposée, et ce pour
les trois protéines. Ceci montre que le Dot-Blot, appliqué a des protéines différentes, est fiable
et stable.

Troisiéeme point : détection d’un effet muscle connu.

La protéine Myosin Binding Protein-H est connue pour étre plus abondante dans des
muscles a contraction rapide tels que le ST, que dans des muscles a contraction lente, tels que
le LT (Gilbert et al 1999). Afin de vérifier si la méthodologie du Dot-Blot permet de détecter
un effet biologique, la quantit¢ de MyBP-H a été déterminée dans 21 échantillons (13 de LT
et 8 de ST). Les résultats confirment une quantité de MyBP-H significativement plus grande
dans le ST que dans le LT. Ainsi, la méthodologie Dot-Blot est considérée comme fiable pour
détecter des effets biologiques.

Quatrieme point : validation a grande échelle de biomarqueurs protéiques.

Un calcul de puissance (Lenth 2007) a été effectué a partir des variabilités biologiques de
deux protéines, Hsp27 et MyBP-H, obtenues lors de quantifications par Dot-Blot. Ce calcul
permet de connaitre combien d’échantillons par groupe sont nécessaires afin de détecter des

différences significatives entre ces groupes. Ainsi, plus une protéine présente une variabilité
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biologique ¢€levée, plus le nombre d’échantillons a analyser par groupe doit étre important.
Pour détecter une différence de 30 % entre deux groupes (seuil d’effet recherché pour les
marqueurs de tendreté), les effectifs de chacun doivent étre inférieur a 10 pour Hsp27, et de
30 pour MyBP-H. Le Dot-Blot, par sa grande capacité d’analyse, trouve ainsi tout son intérét
dans la validation de protéines comme marqueurs, car cette technique est capable d’analyser
des effectifs significatifs en un nombre minimal d’expérimentations. Cela permet en outre de

diminuer les variabilités inter-expérimentations, et donc d’obtenir des résultats plus fiables.

Le Dot-Blot est donc une technique présentant un avantage considérable en terme de
rapidité et de capacité d’analyse, tout en étant aussi fiable et reproductible que le Western-
Blot, technique de référence pour la quantification de protéines. Une autre caractéristique
intéressante du Dot-Blot est son colt, trés inférieur a celui d’un Western-Blot, en terme de

produits et d’anticorps.

Ainsi, pour la réalisation des quantifications de protéines au cours de la thése, cette
technique de Dot-Blot (Figure 38), couplée a la révélation par fluorescence, a été

retenue.

1.3 Optimisation du protocole de Dot-Blot

Par la suite, le protocole de Dot-Blot a été¢ optimisé au fur et a mesure depuis les
validations techniques publiées dans ’article du Journal of Physiology and Pharmacology,

pour aboutir a une version finale du protocole de Dot-Blot présenté en annexe.
II Résultats techniques sur ’utilisation du Dot-Blot

L’utilisation de la technique de Dot-Blot sur I’ensemble de I’effectif MUGENE des années
2003 et 2005 a permis d’apprécier D’efficacité du Dot-Blot. Les différentes qualités
d’appréciation sont ’erreur relative de la mesure, la vitesse et le cotit de la technique.

L’erreur relative de mesure a été évaluée en comparant la valeur théorique du mélange de
normalisation, déposé pour 15 pg de protéines totales, égale a 15, et la moyenne des valeurs
expérimentales de chacun des échantillon constituant ce mélange. Cette moyenne doit étre de
15 si la technique était parfaite, sans erreur. Cette erreur a été calculée pour les 24 protéines

séparément, puis la moyenne de ces pourcentages a ¢té utilisée comme référence de la
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Figure 38. Illustration d’une quantification par Dot-Blot de 1a protéine Hsp2(0
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technique pour I’ensemble du travail. Ainsi, cette erreur de mesure relative du Dot-Blot est de
9 %. C'est-a-dire que la technique permet de quantifier une protéine donnée avec une erreur
de 9 % par rapport a la quantité vraie. Ce pourcentage n’est cependant pas uniforme et dépend
de la protéine étudiée. En effet, la plus faible erreur de mesure est celle de la M-calpaine, a
0,14 %. La plus forte est celle de la Myosine-IIx avec 31 %. Cette différence selon les
protéines indique que la technique est dépendante de la fixation de I’anticorps primaire,
mono- ou poly-clonal. De maniere générale, I’ensemble des facteurs de variation de la
technique (dosage des protéines, dépdts, quantifications) n’affecte que peu la quantification,
puisque I’erreur relative de la mesure reste inférieure a 10 %. Ceci confirme que le Dot-Blot
est une technique trés fiable, plus que les techniques de quantifications de protéines
classiquement utilisées (ELISA ou gels-2D, avec 25 a 30 % d’erreur relative).

Un autre intérét de cette technique est sa vitesse, due a sa capacité d’analyse a grande
échelle ainsi qu’une relative simplicité technique. Ainsi, la quantification des 222 échantillons
étudiés au cours de cette theése aurait dii prendre environ 4 mois. Le Dot-Blot est donc 14 fois
plus rapide que le Western-Blot.

Un avantage qui a pesé dans I’intérét du Dot-Blot est son colt d’exécution. Le colit des
quantifications pour les 24 protéines sur les 222 échantillons a été estimé en prenant en
compte le colit des 24 anticorps primaires, 1’anticorps secondaire, et la membrane. Ainsi, les

quantifications en Dot-Blot ont cofité¢ environ 4 fois moins cher qu’en Western-Blot.

Ainsi, utilisation du Dot-Blot dans ma thése, pour quantifier I’ensemble des 222
échantillons de MUGENE, en 4 réplicats pour les 24 protéines (soit plus de 20 000
données), a montré que cette technique est non seulement rapide et peu onéreuse, mais
également treés fiable. C’est par cette technique de Dot-Blot qu’a été obtenu I’ensemble
des données brutes qui ont été analysées dans cette thése (Tableaux 15 et 16). Ces
données ont été utilisées pour étudier d’une part, les effets du muscle et du type
d’animal sur ’abondance des protéines d’intérét, et d’autre part les relations entre ces

protéines et la tendreté.

II1 Effets muscle et type d’animal

Les quantifications effectuées sur ’ensemble des données des cohortes 2003 et 2005 du

programme MUGENE, sur les 24 protéines considérées, ont montré qu’il existe une influence
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Résultats et Discussion

du type de muscle (LT ou ST) et du type d’animal (beeuf ou taurillon) sur I’abondance des
protéines.

La connaissance de ces effets muscle et type d’animal pourrait permettre de modifier
I’expression de protéines considérées comme marqueurs de tendreté selon les contextes de
production et ainsi d’apporter un savoir utile dans la maitrise de la tendreté¢ du vivant de

I’animal afin d’adapter la conduite des animaux.
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Variations in the abundance of 24 protein biomarkers of beef
tenderness according to muscle and animal type
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Some proteins have been revealed as biomarkers for beef tenderness by previous studies. These markers could be used in
immunological tests to predict beef tenderness, in living animals as well as in carcasses. It is well known that rearing practices
modify the amounts of mRNA and proteins. Therefore, the reliability of protein tests could be affected by livestock and biological
effects such as production systems, breed, muscle and animal type. This study analysed the effects of animal and muscle type on
24 proteins. The animals studied were 67 young bulls and 44 steers of the Charolais breed, and muscles were Longissimus
thoracis and Semitendinosus. Protein amounts were determined by Dot blot, an immunological technique. Results showed that
expressions of 20 proteins were influenced by animal and/or muscle type. These results could lead to modifications and
adaptations of prediction tests according to rearing practice, bovine breed and beef cut.

Keywords: beef, protein biomarker, meat tenderness, protein abundance, Dot blot

Implications

Protein biomarkers are tools to design tenderness prediction
tests for the beef industry. This study showed that the
expression of these markers is influenced by muscle and
animal type, which are two factors important in beef pro-
duction in France. Rearing systems are characterised by dif-
ferent production factors, capable of modifying the validity
of tenderness prediction tests, notably by changes in protein
expression profiles. The knowledge brought by this study is a
first step in understanding these effects on protein bio-
marker expression. Finally, this type of knowledge could lead
to improved management of beef tenderness during the
animal’s life.

Introduction

Beef is an important economic value in different countries
such as the United States, Australia and France (Veysset
et al,, 2005). Consumers express an interest in high orga-
noleptic meat quality, especially tenderness (Geay et al.,
2001). This quality is highly variable (Dransfield et al., 2003;
Picard et al., 2007), which is a problem for the industry. The
French beef industry is interested in meat tenderness tests

* E-mail: picard@clermont.inra.fr

that are suitable for the majority of production systems used
in France. These production systems differ notably by animal
type (cows, heifers, steers, calves, young bulls) and the breed
used (beef, hardy, dairy breeds). For a few years now, several
research programmes have identified some potential bio-
markers of beef tenderness, at the protein (Picard et al.,
2010), mRNA (Bernard et al, 2007) and DNA (Hocquette
et al., 2007) levels, in different production systems.

Several studies have shown that the abundance of some
gene transcripts and/or proteins can be affected by the pro-
duction system, animal and muscle type (Hocquette et al,
2007). The study by Cassar-Malek et al. (2009) showed that the
production system (grass feeding of animals v. maize) lead to
an oxidative switch in muscle metabolism. In the same way,
different breeds exhibit differences in their muscle character-
istics, as described in Jurie et al. (2007). Schreurs et al's (2008)
study showed that the development of muscle characteristics
differs between muscle types because of difference in testos-
terone levels in bulls and steers.

Therefore, the expression of some potential tenderness
protein biomarkers can be influenced by factors such as
animal and/or muscle type. The knowledge of these influ-
ences could be exploited to manage the abundance of dif-
ferent tenderness biomarkers in beef production in order to
introduce management methods that would enhance the
meat quality for the beef industry.
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Table 1 Potential tenderness markers identified by previous works

Potential marker Gene Previous works
Heat shock proteins
aB-crystallin CRYAB Bernard et al. (2007), FC>1.4
Hsp20 HSPB6 Jia et al. (2006), FC = —5.7
Hsp27 HSPB1 Bernard et al. (2007), FC> 1.4
Hsp40 DNAJA1 Bernard et al. (2007), FC>1.4
Hsp70-1A HSPATA Picard et al. (2010), FC = 0.84
Hsp70-8 HSPAS8 Guillemin (2010), r=0.27 and Guillemin et al. (2010), P< 0.05
Hsp70/GRP75 HSPA9 Guillemin (2010), r=0.33 and Guillemin et al. (2010), P< 0.01
Metabolism
Enot1 ENO1 Lametsch et al. (2003), r=0.28
Eno3 ENO3 Lametsch et al. (2003), r= —0.32
LDHB LDHB Bouley (2004), FC = —2.1
MDH1 MDH1 Picard et al. (2010), FC=10.8
PGM1 PGM1 Bouley (2004), FC = —2.0
Structure
CapZ-B CAPZB Lametsch et al. (2003), r=0.34
Desmin DES Picard et al. (2010), FC = 0.77
MLC-1F MLCTF Bouley (2004), FC = 2.0
MyBP-H MYBPH Bouley (2004), FC = 2.1
MyHC-I MYH7 Bernard et al. (2007), FC>1.4
MyHC-II MYH2 Picard et al. (2010), FC = 0.32
MyHC-I1x MYH1 Guillemin et al. (2010), tenderness P-value < 0.05
Oxidative resistance
DJ-1 PARK7 Picard et al. (2010), FC =0.72
PRDX6 PRDX6 Jia et al. (2009), tenderness P-value < 0.001
SOD1 SoD1 Picard et al. (2010), FC = 0.74
Proteolysis
m-Calpain CAPN2 Guillemin (2010), r=10.28
p-Calpain CAPN1 Morris et al. (2006), tenderness genetic association P-value < 0.001

MyHC-I = myosins of heavy chains I; PRDX6 = peroxiredoxin 6; SOD1 = superoxide dismutase 1.
FC = protein fold change associated with tenderness according to cited literature; r= correlation coefficient associated with tenderness measurement according to

cited literature.

The objective of this study was to analyse the effect of
animal and muscle type on the expression of beef tenderness
potential protein markers, previously identified in some
genomic programmes as reported in Table 1. The proteins
belong to five families according to their biological functions:
heat shock proteins (HSPs), metabolism, structure, oxidative
resistance and proteolysis.

Material and methods

Animals and samples

This study was conducted on 67 Charolais young bulls and
44 Charolais steers (castrated at 3 months of age) from the
INRA programme MUGENE. The young bulls were slaugh-
tered at 17 months of age on average and the steers at
30 months of age on average at the INRA experimental
slaughterhouse in compliance with current ethical guidelines
for animal welfare. Muscle samples from the Longissimus
thoracis (LT; fast oxido-glycolytic with 25% of myosins of
heavy chains | (MyHC-l), 62% of MyHC-lla and 13% of
MyHC-IIx in our experiment by electrophoresis (Picard et al.,
1999), and in accordance with Jurie et al. (1995, 2007) in

bovine) and Semitendinosus (ST, fast glycolytic with 11% of
MyHC-I, 24% of MyHC-lla and 66% of MyHC-lIx in our
experiment, and in accordance with Schreurs et al. (2008) in
bovine) muscles were excised for each animal within 15 min
after slaughter. Muscle samples were immediately frozen in
liquid nitrogen and stored at —80°C until protein extraction.
Approximately 100mg of muscle samples were used for
protein extraction.

Total protein extractions were performed according to Bouley
et al. (2004) in a denaturation/extraction buffer (8.3 M urea,
2 M thiourea, 1% DTT, 2% CHAPS) and stored at —20°C until
use. All chemical reagents were from Sigma (St. Louis, MO,
USA). The protein concentration was determined by spectro-
photometry with the Bradford assay (Bradford, 1976).

Immunological protein quantification

The conditions for use and specificity of primary antibodies
against the 24 proteins analysed on bovine muscle were
assessed by western blotting according the methodology
described by Guillemin et al. (2009a). Briefly, western blots
were used in order to check the specificity of all the antibodies.
An antibody was considered specific against the studied protein
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when one band at the expected molecular weight was
detected by western blot. BLAST analyses were done
between the 24 studied bovine protein sequences against
human protein databases, to assure that proteins share more
than 90% of identity. An example of the human Hsp70-1A
primary antibody validation is illustrated in Figure 1 and it
shows that this human antibody binds to a bovine protein
of the Hsp70-1A theoretical molecular weight. All the other

B MW Muscle samples

« 97 kDa

¥~66 kDa
« 45 kDa

Muscle samples

S 27 kDa

swwe 20 kDa

e 14 kDa
6 kDa

Figure 1 Primary antibody validation: Hsp70-1A (B = blank; MW =
molecular weight, Hsp70-1A theoretical molecular weight = 70.22 kDa).

Protein content according to muscle and animal types

23 primary antibodies were tested for their specificity as
described (data not shown). Optimal dilution ratios were
determined in the same time, from suppliers’ conditions and
adapted to bovine muscle samples. Conditions used and
suppliers for all primary antibodies are reported in Table 2.

Secondary fluorescent-conjugated IRDye 800CW anti-
bodies (anti-mouse, anti-sheep, anti-rabbit) were supplied
by LI-COR Biosciences (Lincoln, NE, USA) and used at
1/20000.

Protein quantifications with the validated antibodies were
done by Dot blot, as described by Guillemin et al. (2009a).
Dot blot is a technique 15 times faster than western blot,
characterised by the same technical variations (10%). This
characteristic allowed us to analyse these 24 protein markers
in less time than with western blot (6 months for Dot blot
and 53 for western blot). Briefly, protein samples were
spotted in quadruplicate on a nitrocellulose membrane with
the Minifold | Dot blot from Schleicher & Schuell Biosciences
(Germany) and hybridised with the specific antibody of each
protein, with conditions defined by western blot. Then
membranes were scanned by the scanner Odyssey (LI-COR
Biosciences) at 800 nm. Protein abundance for each sample,
given in arbitrary units, was normalised according to a mix of
different samples, used as a reference.

Table 2 Suppliers and conditions for each primary antibody used in this study

Target protein Antibody references Dillution
Heat shock proteins
aB-crystallin Monoclonal anti-bovine Assay Designs SPA-222 1/500
Hsp20 Monoclonal anti-human Santa Cruz HSP20-11:s¢51955 1/200
Hsp27 Monoclonal anti-human Santa Cruz HSP27 (F-4):sc13132 1/3000
Hsp40 Monoclonal anti-human Santa Cruz HSP40-4 (SPM251):sc-56400 1/250
Hsp70-1A Monoclonal anti-human Abnova HSPA1B (M02), clone 3B7 1/2000
Hsp70-8 Monoclonal anti-bovine Santa Cruz HSC70 (BRM22):5c-59572 1/250
Hsp70/GRP75 Monoclonal anti-human RD Systems Clone 419612 1/250
Metabolism
Eno1 Polyclonal anti-human Acris BP087 1/2000
Eno3 Monoclonal anti-human Abnova Eno3 (M01), clone 5D1 1/45000
LDHB Monoclonal anti-human Novus LDHB NB110-57160 1/50 000
MDH1 Monoclonal anti-pig Rockland 100-601-145 1/1000
PGM1 Monoclonal anti-human Abnova PGM1 (MO01), clone 3B8-H4 1/8000
Structure
CapZ-B8 Monoclonal anti-human Abnova CAPZB (M03), clone 4H8 1/250
Desmin Monoclonal anti-human DAKO clone D33, M0760 1/250
MLC-1F Polyclonal anti-human Abnova MYL1 (A01) 1/1000
MyBP-H Monoclonal anti-human Abnova MYBPH (MO01), clone 1F11 1/4000
MyHC-I Monoclonal anti-human Biocytex 5B9 1/2000
MyHC-II Monoclonal anti-human Biocytex 15F4 1/4000
MyHC-lIx Monoclonal anti-human Biocytex 8F4 1/500
Oxidative resistance
DJ-1 Polyclonal anti-human Santa Cruz DJ-1 (FL-189):sc-32874 1/250
PRDX6 Monoclonal anti-human Abnova PRDX6 (MO01), clone 3A10-2A11 1/500
SOD1 Polyclonal anti-rat Acris SOD1 AP03021PU-N 1/1000
Proteolysis
m-Calpain Monoclonal anti-bovine ABR m-calpain MA3-942 1/1000
w-Calpain Monoclonal anti-bovine Alexis j.-calpain 9A4H8D3 1/1000

MyHC-I = myosins of heavy chains I; PRDX6 = peroxiredoxin 6; SOD1 = superoxide dismutase 1.
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Table 3 Effect of A and M type on potential protein biomarkers of tenderness

Protein mean value (arbitrary units)

A type M type P-value
Protein Bulls Steers s.e’? LT ST s.e. A M AXM
Heat shock proteins
aB-crystallin 17.4 13.0 0.58 (0.71) 20.4 10.0 0.56 0.0001 0.0001 0.41
Hsp20 16.6 12.0 0.30 (0.36) 17.6 11.0 0.26 0.0001 0.0001 0.0001
Hsp27 15.3 9.6 0.36 (0.44) 12.9 12.0 0.33 0.0001 0.08 0.05
Hsp40 14.8 14.1 0.25 (0.30) 15.8 13.1 0.24 0.09 0.0001 0.78
Hsp70-1A 134 135 0.32 (0.39) 16.1 10.8 0.35 0.95 0.0001 0.16
Hsp70-8 14.4 16.2 0.22 (0.27) 16.1 14.5 0.19 0.0001 0.0001 0.53
Hsp70/GRP75 14.0 16.1 0.21 (0.26) 15.3 14.8 0.24 0.0001 0.51 0.46
Metabolism
Eno1 14.0 15.0 0.26 (0.31) 13.7 15.3 0.27 0.02 0.0001 0.56
Eno3 13.5 15.8 0.19 (0.23) 15.0 14.4 0.22 0.0001 0.07 0.39
LDH-B 15.3 14.6 0.37 (0.45) 15.1 14.7 0.33 0.3 0.47 0.22
MDH1 15.7 15.9 0.19 (0.23) 15.7 15.9 0.25 0.53 0.54 0.9
PGM 13.7 14.3 0.24 (0.29) 14.7 13.3 0.22 0.1 0.0001 0.11
Structure
CapZ-B 15.0 15.9 0.20 (0.25) 15.3 15.6 0.21 0.003 0.43 0.03
Desmin 14.4 14.4 0.26 (0.32) 14.6 14.2 0.26 0.89 0.33 0.03
MLC-1F 13.2 15.5 0.26 (0.32) 14.2 14.5 0.23 0.0001 0.42 0.17
MyBP-H 15.9 13.8 0.54 (0.65) 16.4 13.3 0.34 0.01 0.0001 0.02
MyHC-I 15.2 15.7 0.26 (0.32) 16.4 14.4 0.26 0.2 0.0001 0.31
MyHC-II 15.3 15.1 0.17 (0.21) 14.6 15.8 0.20 0.37 0.0001 0.43
MyHC-lIx 14.2 17.6 0.75 (0.91) 9.9 21.9 0.63 0.005 0.0001 0.82
Oxidative resistance
DJ-1 15.1 15.7 0.18 (0.22) 15.6 15.3 0.21 0.02 0.31 0.36
PRDX6 15.6 171 0.25 (0.30) 16.0 16.7 0.27 0.0002 0.05 0.06
SOD1 14.9 15.5 0.43 (0.52) 15.4 15.0 0.51 0.38 0.62 0.61
Proteolysis
m-Calpain 133 15.3 0.22 (0.27) 14.4 14.2 0.23 0.0001 0.64 0.13
p-Calpain 14.5 16.2 0.21 (0.26) 15.5 15.2 0.21 0.0001 0.31 0.42

A = animal; M = muscle; LT = Longissimus thoracis; ST = Semitendinosus; MyHC-l1 = myosins of heavy chains I; PRDX6 = peroxiredoxin 6; SOD1 = superoxide

dismutase 1.
%.e. for bulls; s.e. for steers are given in brackets.

Statistical analysis

Analysis of variance was performed using the GLM procedure
of SAS version 9.1. The effects of animal type (bull v. steer),
muscle (LT v. ST), animal-type X muscle-type interaction and
animal tested within animal type were introduced into the
model. The animal variation was used as the error term for the
animal-type effect. When significant effects were detected,
differences were evaluated by the PDIFF option of SAS.

Results

There were effects of animal and/or muscle type on 20 of the
24 proteins studied (Table 3). Figure 2 illustrates the levels of
the six proteins, which have significant interactions between
animal- and muscle-type effects.

HSPs
Whereas abundance of aB-crystallin and Hsp27 was sig-
nificantly higher in bulls than in steers (P=0.0001),

amounts of Hsp70-8 and Hsp70/GRP75 were significantly
higher in steers than bulls (P= 0.0001). Hsp40 and Hsp70-1A
were not different between bulls and steers.

The LT muscle exhibited significantly higher abundance of «B-
aystallin (P<< 0.001), Hsp40 (P<< 0.001), Hsp70-1A (P< 0.001)
and Hsp70-8 (P=0.001) than the ST muscle. Abundance of
Hsp70/GRP75 was not different between muscles.

Significant animal-type X muscle-type interactions were
observed for Hsp20 (P << 0.001) and Hsp27 (P = 0.05). Both
Hsp were higher in bulls than in steers, and were higher in LT
than in ST muscle with a greater difference between bulls
and steers in LT muscle than in ST muscle for Hsp20, and only
in steers for Hsp27 (Figure 2).

Proteins of energy metabolism

Abundance of Enol and Eno3 (glycolytic enzymes) was
significantly higher in steers than in bulls (P=0.02 and
P<0.001, respectively). The levels of three other proteins
(LDH-B, PGM (glycolytic enzymes) and MDH1 (oxidative
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enzyme)) were not significantly different between bulls
and steers.

The ST muscle exhibited a significantly higher abundance
of Eno1 (P<<0.001) than the LT muscle. Conversely, abun-
dance of PGM was higher in LT than in ST muscle
(P<<0.001). No significant muscle effect was detected for
Eno3, LDH-B and MDH1.

Structural and contractile proteins

Abundance of MLC-1F and MyHC-lIx was significantly higher
in steers than in bulls (P<<0.001 and P=0.005, respec-
tively). The bulls exhibited significantly higher abundance of
MyBP-H (P=0.01) than steers. There was no animal-type
effect for Desmin, MyHC-I and MyHC-II.

Abundance of MyBP-H and MyHC-I was significantly
higher in LT muscle than in ST muscle (P<0.001 and
P <0.001, respectively). The interaction detected (P = 0.02)
for MyBP-H amount did not change this difference.
Whereas abundance of MyHC-I was higher in LT than in ST
muscle, that of the MyHC-II (lla + IIx) and MyHC-lIx was
significantly higher in ST muscle than in LT (P<<0.001). No
significant muscle effect was detected for CapZ-$, Desmin
and MLC-1F.

Significant animal-type X muscle-type interactions were
observed for CapZ-B, desmin and MyBP-H (P < 0.05; Table 2).
Whereas no significant difference was observed between bulls
and steers in LT muscle, in ST muscle, desmin and MyBP-H
were more abundant in bulls than in steers and CapZ-B was
more abundant in steers than in bulls.

Proteins of oxidative resistance
Abundance of DJ-1 and peroxiredoxin 6 (PRDX6) was sig-
nificantly higher in steers than in bulls (P=0.02 and
P < 0.001, respectively). Concerning PRDX6, this difference
was only observed in ST muscle (animal-type X muscle-type
interaction effect, P= 0.06; Figure 2). No significant muscle
effect was detected for these two proteins.

Abundance of superoxide dismutase 1 (SOD1) was not
different between animal types and between muscle types.

Proteins involved in proteolysis

Whereas no significant differences were observed between
muscles for m-calpain and p.-calpain, abundance in these
two proteins was significantly higher in steers than in bulls
(P<0.001; Table 3).

Discussion

This study describes the effect of important factors in meat
production (e.g. muscle and animal type) on the expression
of some protein biomarkers of beef tenderness. The origin-
ality of this study is to provide new data about 24 proteins,
for which there is very little information in the literature
on bovine species. There are only data on their function and
regulation, and for some of these mainly in humans. All the
results described above are summarised in Table 4. We
detected muscle-type effects on 14 of the 24 analysed pro-
teins. This effect concerns mainly the Hsp family (excepted

102



Résultats et Discussion

Guillemin, Jurie, Cassar-Malek, Hocquette, Renand and Picard

Table 4 Summary of the A- and M-type effects detected or not for the
24 proteins

A type M type

Protein Bulls  Steers LT ST
Heat shock proteins

aB-crystallin + +

Hsp20 + +

Hsp27 + + (t, steers)

Hsp40 + () +

Hsp70-1A +

Hsp70-8 + +

Hsp70/GRP75 +
Metabolism

Eno1 + +

Eno3 + + (1)

LDH-B No significant effect detected

MDH1 No significant effect detected

PGM +
Structure

CapZ-B8 + (ST)

Desmin No significant effect detected

MLC-1F +

MyBP-H + +

MyHC-| +

MyHC-I +

MyHC-lIx + +
Oxidative resistance

DJ-1 +

PRDX6 + (ST) + (steers)

SOD1 No significant effect detected
Proteolysis

m-Calpain +

p.-Calpain +

A = animal; M = muscle; LT = Longissimus thoracis, ST = Semitendinosus;
MyHC-1 = myosins of heavy chains I, PRDX6 = peroxiredoxin  6;
SOD1 = superoxide dismutase 1.

An over-expression is indicated by a +.

The context specificity (A or M type) of the detected effect is indicated in
brackets when necessary.

When the detected effect was not significant but showed a tendency, the
letter tis added in brackets.

Hsp70/GRP75), the contractile proteins and some metabolic
proteins. We identified an animal effect on 15 proteins of the
24 analysed. The animal effect assessed in this study was the
difference between young bulls and steers. These two types of
animals are characterised by some differences at the muscular,
cellular and proteins levels (Cassar-Malek et al., 2008), which
likely explain the animal-type effects found in this study.

Protein of energy metabolism

It is well documented that the two muscles analysed in this
study, the LT and the ST, have different characteristics in terms
of muscle fibre composition (Totland and Kryvi, 1991).
According to the literature data, the ST muscle may exhibit a
lower oxidative activity (Jurie et al, 2007) and a strong higher
glycolytic activity notably a higher LDH activity compared to
the LT (Jurie et al, 1995). The LT muscle that contains a

higher proportion of slow fibres and higher oxidative meta-
bolism than ST in young bulls is also characterised by a
smaller fibre cross-sectional areas compared to the ST muscle
(Schreurs et al., 2008).

In this study, we observed a muscle-type effect for only
two of the glycolytic enzymes quantified: PGM and Enof.
Eno1, the a-enolase, is a glycolytic enzyme that catalyses the
conversion of 2-phospho-p-glycerate to phosphoenolpyr-
uvate. This enolase is also involved in the immunoglobulin
response and is a transcriptional regulator. Eno3, the
B3-enolase, is involved in the development and regeneration of
muscle. In striated muscle, there are homodimers of B-enolase
or heterodimers of o/B-enolase. Here, Eno1 was more abun-
dant in ST muscle in accordance with the literature data.
Moreover, it was more abundant in steers as Eno3. As muscles
of steers are more glycolytic than bulls (Brandstetter et al,
1998), this result is consistent with the literature data.

These two proteins, PGM and Eno1, were the only ones
showing an animal-type effect among the metabolic proteins
analysed in our study. PGM, which was more abundant in LT in
our study, is involved in the first steps of glycolysis by cata-
lysing the transformation of glucose-1-phosphate in glucose-6-
phosphate. LDH-B, another glycolytic enzyme, catalyses the
later steps of glycolysis with the pyruvate conversion to lactate.
Their involvement at different stages of glycolysis could explain
the differences in muscle-type effect observed. MDH1, an
oxidative enzyme catalysing the transformation of malate to
oxalo-actetate, was no different between muscles.

In the literature, data obtained for metabolism were
mainly provided by enzyme activity assays. They showed, for
example, that the LDH activity was higher in steers than in
bulls (Brandstetter et al.,, 2002). In this study, we did not find
any differences in LDH-B expression (glycolytic metabolism)
between muscles, as for MDH1 (oxidative metabolism). This
is in contradiction to the enzyme activity differences char-
acterising the LT and ST muscles according to the literature.
We can hypothesise that enzymes activity differences
between muscles are mainly due to mechanisms of activa-
tion/inhibition rather than regulation of enzyme quantity.
This would explain why there were no effects detected for
LDH-B and MDH1 for either animal or muscle type.

Structural and contractile proteins

In accordance with the literature data, we observed a lower
proportion of slow MyHC-I and higher proportions of fast (lla
and lIx) MyHCs in ST muscle. These MyHC isoforms are
specific to the slow-twitch fibre type I, the fast-twitch oxido-
glycolytic fibre lla and the fast-twitch glycolytic fibre lIx,
respectively (Lefaucheur, 2010). Myosins are hexameric
proteins composed of two heavy chains (MyHC) and four
light chains (MLC). The MLC-1F quantified in our study
showed no differences between the two muscles. However,
this isoform is associated with fast-twitch fibres Ila and l1x
(Choi and Kim, 2009), which are very different between the
two muscles. Myosins are motor proteins able to convert
nutrients into energy for muscle contraction. MyHC isoforms
have an ATPase activity, which defines the speed of fibre
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contraction. They are therefore very important for deter-
mining the contractile type. MLC isoforms have a regulatory
role in contraction and seem to be less sensitive to the
muscle type. However, they showed a high animal-type
effect with a higher proportion of MLC-1F in steers than in
bulls. This was in accordance with the higher proportion of
the fast MyHC-llx as MLC-1F makes a fine adjustment to
myosin motor activity and is expressed more in fast-twitch and
glycolytic fibre (Choi and Kim, 2009). MyHC-lIx is the only
MyHC different between the two types of animals in our study,
but the effect was lower than that of muscle type. This result
concurs with the literature data. For example, Brandstetter
et al. (1998) showed that MyHC-lIx was over-expressed in
steers more than in bulls. This study by Brandstetter et al.
found that only the MyHC-lix was over-expressed in steers,
at the expense of MyHC-lla, thereby showing a balance of
these two MyHCs between steers and bulls. In our study, the
antibody used against fast MyHC recognises MyHC-lla and
MyHC-lIx. As no animal effect was detected on MyHC-II, we
can conclude that the total amount of MyHC-Il is constant in
steers and bulls. Hence, this balance of MyHC-Il is dependent
upon the regulation of animal type (e.g. age and sexual
hormones) between amounts of MyHC-lla and MyHC-lIx.
Brandstetter et al's (1998) study also showed that the quantity
of the MyHC-| was constant between steers and bulls, which is
in accordance with the results of this study.

In our study, the MyBP-H showed a highly significant
effect of muscle type with a higher proportion in LT muscle
(more oxidative), which concurs with the animal-type effect
observed with greater abundance in young bulls (more oxi-
dative according to the literature). However, this is not
consistent with the literature data on this protein. It is a
protein of the thick myosin filament that binds to the myo-
sins (Clark et al., 2002), controlling the polymerisation and
the assembly of the thick filament. This protein participates
in the regulation of muscle contraction by inhibiting the
myosin ATPase activity. It is considered to be associated with
fast-twitch fibres (Lee et al., 2007). However, its roles as yet
are unknown. Gilbert et al. (1999) hypothesise that MyBP-H
plays a role in the regulation of the synthesis of the thick
filament, which could concur with our data.

The abundance of the two structural proteins, desmin and
CapZ-B was no different between the two muscles. CapZ-B,
a capping protein of the thin actin filament at the barbed and
pointed ends, has a role in the organisation of the thin fila-
ment and its anchor to the Z-line (Clark et al., 2002). The
CapZ protein is a heterodimer of CapZ-a and CapZ-3. The
proportion of CapZ-B was no different between the two
muscles, so the abundance of the protein does not seem to
be associated with the contractile and metabolic properties
of muscles. However, it was significantly higher in the ST of
steers illustrating a hormonal effect on its expression. The
data in the literature show that the ST muscle shows strong
anatomical differences between males, castrated males and
females (Brandstetter et al,, 1998). This higher reactivity to
androgens compared to LT could explain that differences in
CapZ-B abundance were observed only in ST.

Protein content according to muscle and animal types

Desmin is a structural protein of the intermediate filament
(Paulin and Li, 2004). This intermediate filament maintains
the cytoarchitecture of muscle fibre and connects the con-
tractile apparatus to the sarcolemma and the cytoskeleton
(Herrmann et al., 2007). In our study, desmin was one of the
proteins showing no effect on muscle and animal types. The
human desmin gene is regulated by a combination of dif-
ferent transcription factors. Some of these could regulate the
quantity of desmin according the physiological character-
istics of muscles. Our data suggest that in bovines, hormonal
signals, metabolism and contractile activities do not influ-
ence this protein essential for cell integrity.

HSPs

The proteins of the HSP family quantified in our study
showed very large differences between muscle type and
animal type in accordance with the literature data showing
high modifications of their expression under several phy-
siological conditions (Kiang and Tsokos, 1998).

HSPs are mostly chaperones, essential for normal cell
function, and also enable cells to resist stress (for review:
Fink, 1999). They stabilise myofibrillar proteins under stress
conditions and prevent them from losing function. This
family is composed of several proteins, which can be clas-
sified into two main groups. The group of small HSP com-
prises 10 known members, among them the proteins Hsp20,
Hsp27 and aB-crystallin, quantified in our study. These three
proteins are present in great abundance in muscle tissue.
According to Vicart et al. (1998), their high expression level
would allow them to exert an intermediate protective effect
in response to stress conditions with no lag time necessary
for protein synthesis. They constitute a dynamic complex
(Sun and MacRae, 2005). This complex is implicated in the
control of phosphorylation of myosin light chains, control of
translation via the factor elF4G, regulation of the apoptotic
pathway by sequestration of Bcl-X and Bax, protection
against aggregation of actin, desmin, titin and myosin and
finally protection against heat shock of the citrate synthase
and the malate dehydrogenase enzymes of the oxidative
metabolism. Therefore, this complex plays an important role
in the cell, which is greatly influenced by such environmental
factors as cell signals or stresses.

In our study, the three small HSPs showed a large effect of
muscle and animal type, with an interaction between the
two effects for Hsp20 and 27. These three HSPs were more
abundant in LT than in ST and in young bulls compared to
steers. These results are consistent with the study of
Golenhofen et al. (2004) in rats, showing a higher abun-
dance of HSPs in soleus (slow oxidative) compared to
extensor digitorum longus (fast glycolytic) muscle. In cattle,
LT contains a lower proportion of fast glycolytic fibres and
higher proportion of oxidative fibres (I and lla) compared
with ST (Jurie et al, 2007). Moreover, steers are char-
acterised by a lower proportion of oxidative fibres and a
higher proportion of fast glycolytic fibres (Brandstetter et al.,
1998). There are very few data in the literature on differences
in HSP expression according to the muscle type. Our results in
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cattle with those of Golenhofen et al. (2004) in rats, show that
HSPs form a complex stress—response system in skeletal
muscle with some common and some distinct functions
between different muscle types. Golenhofen et al. (2004),
using immunostaining, showed a higher intensity with an anti-
aB-crystallin antibody in type | fibres compared to Il fibres.
Moreover, they observed some fast fibres displaying no stain-
ing and others with a strong staining, suggesting a differential
expression between lla and lIx/llb fibres. We could suppose
that in cattle the same differential expression is observed,
given that the HSP family has a much conserved expression.
Further analysis will be conducted on our samples by immu-
nohistochemistry with the anti-HSP antibodies used in this
study in order to validate this hypothesis. We can suppose that
the LT muscle, which is more oxidative, needs protection
against oxidative stress and the consequences of reactive
oxygen species (ROS) formation in the cell.

The other group of HSP is made up of the HSP 70 family:
Hsp70-1A, Hsp70-8 and Hsp70-GRP75. They function in the
anti-apoptotic pathway, in the inhibition of ROS formation as
well as a chaperone activity (Laufen et al., 1999). Moreover,
Hsp70-GRP75 controls cell proliferation and is used by the
cell in case of glucose starvation to avoid ROS formation and
cell aging (Kaul et al., 2007). The two other HSPs (namely
Hsp70-1A and Hsp70-8) bring chaperone activity with Hsp40
to ensure a good functioning of the muscle under con-
stitutive oxidative stress conditions. In our study, we showed
a high muscle-type effect on these HSP, except for Hsp70/
GRP75. On the contrary, this HSP presents as high an animal-
type effect as for Hsp70-8. For Hsp40, our results concerning
muscle-type effect are in accordance with those of Cassar-
Malek et al. (2010) showing a higher expression in oxidative
muscles of cattle as we observed in LT compared to ST
muscle. The animal-type effect observed for Hsp70-8 and
GRP75 is the result of physiological factors combining the
age of the animal and the testosterone effect (Voss et al.,
2003; Lee et al, 2007). These authors demonstrated
that oestrogen was positively correlated with the level of
Hsp70-8 and Hsp70-GRP75. Levels of expression of the latter
protein is also positively correlated with levels of thyroid
hormones (Kaul et al., 2007), which are known to be less
abundant in young bulls than in steers. This is in accordance
with the results of our study, which show that the muscles of
steers have a greater abundance of Hsp70-GRP75 and also
of Hsp70-8.

Finally, our results allow us to conclude that, despite their
common function, for example anti-apoptotic activity and
protection against cellular stresses, HSPs seem to be used
specifically according to animal and muscle type. This is
evident for the small HSP family complex, which protects the
enzymes of the oxidative metabolism. This function is
necessary in an oxidative metabolism context, which can
explain why these proteins were more expressed in young
bulls than in steers. Higher level of Hsp70 proteins in steers
than bulls could reflect a more global role in chaperone
activity on cell proteins, as the small HSP family complex is
under-expressed in a less androgenic context than in steers.

Protein involved in oxidative resistance

The two proteins, DJ-1 and PRDX6, act against oxidative
stress: DJ-1 as a quencher for ROS (Junn et al., 2005) and
PRDX6 as a catalyser of the H,0, reduction (Wang et al.,
2003). ROS-driven oxidative stress influences many biologi-
cal processes, including cell survival and death. Higher levels
of ROS generated during muscle metabolic activities induce
numerous physiological reactions and can cause significant
damage. Accordingly, cells have evolved antioxidant defence
systems including antioxidant enzymes such as SOD and
PRDX. These last constitute a new family of antioxidants
functioning in concert to detoxify ROS while playing an
important role in cellular signalling by limiting ROS levels. Kubo
et al. (2010), using Prdx6 knockout mice, have described the
ability of PRDX6 to abolish ROS-driven oxidative stress.

In our study, the most variable protein according to muscle or
animal type was PRDX6, with an interaction between the two
factors. Its abundance was higher in steers’ muscles. We can
hypothesise that the higher proportions of fast glycolytic fibres
in steers require an active mechanism to counter the effects of
oxidative stress, due to the lower quantity of HSPs. Therefore,
PRDX6 and DJ-1 are important for steers in the case of oxida-
tive stress. The specific difference for PRDX6, expressed more in
ST muscle in steers, shows that this protein typically acts on
glycolytic fibres. This could be a specific requirement of the ST
glycolytic muscle in steers, which needs an active mechanism
against ROS, like H,0, reduction by PRDX®.

SOD1 is an enzyme that dismutes the superoxide anion,
and is therefore involved in antioxidant defences (Moradas-
Ferreira et al., 1996). We observed no effect of both animal
and muscle type in our study. We can therefore hypothesise
that there is no difference in terms of ROS production
between steers and bulls, or between LT and ST, under our
experimental conditions.

Proteolytic proteins

The two proteins, m- and p.-calpain, from the calcium-dependent
proteolytic system, were no different between the two
muscles, but showed very large differences between animal
types. They were more abundant in steers than in young
bulls. These two enzymes are mainly responsible for protein
degradation in muscle. Our results are in accordance with
previous studies showing the influence of animal type on
muscle proteolysis. For example, cortisol concentrations, higher
in steers, increases the proteolysis rate (Fritsche and Steinhart,
1998). Moreover, testosterone concentrations, lower in steers,
decreases this proteolysis rate (Lee et al, 2007). We hypo-
thesise that in our conditions, animal-type effects were mainly
the result of sex hormone action, but other hormones con-
ditioning muscle properties of animals came into play.

Conclusion

This study provides some original insight into the effect of
muscle and animal type on the abundance of 24 proteins
considered as biomarkers of beef tenderness. It showed that
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animal and muscle types are characterised mainly by a differ-
ential expression of heat shock proteins and oxidative resis-
tance proteins, depending on the glycolytic/oxidative potential
of fibres, and contractile muscle type. The small HSP family is
expressed in the more oxidative LT muscle, to protect proteins
against ROS. It also uses Hsp70-1A and Hsp70-8 to refold
proteins. In young bulls, the Hsp20 complex is also used, but
with no other Hsp70-enhanced activity. This property is used by
steers, where the abundance of Hsp20 complex is low. Steers
use the protein DJ-1 to actively protect their cells. The glycolytic
ST muscle has none of the oxidative protection system. We
hypothesise that in case of cell stress, a strong and active
pathway is engaged in the ST muscle to protect cells against
ROS, by the way of SOD1 and PRDXG.

One of the aims of beef tenderness research is to bring
new practices to manage tenderness in living animals. This
aim requires knowledge of meat quality markers, notably the
factors that optimise their expression. The results obtained
by this study could bring new rearing practices for managing
beef tenderness. These original data could be used in order
to choose the best rearing conditions for a strong expression
of tenderness biomarkers. This study, done on 222 different
samples and on 24 proteins, provides the first knowledge of
bovine biomarker expression according to rearing practices
in order to manage beef tenderness in the future (Guillemin
et al., 2009b).
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Ce travail a permis de révéler des effets muscle et type d’animal sur I’abondance de
20 protéines, marqueurs potentiels de tendreté. Quatre protéines (Lactate
DesHydrogenase B, Malate Deshydrogenase, Desmine et Super Oxyde Dismutase) ne
présentent aucun effet du type de muscle et d’animal. La connaissance de ces effets
permettra ainsi de déterminer I’'impact de certains facteurs de production sur
I’abondance de protéines d’intérét. La connaissance du role et de I’importance de ces
protéines dans la mise en place de la tendreté permettra de proposer des conduites

d’élevage favorisant cette qualité sensorielle.

IV Relations entre abondance des protéines et la tendreté

Afin d’exploiter au maximum les données de cette thése, nous avons choisi 4 approches
complémentaires pour analyser les relations entre les 24 protéines analysées et la tendreté de
la viande.

La premiére approche a consisté a analyser les coefficients de corrélation de chacune des 24
protéines avec soit la note de tendreté sensorielle (TG), soit la mesure mécanique Warner-
Bratzler (WB). Ces analyses ont porté sur I’ensemble des différents contextes définis
précédemment.

La deuxiéme approche dite « descriptive » a consisté a classer les échantillons en 3 classes,
selon leur note TG d’une part, et mesure WB d’autre part, et a mettre en évidence les
protéines permettant une discrimination entre des classes extrémes de tendreté.

Les deux autres approches dites « prédictives » ont consisté¢ a établir des équations de
prédiction de la tendreté. Deux méthodes ont été employées :

e En considérant ’ensemble des 24 protéines analysés : c’est « I’approche prédictive
globale ».
e En sélectionnant les protéines les plus explicatives : c’est « I’approche prédictive

ciblée ».
IV.1 Analyse par corrélations

Cette approche a ¢tudié les coefficients de corrélation de chaque protéine avec la tendreté
estimée par la mesure de Warner-Bratzler (WB) ou la note de Tendreté sensorielle (TG) dans
les différents contextes suivants (Tableau 17) : le LT de beeufs (note TG et mesure WB), le

LT de taurillons (note TG et mesure WB), le LT des beeufs et taurillons groupés (note TG et
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Résultats et Discussion

mesure WB), le ST de beeufs (mesure WB), le ST de taurillons (mesure WB), le ST des beeufs
et taurillons groupés (mesure WB), et enfin sur toutes les données des muscles LT et ST

groupées (mesure WB).
IV.1.1 Muscle LT

Dans le LT de bceufs, la p-calpaine est corrélée significativement a la mesure WB
(positive) et a la note TG en sens inverse (négative). C’est également le cas pour LDHB et
MyBP-H, avec seulement une tendance.

Dans le LT de taurillons, seule CapZ-$ et MyBP-H sont corrélées significativement a la
note TG pour la premiére (positive pour CapZ-f), et a la mesure WB pour la seconde
(positive pour MyBP-H). Cependant, il existe une tendance négative entre 1’abondance de
CapZ- et la mesure WB, opposée a la corrélation avec la note TG.

En cumulant les deux types d’animaux, ces 4 protéines ne sont plus corrélées
significativement, CapZ-f3 ne présente plus qu’une tendance avec la note TG et la mesure WB
en sens inverse. En revanche le regroupement des beeufs et taurillons fait apparaitre des
corrélations significatives entre 1’abondance de Hsp20 et de Enol avec la mesure WB,
négative pour Hsp20 et positive pour Enolasel. De méme, 1’abondance de Hsp27 est corrélée
négativement a la note TG. Une tendance négative entre I’abondance de PRDX6 et la note TG
apparait ¢galement.

De maniére plus générale, trés peu de protéines sont lices significativement a la tendreté
dans le muscle LT, que ce soit avec la mesure WB ou la note TG. Aucune corrélation entre
protéine et tendreté n’est commune aux beeufs et taurillons, a I’exception de MyBP-H. Mais
I’abondance de cette protéine est négativement liée a la mesure WB chez les beeufs et
positivement chez les taurillons, ce qui explique sa disparition lorsque les beeufs et taurillons

sont groupés. Il existe donc un fort effet animal sur le role de cette protéine sur la tendreté.
IV.1.2 Muscle ST

Dans le ST de beeufs, PRDX6 et SODI, enzymes anti-oxydantes, sont significativement
corrélées a la mesure WB (négative). Dans le ST de taurillons, seule MyBP-H est corrélée
avec la mesure WB (positive). Cette derniere présente une tendance en sens inverse chez les
beeufs. Lorsque les deux types d’animaux sont cumulés, beaucoup de protéines sont
significativement corrlées a la mesure WB. Ainsi, les HSP20s (Hsp27, Hsp20 et aB-

crystalline) sont liées négativement a la mesure WB. Deux protéines de la famille HSP70
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(Hsp70-8 et Hsp70-GRP75) sont corrélées positivement a la mesure WB, donc inversement
aux HSP20s. C’est également le cas pour les deux énolases (Enol, avec une tendance, et
Eno3), CapZ- et MLC-1F, DJ-1 (avec une tendance) et PRDX®6, et les calpaines (M- et p-
calpaines). Un résultat surprenant est le fait que SODI, trés significativement corrélée a la
mesure WB dans le ST de beeufs (P < 0,001), ne I’est plus du tout en cumulant les deux types
d’animaux. Cette protéine est tres impliquée dans la tendreté du ST de beeufs, mais ne 1’est
plus du tout dans le ST de taurillons. L analyse conjointe des deux types d’animaux empéche
la détection de cette protéine comme marqueur, trop spécifique des beeufs.

Le regroupement des beeufs et taurillons a permis de mettre en évidence un nombre plus

¢levé de corrélations significatives entre mesure WB et abondance de protéines.
IV.1.3 Muscles LT et ST cumulés

Lorsque les deux muscles sont considérés ensembles, les corrélations significatives établies
précédemment dans le muscle ST seul sont retrouvées. Cependant, les valeurs des corrélations
dans le contexte LT et ST cumulés sont systématiquement inférieures aux valeurs trouvées
dans le contexte ST pris seul. Ainsi, le coefficient de corrélation de Hsp27 passe de -0,36 dans
le ST pris seul, a -0,2 lorsque les muscles LT et ST sont cumulés. De plus, des protéines
présentant un coefficient de corrélation significatif avec la mesure WB dans le muscle ST pris
seul, ne sont plus retrouvées dans cette analyse. C’est par exemple le cas pour Hsp20 malgré
le coefficient de corrélation de -0,28 (P <0,001) avec la mesure WB dans le ST, qui n’est pas
ressortie dans I’analyse muscles cumulés. A fortiori, les protéines Enolasel et DJ-1, qui ne
présentaient qu'une tendance avec la mesure WB du ST pris seul, ne sont pas ressorties par
cette analyse muscle cumulée. Aucun des deux marqueurs du muscle LT pris seul, Hsp20 et
Enolasel, n’est ressorti dans ’analyse muscle cumulé. Leurs coefficients de corrélation avec
la mesure WB du LT pris seul étant opposés aux coefficients de corrélation avec la mesure
WB du ST pris seul, il est tout a fait logique que 1’analyse muscles cumulés trouve des

coefficients nuls entre ces deux protéines et la mesure WB.

Ces résultats concernent surtout le muscle ST. En effet, trés peu de protéines sont
significativement liées a la tendreté dans le muscle LT. En terme de marqueurs, cette
analyse a montré que I’abondance des HSPs est corrélée a 1a mesure WB du muscle ST.
Le groupe des HSPS20s présente ainsi une corrélation négative avec la mesure WB, au

contraire des HSP70s, présentant une corrélation positive. Cette inversion entre HSP20s
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et HSP70s est trés intéressante et mérite d’étre étudiée attentivement au cours des autres
approches de ce travail. Cette analyse a également montré une corrélation positive entre
la mesure WB et les abondances des protéines du stress oxydant (DJ-1 et PRDX6), des
enzymes glycolytiques (Enolases 1 et 3), et de maniére plus surprenantes, les calpaines.

Cette analyse a permis de voir que SOD1 est un marqueur trés spécifique du ST de
beeufs, la corrélation trés forte entre cette protéine et la mesure WB (0,43) n’étant
retrouvée dans aucun autre contexte. De méme, la relation entre mesure WB et
abondance de MyBP-H dépend du type d’animal (-0,28 chez les beeufs, +0,25 chez les
taurillons). Le regroupement des deux types d’animaux se fait au détriment de la
détection de corrélations pour ces protéines.

Cette analyse montre que la cumulation des données des deux muscles apporte un
biais. En effet, en raison des forts effets muscles, la relation entre protéines et tendreté
diverge. L’analyse conjointe des deux muscles annule toute détection statistique de
protéines comme marqueurs. Cette analyse cumulée est donc a proscrire. Au sein d’un
muscle, il faut cumuler les deux types d’animaux pour détecter plus de marqueurs.
L’exemple est flagrant dans le ST, malgré le contre-exemple de la SOD1. Ainsi, le
nombre d’échantillons étant augmenté, la puissance statistique est meilleure et donc la
détection de marqueurs significatifs est améliorée.

Par la suite dans les autres approches, les analyses porteront sur chaque muscle LT et
ST pris séparément, mais en cumulant beeufs et taurillons, afin de valider des protéines

comme marqueurs communs aux deux types d’animaux.

IV.2 Analyse descriptive

Cette approche a consisté¢ a définir trois classes de tendreté (Inférieure, Moyenne et
Supérieure) sur la base des mesures WB et des notes TG. Ainsi par analyse statistique, trois
classes ont été constituées pour chacun des trois contextes analysés : mesures de WB pour les
muscles ST et LT, et notes TG pour le LT. Cette approche a fait I’objet d’un article soumis a
la revue Journal of Animal Sciences, en ce qui concerne les analyses de mesures WB des

muscles ST et du LT.
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ABSTRACT

This study analyzed the abundance of 24 different proteins considered to be biomarkers of
tenderness and 11 phenotypic characteristics of carcass composition and muscle properties.
This was done on 111 samples of two muscles, Longissimus thoracis (LT) and
Semitendinosus (ST) from the Charolais bovine breed. The strategy was to constitute three
classes of tenderness (inferior, medium, superior) on the two muscles separately by using
statistical analysis on the shear-force data (Warner-Bratzler). Then we tested which proteins
or phenotypic characteristics explained this classification. Results showed that tenderness
classes of ST muscle were well-explained by 12 proteins and 6 phenotypic characteristics.
However, for LT muscle no protein could explain clearly the classification in three groups of
tenderness. The classification could only be explained by 7 phenotypic characteristics: carcass
composition, lipid content, collagen properties and fiber mean cross-section area. This
demonstrates that in ST and LT the variability of beef tenderness is explained by different
factors. In ST muscle, the main results of this study demonstrated the importance of Heat
Shock Proteins such as Hsp27 (P = 0.002), Hsp70-GRP75 (P=0.006) and the oxidative stress
protein: PRDX6 (P = 0.003) in the explanation of tenderness variability. We also confirmed
the role of Enolase 3 involved in glycolytic metabolism (P = 0.003), of contractile protein
such as MyHC IIx (P = 0.028) or MLC-1F (P = 0.006) and of the proteolic enzymes, calpains,

in the determination of tenderness.

Key words: beef, muscle, markers, phenotypic, proteomic, tenderness classes

INTRODUCTION

114



44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

Résultats et Discussion

Tenderness is an important criterion in consumer’s meat appreciation, and so a determining
factor in buying (Geay et al. 2001). Beef represents an important economic sector in some
countries such as the United States, Brazil, Australia and France (Data from French
Agriculture Ministry and Food and United Nations Agriculture Organization). However
uncontrolled variability in tenderness is the number one reason for consumer dissatisfaction.
This tenderness variability is due to the nature of muscle, which is a complex biological
structure (Dransfield et al. 2003), consisting of fibers, adipocytes and connective tissue with
different properties, each partially responsible for the variability in tenderness.

For years functional genomics programs were developed to explain this variability in
tenderness and to identify tenderness biomarkers, at DNA (Hocquette et al. 2007), RNA
(Bernard et al. 2007) and protein levels (Picard et al. 2010). Some markers have been
identified in different contexts of countries, breeds, muscles, etc, but these markers and their
effects are not identical according to the contexts. Commercialized genetic tests, based on
utilization of SNP (Single Nucleotide Polymorphism) markers of genes encoding p-calpain
and calpastatine, can predict the muscle tenderness class (Barendse 2002, Page et al. 2004).
However, these tests are not efficient on French breeds (Van Eenennaam et al. 2007). So the
French beef industry is looking for specific prediction tools for tenderness, based on
biomarkers. The industry supports functional genomics programs to identify potential
tenderness biomarkers.

The objective of this study was to confirm or not the predictive value of 24 proteins with
respect to tenderness. These proteins were identified as biomarkers for beef tenderness by
previous works (Bernard et al. 2007, Bouley et al. 2004, Morzel et al. 2008), and belong to
different families: heat shock proteins, metabolism, structure, oxidative resistance and

proteolysis.
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MATERIALS AND METHODS

Animals and samples

This study took place over a period of two years with 67 Charolais young bulls and 44
Charolais steers (castrated at 3 months of age) from the French MUGENE program
(Genanimal-APISGENE 2005-2009). The young bulls were slaughtered at 17 months of age
on average and the steers at 30 months of age on average at the INRA experimental
slaughterhouse in compliance with current INRA ethical guidelines for animal welfare.
Muscle samples from the Longissimus thoracis (LT, 6™ rib, fast oxido-glycolytic with 25 %
of MyHC-I, 62 % of MyHC-IIA and 13 % of MyHC-IIX in our experiment by
electrophoresis (Picard et al. 1999), and in accordance with Jurie ez al. (2007, 1995) in
bovine) and Semitendinosus (ST, middle of muscle, fast glycolytic with 11 % of MyHC-I,
24 % of MyHC-IIA and 66 % of MyHC-IIX in our experiment, and in accordance with
Schreurs et al. (2008) in bovine) were excised within 15 minutes after slaughter. Muscle
samples (N = 111 for each muscle) were immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -
80°C until protein extraction. Steaks for each muscle were maturated at 4°C for 21 days, and
then frozen at -20°C. After thawing, they were cooked to an internal temperature of 55°C.
Shear-force measurements of each sample were carried out with a Warner-Braztler (WB)

apparatus (Wheeler et al. 1997).

Immunological protein quantification

Total protein extractions were performed according to Bouley et al. (2004) in a

denaturation/extraction buffer (8.3M urea, 2M thiourea, 1% DTT, 2% CHAPS). All chemical
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reagents were from Sigma (St Louis, MO, USA). The protein concentration was determined
by spectrophotometry with the Bradford assay (Bradford 1976). Protein extractions were
stored at -20°C until use.

The conditions for use and specificity of primary antibodies against the 24 proteins analyzed
in bovine muscle were assessed according to the methodology described by Guillemin et al.
(2009). Briefly, western blots were used in order to check the specificity of all the antibodies.
An antibody was considered specific against the studied protein when one band at the
expected molecular weight was detected by western blot (Duffy et al. 1999). BLAST analyses
were done between the 24 studied bovine protein sequences against human protein databases,
to assure that proteins share more than 90 % of identity. Western blots with the 24 primary
antibodies show that all the antibodies bind specifically to a bovine protein with the
theoretical molecular weight of the attempted protein (data not shown). Optimal dilution
ratios were determined in the same time, from suppliers’ conditions and adapted to bovine
muscle samples. Conditions retained and suppliers for all primary antibodies are reported in
Table 1.

Secondary fluorescent-conjugated IRDye 800CW antibodies (anti-mouse, anti-sheep, anti-
rabbit) were supplied by LI-COR Biosciences (Lincoln, Nebraska, USA) and used at 1/20000.
Protein quantifications with the validated antibodies were carried out by Dot blot, with the
protocol described by Guillemin et al. (2009). Dot blot is a technique 15 times faster than
western blot, characterized by the same technical variations (10%). This characteristic
allowed us to analyze these 24 protein markers in less time than with western blot (6 months
for Dot blot versus 53 for western blot). Briefly, protein samples of each of the 222 muscle
samples (111 for LT and 111 for ST) were spotted (4 replications per muscle sample) on a
nitrocellulose membrane with the Minifold I Dot blot from Schleicher&Schuell Biosciences

(Germany) and hybridized with the specific antibody of each protein, with conditions defined
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by western blot. Then membranes were scanned by the Odyssey scanner (LI-COR
Biosciences) at 800 nm. Protein abundance for each sample, given in arbitrary units, was

normalized according to a mix of different samples, used as reference.

Phenotypic data

Phenotypic data used in this study was provided by the MUGENE program. The methods for
analyzing carcass composition: carcass fat weight in kg (CFW) and percentage of muscle in
the carcass (PMC) were described in Renand et al. (1995); enzyme activities in pumol.min’
'mg' (Cytochrome Oxidase (COX), Citrate Synthase (CS), Isocitrate Dehydrogenase
(ICDH), Lactate Dehydrogenase LDH) were described in Jurie et al. (2007) and Piot et al.
(1998). Methods used for measurements of total collagen content (Totcol), insoluble collagen
(Inscol) in pg of OH-proline.mg™ and its percentage of solubility (Solubility) in dry muscle,
were described by Listrat and Hocquette (2004), and were described in Schreurs et al. (2008)

for total lipids, triglycerides in mg.g” in fresh muscle, and fiber mean cross-section area in

um?. Data for fiber mean cross-section area were available only for LT muscle.

Statistical analysis

A disjoint cluster analysis was made using the XLSTAT (7.5.2) univariate partitioning
procedure to produce three quality classes from shear-force measurement (Warner-Bratzler)
of all samples. This cluster analysis was made per muscle, and from data adjusted for the year
effect. Within each of the three classes determined for the LT and ST muscles respectively,

the values of all proteins (Dot-Blot quantification) and phenotypic data, adjusted also for the
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year effect, were analyzed by ANOVA and their significance between classes was determined

by the comparison option.

RESULTS

Tenderness classes

Three tenderness classes were produced from the shear-force measurement, for LT and ST
(Table 2): inferior tenderness (Inf), medium tenderness (Med), and superior tenderness (Sup).
For LT muscle, Inf-class (N = 13) had an average of 58.2 N.kg" (+ 2.51). The Med-class (N =
64) had an average of 40.8 N.kg™' (+ 0.46). The Sup-class (N = 34) had an average of 30.0
Nkg' (+0.61).

For ST muscle, Inf-class (N = 21) had an average of 82.7 N.kg" (+ 2.01). The Med-class (N =
36) had an average of 63.0 N.kg™' (+ 0.72). The Sup-class (N = 54) had an average of 46.7
N.kg' (+0. 76).

We can observe that for LT muscle the majority of samples (58%) were classified in the Med-
class, whereas in ST they were classified in the Sup-class (49%). However, the shear-force
values are higher in ST muscle for each class which agrees with the data in the literature

generally indicating reduced tenderness of ST compared to LT muscle (Renand et al. 2001).

Differential abundance of proteins per class of tenderness in ST muscle

In ST muscle, 11 proteins significantly described tenderness classes (Table 3). Some proteins

were more specific to Inf-class or Sup-class than others, and some described the Inf-class
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comparatively to the Sup-class, but not the Med-class. No proteins discriminated the Med-

class from the two others.

Abundances of Hsp27, Hsp70-8, MLC-1F, M-calpain, PRDX6 and MyHC IIx were
significantly different (P = 0.002, P = 0.037, P = 0.006, P = 0.015, P = 0.003, P = 0.028
respectively) in Inf-class compared to the others. The toughest ST were characterized by
higher abundance of Hsp70-8, MLC-1F, M-calpain, PRDX6, MyHC IIx and lower abundance
of Hsp27.

Abundances of Hsp20 and Eno3 were significantly different (P = 0.01, P = 0.003
respectively) in Sup-class compared to the others. The ST Sup-class was characterized by
lower abundance of Hsp20 and higher abundance of Enolase 3 involved in glycolytic
metabolism.

Abundances of aB-crystallin, p-calpain and Hsp70-GRP75 were significantly different (P =

0.027, P =0.006 respectively) between Inf-class and Sup-class, but not with Med-class.

Differential abundance of proteins per class of tenderness in LT muscle

In LT muscle, only one protein significantly described tenderness classes (Table 4). The
abundance of M-calpain was significantly different between the Inf-class and Med-class (P =
0.042), but not between these two classes and the Sup-class. There were no significant
differences for the 23 other proteins. Only the abundance of PRDX6 had a tendency to
discriminate the Med-class from the Sup-class (P = 0.079), but not between these two classes
and Inf-class. In spite of a trend for p-calpain (P = 0.086), this protein does not discriminate
any class. Consequently none of the 24 quantified proteins explains the classification

according to the shear-force measurement.
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Differential phenotypic characteristics per class of tenderness in ST muscle

In ST muscle, 5 phenotypic characteristics significantly described tenderness classes (Table
5). Some characteristics discriminated Inf-class or Sup-class from the others, and some
discriminated the Inf-class from the Sup-class, but not the Med-class. No proteins
discriminated the Med-class from the two others as previously observed for protein
abundances.

Only one phenotypic characteristic significantly discriminated the Inf-class from the two
others: total lipids content (P = 0.001). The less tender ST muscle contained the highest lipid
content (values for Inf-class, Med-class and Sup-class respectively: 22.6, 16.9, and 15.6 mg.g’
"in fresh muscle). The carcass composition (CFW, PMC) and the collagen solubility
significantly discriminated the Sup-class from the others (P = 0.029, P = 0.014, P = 0.031
respectively). The tenderest ST muscles were characterized by lower carcass adiposity and
higher muscle mass and higher solubility of collagen.

Triglycerides were significantly different (P = 0.022) between Inf-class and Sup-class, but not
between these two classes and Med-class.

There were no significant differences for the 6 other phenotypic characteristics. Only
insoluble collagen tended to discriminate the Inf-class from the Sup-class (P = 0.051), but not

between these two classes and Med-class.

Differential phenotypic characteristics per class of tenderness in LT muscle

121



215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

Résultats et Discussion

In LT muscle, 6 phenotypic characteristics significantly described tenderness classes (Table
6). Some characteristics discriminated the Inf-class or Sup-class from the others. No
characteristics discriminated the Med-class from the two others, as observed for ST muscle.
CFW, collagen solubility, fiber mean cross-section area, triglycerides and lipids discriminated
the Inf-class from others (P = 0.031, P = 0.023, P = 0.019, P = 0,018 and P = 0,016
respectively). The least tender LT muscles were characterized by lower adiposity of carcass,
lower intra muscular fat content, lower solubility of collagen and higher mean cross-section
areas.

Inscol discriminated the Sup-class from the others (P = 0.018).

There were no significant differences for the 6 other phenotypic characteristics. Only PMC

tended to discriminate the Inf-class from the two others (P = 0.075).

DISCUSSION

Our results clearly demonstrate that the tenderness of LT and ST muscles is discriminated
differentially. The quantified proteins considered as potential markers of tenderness did not
allow a discrimination of LT tenderness. Among the 24 proteins studied only 11 explained
tenderness classes in ST muscle. No protein in either muscle allowed discrimination with

respect to the medium class of tenderness.

Discrimination of ST classes of tenderness

In the ST muscle, most of the proteins such as Hsp70-8, MCL-1F, M-calpain, PRDX6 and
MyHC IIx were more expressed in the Inf-class, so they could be considered as markers of
toughness. On the contrary Hsp27 discriminated the least tender ST by a lower abundance in

coherence, with a higher abundance of Hsp20 and aB-crystallin observed in the tenderest ST.
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These three HSP could be considered as tenderness markers as they allowed the identification
of the tender group.

These three Heat Shock Proteins explaining tenderness classes in the same way belong to the
same family called small HSPs or the HSP20 family (Sun and MacRae 2005). The expression
of these proteins is highly correlated, as observed in human and mice (Golenhofen et al.
2004). They are particularly involved in the protection of structural proteins like desmin, titin,
and actin (Bullard et al. 2004, Ghosh et al. 2007). The HSP20 proteins inhibit the formation of
protein aggregates, to maintain protein accessibility (Melkani et al. 2006). So, HSP20 proteins
could enhance proteolysis of structural proteins, especially during meat tenderization, and so
meat tenderness.

Two others Heat Shock Proteins, Hsp70-8 and Hsp70/GRP75 belonging to the family of
HSP70 appeared to be toughness markers in this study. These HSP70s are chaperone proteins.
Unlike HSP20, their activity could inhibit meat tenderization by blocking protein-protein
interactions of an important number of target proteins (Houry et al. 1999).

So HSP20s are tenderness markers, whereas HSP70s are toughness markers. We can
hypothesize that tenderization efficiency is dependant on the HSP20s/HSP70s ratio. The
HSP20s and HSP70s are also involved in oxidative resistance of the cell (Fink 1999, Laufen
et al. 1999). Oxidative stress could be important in meat tenderization, by enhancing HSP
expression and thus modifying the HSP20s / HSP70s ratio. The overall abundance of HSPs in
the cell could influence meat tenderization, by another important cellular function of HSPs.
HSP20s and HSP70s inhibit apoptosis by sequestering pro-apoptotic factors such as Bax
(Beere and Green 2001, Concannon et al. 2003). Apoptosis have been identified as an
enhancer of tenderization just after slaughtering by Ouali et al. (2006), notably by protein
proteolysis done by caspases, enzymes able to degrade structural proteins (Chen et al. 2003,

Nakanishi et al. 2001). So, this is in contradiction with the positive role of HSP20s with
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tenderness. But the ST muscle is characterized by a less quantity of HSP20s and HSP70s
contrary to LT muscle (Guillemin et al. 2010). So, in this ST muscle, there is a strong
competition for Bax sequestration between HSP20s and HSP70s. We hypothesize that
HSP20s mainly assure their function of chaperone against structural proteins aggregates, and
HSP70s in Bax sequestration. This is the reason why in ST muscle, HSP20s are associated
with tenderness, by protecting structural proteins and maintain proteolysis, contrary to
HSP70s, associated with toughness, as these proteins inhibit apoptosis. In LT muscle, HSPs
content is higher than in ST, and so these proteins are not related to tenderness classes.
Another marker related to toughness in our study was PRDX6. This enzyme, involved in
redox reduction of the cell notably during oxidative stress, was validated as a tenderness
marker in the LT muscle by the work of Jia et al. (2009). Our results showed a reverse role of
PRDXG6, e.g. as a toughness marker in ST muscle, not in LT. This result is surprising in the
light of the work by Jia et al. (2009) on LT muscle. However it is well-known that there are
muscle-type effects on protein implication in tenderness (Hocquette et al. 2007, Maltin et al.
2003). The role of PRDX6 on tenderness could depend on muscle type. This result confirms
the implication of oxidative stress in tenderization suggested by HSPs.

So oxidative stress could be a pertinent cellular mechanism to explain tenderness classes. In
fact this cellular mechanism could control in fine the functions of HSPs, notably to protect
structural proteins against oxidative stress and proteolysis, essential for tenderness
(Sentandreu et al. 2002).

The role of calpains (M- and p-calpain) in proteolysis is well-known (Koohmaraie et al.
1991). So their implication in the discrimination of tenderness classes was not a surprise.
However, we found that the protein M-calpain acts as a toughness marker since it was more
abundant in the less tender ST, which is surprising. However, Picard et al. (2007) also

observed that the levels of M-calpain and micro-calpain, measured only in the LT muscle,
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were positively correlated with the maximum shear-forces (which correspond to the Inf-class)
in meat from young bulls. This result must be interpreted carefully as here we measured only
the abundance of protein and not its activity. Moreover, it was well-demonstrated that
tenderness depends on the ratio between the activity of calpastatine (calpains inhibitor) and
calpain (Kemp et al. 2010). In our study we have no information about calpastatine.
According to our data, we can hypothesize from the implication of HSPs and calpains that in
ST muscle, tenderness is higher when protein proteolysis by calpaines is low, protein
proteolysis by caspases and aggregates formation inhibition by HSPs are high. However, this
hypothesis must be validated.

Three structural and contractile proteins have been identified as toughness markers: MLC-1F,
CapZ-B and MyHC IIx. These proteins are involved in the structure of fast-twitch fiber
myofilaments (Clark et al. 2002). According to these results, we can hypothesize that proteins
of fast-twitch fibers are toughness markers because they are more resistant to mechanical
efforts during muscle contraction, and so are characterized by a resistance to proteolysis
during meat tenderization.

As the fast-twitch fiber is associated with a glycolytic metabolism, it was not surprising to
find lower abundance of Enolase 3, a glycolytic enzyme in the tenderest ST.

Among the 5 metabolic proteins quantified, only Enolase 3 could explain the tenderness
classes. This demonstrated that metabolic properties of ST muscle are not the most

discriminating parameters for tenderness.

Opposition between LT and ST tenderness discrimination
Previous studies have proved that LT and ST muscles exhibit different metabolic and
contractile properties. ST muscle has a lower oxidative and a higher glycolytic activities

than LT muscle (Jurie et al. 2007, Jurie et al. 1995). LT muscle is has a higher amount of
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slow-twitch myosins and fibre, and ST has a higher amount of fast-twitch myosins and
fibre (Guillemin et al. 2010, Schreurs et al. 2008).

In our study the least tender LT muscles were characterized by lower carcass adiposity and
intramuscular fat, less soluble collagen content and higher mean cross-section areas of fibers.
These relationships between these characteristics and tenderness are coherent with the
numerous data in the literature concerning this muscle (Crouse et al. 1991, Jurie et al. 2007,
Picard et al. 2007, Renand et al. 2001). However for ST muscle the contrary was observed,
except for collagen content, because the least tender ST was characterized by higher
intramuscular fat. Picard et al (2007) also found a positive correlation between lipid content
and measurement of shear-force in ST muscle from young bulls in coherence with our results.
In accordance with this, in our study the tenderest ST had lower carcass adiposity and
intramuscular fat, while on the contrary they had higher muscle mass. This relationship
between muscle mass and tenderness is in coherence with the data obtained on double-
muscled cattle (Allais et al. 2010). They have higher muscle mass and higher meat tenderness,
particularly for ST muscle which is hypertrophied in double-muscled cattle (Bouley et al.
2005). The contradiction between ST and LT muscles has been already observed. For
example, Picard et al (2007) demonstrated on muscles of young bulls and cows that in the LT,
tenderness was correlated positively with the slow oxidative state while for the ST it was
correlated positively with the glycolytic properties. Inverse relationships between protein
markers and tenderness have been revealed also by proteomic analysis of these two muscles.
For example in Blonde d’Aquitaine young bulls Hsp27 and aB-crystallin were less abundant
in the most tender LT muscles, while on the contrary in the most tender ST from the same
animal, these 2 proteins were less abundant (for review Picard et al,(2010).

It is interesting to observe that adiposity of carcass and intramuscular lipid content explained

tenderness in the same way. In LT both were less abundant in the least tender meat. On the
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contrary, in ST they were both in lower abundance in the most tender meat. They could
constitute good predictors of tenderness but in an opposite way for the two muscles.

Only the data concerning collagen solubility discriminated for tenderness in the same way for
both ST and LT muscles. The insoluble collagen concentration was a toughness marker,
whereas solubility was a tenderness marker. So, the less abundant the collagen and the more
soluble it is, the more tender the meat. This type of result is in accordance with the numerous
works on collagen and tenderness (McCormick 1999, Renand et al. 2001). It confirms that
collagen defines a basal level of tenderness, with the same effect on tenderness in both ST

and LT muscles.

In conclusion, this study clearly demonstrates that tenderness is not discriminated by the same
parameters in LT and ST muscles. The proteins considered as phenotypic markers of
tenderness according to previous genomic functional programs allowed a good discrimination
of tenderness in ST but not in LT muscle. So genomics studies can improve and promote
tenderness of poor quality meat. Only collagen properties discriminate the tenderness classes

in the same way for both muscles.
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502 TABLES AND FIGURES

503 Table 1. Suppliers and conditions for each primary antibody used in this study
504
Target protein Antibody references Dilution
Heat Shock Proteins
aB-crystallin Monoclonal anti-bovine Assay Designs SPA-222 1/500
Hsp20 Monoclonal anti-human Santa Cruz HSP20-11:s¢51955 1/200
Hsp27 Monoclonal anti-human Santa Cruz HSP27 (F-4):sc13132 1/3,000
Hsp40 Monoclonal anti-human Santa Cruz HSP40-4 (SPM251):s¢-56400 1/250
Hsp70-1A Monoclonal anti-human Abnova HSPA1B (M02), clone 3B7 1/2,000
Hsp70-8 Monoclonal anti-bovine Santa Cruz HSC70 (BRM22):s¢-59572 1/250
Hsp70/GRP75 Monoclonal anti-human RD Systems Clone 419612 1/250
Metabolism
Enol Polyclonal anti-human Acris BP087 1/2,000
Eno3 Monoclonal anti-human Abnova Eno3 (MO1), clone 5D1 1/45,000
LDHB Monoclonal anti-human Novus LDHB NB110-57160 1/50,000
MDHI1 Monoclonal anti-pig Rockland 100-601-145 1/1,000
PGM1 Monoclonal anti-human Abnova PGM1 (MO01), clone 3B8-H4 1/8,000
Structure
CapZ-B Monoclonal anti-human Abnova CAPZB (M03), clone 4HS8 1/250
Desmin Monoclonal anti-human DAKO clone D33, M0760 1/250
MLC-1F Polyclonal anti-human Abnova MYL1 (AO1) 1/1,000
MyBP-H Monoclonal anti-human Abnova MYBPH (MO01), clone 1F11 1/4,000
MyHC-1I Monoclonal anti-human Biocytex 5B9 1/2,000
MyHC-II Monoclonal anti-human Biocytex 15F4 1/4,000
MyHC-IIx Monoclonal anti-human Biocytex 8F4 1/500
Oxidative resistance
DJ-1 Polyclonal anti-human Santa Cruz DJ-1 (FL-189):sc-32874 1/250
PRDX6 Monoclonal anti-human Abnova PRDX6 (M01), clone 3A10-2A11 1/500
SODI1 Polyclonal anti-rat Acris SOD1 APO3021PU-N 1/1,000
Proteolysis
M-calpain Monoclonal anti-bovine ABR M-calpain MA3-942 1/1,000
p-calpain Monoclonal anti-bovine Alexis p-calpain 9A4H8D3 1/1,000

505 Hsp: Heat Shock Protein. Eno: Enolase. LDHB: Lactate DeHydrogenase-B. MDH1: Malate DeHydrogenase-1.

506 PGM: PhosphosGlucoMutase-1.

507  Peroxiredoxin. SOD: Super Oxide Dismutase.

508

MLC: Myosin Light Chain. MyHC: Myosin Heavy Chain. PRDX:
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509 Table 2.Warner-Bratzler (WB) mean values among the three tenderness classes for each of
510 the two muscles: Longissimus Thoracis (LT) and Semitendinosus (ST)
511
LT ST
Inf (N = 13) Med (N = 64) Sup (N = 34) Inf (N = 21) Med (N = 36) Sup (N = 54)
Mean SE Mean SE Mean SE Mean SE Mean SE Mean SE
WB 58.2 2.5 40.8 0.5 30.0 0.6 82.6 2.0 63.0 0.7 46.6 0.8
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512 Table 3. Protein means (arbitrary units) in the three tenderness classes for ST muscle
Inf-class Med-class Sup-class P-values
Mean SE Mean SE Mean SE

Heat Shock Proteins

oB-crystallin 8.0b 0.6 10.4ab 0.7 11.4a 0.8 0.027
Hsp20 10.5b 0.4 10.8b 0.4 12.1a 0.3 0.01
Hsp27 9.6b 0.6 13.0a 0.9 14.4a 0.7 0.002
Hsp40 12.9 0.6 12.9 0.5 13.4 0.4 0.69

Hsp70-1B 10.7 0.5 11.1 0.5 10.7 0.4 0.84
Hsp70-8 15.4a 0.5 14.0b 0.4 13.9b 0.3 0.037
Hsp70-GRP75 15.8a 0.4 14.7ab 0.4 13.8b 0.4 0.006
Metabolism
Enolase 1 16.4 0.7 14.8 0.4 14.9 0.4 0.121
Enolase 3 15.5a 0.6 14.4a 0.4 13.4b 0.3 0.003
LDHB 15.1 0.7 13.6 0.7 15.2 0.5 0.12
MDHI1 16.5 0.6 15.6 0.4 15.6 0.3 0.32
PGM 13.9 0.4 12.8 0.4 13.1 0.4 0.256
Structure
CapZ-B 16.2a 0.5 14.8b 0.4 15.2ab 0.3 0.079
Desmin 14.3 0.6 14.0 0.4 14.5 0.3 0.597
MLC-1F 16.1a 0.7 14.0b 0.5 13.8b 0.3 0.006
MyBP-H 12.6 1.1 13.5 0.7 14.1 0.7 0.453
MyHC-I 14.3 0.6 14.7 0.5 14.1 0.5 0.695
MyHC-II 16.1 0.4 15.3 0.4 16.0 0.3 0.261
MyHC-IIx 26.0a 2.5 19.4b 1.2 21.4b 1.2 0.028

Ocxidative resistance

DJ-1 15.6 0.4 15.0 0.4 15.0 0.3 0.533

PRDX6 18.3a 0.7 16.4b 0.5 15.6b 0.4 0.003

SOD1 15.5 0.5 14.6 0.3 15.1 1.1 0.844
Proteolysis

M-calpain 15.4a 0.6 13.9b 0.4 13.5b 0.4 0.015

p-calpain 16.0a 0.5 15.1ab 0.4 14.4b 0.4 0.049

513

514 Hsp: Heat Shock Protein. LDHB: Lactate DeHydrogenase-B. MDHI1: Malate DeHydrogenase-1. PGM:
515  PhosphosGlucoMutase-1. MLC: Myosin Light Chain. MyHC: Myosin Heavy Chain. PRDX: Peroxiredoxin.
516  SOD: Super Oxide Dismutase.
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517 Table 4. Protein means (arbitrary units) in the three tenderness classes for LT muscle
Inf-class Med-class Sup-class P-values
Mean SE Mean SE Mean SE

Heat Shock Proteins

aB-crystallin 18.2 1.5 214 1.0 233 1.3 0.396
Hsp20 20.2 1.4 18.4 0.6 17.4 0.8 0.206
Hsp27 13.8 1.2 13.8 0.5 13.3 0.6 0.82
Hsp40 15.5 0.7 15.8 0.3 15.9 0.4 0.831

Hsp70-1B 16.7 1.0 15.8 0.5 15.8 0.7 0.767
Hsp70-8 15.3 0.7 15.9 0.3 15.9 0.4 0.718
Hsp70-GRP75 13.7 0.6 15.2 0.3 15.5 0.4 0.193
Metabolism
Enolase 1 12.5 0.4 13.5 0.3 14.1 0.5 0.152
Enolase 3 13.8 0.5 15.0 0.3 14.5 0.3 0.191
LDHB 15.1 1.2 14.8 0.5 15.8 0.6 0.505
MDH1 15.1 0.7 15.6 0.3 15.7 0.4 0.699
PGM 14.5 0.7 14.5 0.3 14.8 0.4 0.806
Structure
CapZ-p 14.4 0.5 15.0 0.3 15.7 0.4 0.128
Desmin 133 0.6 15.0 0.4 14.1 0.5 0.119
MLC-1F 133 0.8 14.3 0.4 14.1 0.3 0.503
MyBP-H 18.8 2.1 16.0 0.5 16.7 0.9 0.191
MyHC-I 16.0 0.5 16.3 0.3 16.3 0.4 0.906
MyHC-II 14.1 0.3 14.4 0.2 14.8 0.3 0.33
MyHC-IIx 7.8 0.7 9.6 0.7 10.6 1.2 0.359

Ocxidative resistance

DJ-1 14.8 0.4 15.5 0.3 15.7 0.3 0.355

PRDX6 15.3 0.6 16.3 0.3 15.1 0.4 0.079

SOD1 14.6 1.0 15.5 0.5 15.2 0.8 0.808
Proteolysis

M-calpain 12.8b 0.7 14.6a 0.3 14.1ab 0.3 0.042

p-calpain 14.5 0.6 15.6 0.3 14.9 0.3 0.086

518

519 Hsp: Heat Shock Protein. LDHB: Lactate DeHydrogenase-B. MDHI1: Malate DeHydrogenase-1. PGM:
520 PhosphosGlucoMutase-1. MLC: Myosin Light Chain. MyHC: Myosin Heavy Chain. PRDX: Peroxiredoxin.
521 SOD: Super Oxide Dismutase.
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Table 5. Phenotypic measurement means in the three tenderness classes for ST muscle

Inf-class Med-class Sup-class P-values
Mean SE Mean SE Mean SE

COX (umol.min".mg™) 12.5 1.2 11.4 0.6 10.7 0.6 0.264
CS (umol.min".mg™) 5.9 0.4 5.6 0.3 5.3 0.2 0.362
CFW (kg) 66.6a 3.5 64.3a 2.1 58.8b 1.5 0.029
ICDH (umol.min™".mg™) 1.4 0.1 1.5 0.1 1.3 0.1 0.771
Inscol (ug of OH-proline.mg™) 4.1 0.1 4.0 0.1 3.7 0.1 0.051
LDH (umol.min".mg™) 9172 242 868.9 17.2 893.7 14.4 0.243
Lipids (mg.g™) 22.6a 24 16.9b 1.0 15.6b 0.8 0.001

Mean area fiber (um?) n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
PMC (%) 69.4b 0.7 69.9b 0.4 71.2a 0.4 0.014
Solubility (%) 20.1b 2.5 21.5b 2.0 27.9a 2.1 0.031
Totcol (ug of OH-proline.mg™) 5.2 0.2 5.2 0.1 5.2 0.1 0.962
Triglycerides (mg.g™) 10.7a 1.8 8.0ab 0.9 6.6b 0.7 0.022

n.a: non available data

COX: Cytochrome Oxidase. CS: Citrate Synthase.

CFW: Carcasse Fat Weight.

Isocitrate

Dehydrogenase. Inscol: Insoluble Collagen. LDH: Lactate Dehydrogenase. PMC: Percentage of muscle in the

carcass. Totcol: Total collagen content.
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527 Table 6. Phenotypic measurement means in the three tenderness classes for LT muscle
Inf-class Med-class Sup-class P-values
Mean SE Mean SE Mean SE
COX (umol.min™".mg™) 12.0 1.0 12.5 0.5 12.6 0.7 0.902
CS (umol.min".mg™) 4.1 0.3 4.5 0.1 4.7 0.2 0.282
CFW (kg) 53.4b 3.7 63.6a 1.4 62.5a 2.5 0.031
ICDH (pumol.min™".mg™") 1.3 0.1 1.3 0.0 1.3 0.1 0.777
Inscol (ug of OH-proline.mg™) 2.9a 0.1 2.7a 0.1 2.5b 0.1 0.018
LDH (umol.min™".mg™) 991.0 483 982.8 147 969.2 19.4 0.822
Lipids (mg.g™) 18.3b 1.3 27.7a 1.4 26.7a 1.8 0.016
Mean area fiber (um?) 3350.9a 152.7 29252b  63.6 2916.6b 82.6 0.019
PMC (%) 72.0 0.8 70.2 0.3 70.2 0.5 0.075
Solubility (%) 14.5b 1.8 24.3a 1.8 27.0a 2.4 0.023
Totcol (ug of OH-proline.mg™) 3.4 0.2 3.7 0.1 3.5 0.1 0.284
Triglycerides (mg.g™) 9.4b 1.4 18.9a 1.5 18.1a 1.9 0.018

528 COX: Cytochrome Oxidase. CS: Citrate Synthase. CFW: Carcasse Fat Weight. ICDH: Isocitrate
529 Dehydrogenase. Inscol: Insoluble Collagen. LDH: Lactate Dehydrogenase. PMC: Percentage of muscle in the
530 carcass. Totcol: Total collagen content.
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Cette analyse a montré que les 24 protéines étudices permettent de décrire les classes de
tendreté uniquement dans le ST. Dans ce muscle, trois protéines se distinguent, ce sont
Hsp27, Hsp20 et aB-crystalline. Contrairement aux autres, ces protéines sont plus abondantes
dans la classe présentant une mesure WB faible, donc une tendreté élevée. Contrairement a
ces protéines, Hsp70-8 et Hsp70-GRP75 sont plus abondantes dans la classe présentant une
mesure WB forte, donc une tendreté faible. L hypothése posée dans ce travail est que le
rapport entre protéines de la famille des Hsp20 et protéines de la famille des Hsp70 est
important pour la tendreté dans le muscle ST.

La protéine PRDX6 est également une autre protéine plus abondante dans la classe
présentant une mesure WB forte (tendreté faible). Cette enzyme étant impliquée dans la lutte
contre le stress oxydant, cela confirme 1I’importance de ce mécanisme révélé par les HSPs. De
manicre ¢tonnante, la p-calpaine et la M-calpaine sont également plus abondantes dans la
classe présentant une mesure WB forte, bien que ces protéines interviennent dans la
protéolyse. Les autres protéines plus abondantes dans la classe avec la mesure de WB plus
forte sont Enolase 3, MLC-1F, CapZ-B, et MyHC-IIx.

Ce travail a également montré que les classes de tendreté dans le muscle LT ne pouvaient
étre décrites a partir de ces 24 protéines. Cependant, les données phénotypiques ont permis de
distinguer ces trois classes, tout comme pour le muscle ST. Ces données, a I’exception des
données sur le collagene, présentent des profils inversés dans les deux muscles, en accord
avec la bibliographie. Cela montre que les mécanismes biologiques expliquant la répartition
des classes de tendreté du LT sont les mémes que pour le ST. Cependant, les protéines
intervenant dans ces mécanismes n’expliquent pas la répartition des classes de la méme
manicre entre les deux muscles. Il serait donc pertinent d’analyser la relation entre d’autres
protéines participant a ces mécanismes biologiques étudiés et la tendreté du muscle LT. Cette
analyse a ¢galement montré que les activités enzymatiques ne permettent pas d’expliquer la
répartition en classes de tendreté¢ dans les deux muscles. De par leur absence dans la
distinction des classes de tendreté et la complexité d’analyse, les activités enzymatiques ne

paraissent pas étre des marqueurs pertinents pour la tendreté.

Une analyse portant sur les classes de tendreté effectuées a partir des notes TG du muscle
LT a également été effectuée. Les caractéristiques de ces classes sont indiquées dans le
Tableau 18. Cette analyse n’a pas été publiée avec les deux autres. En effet, dans ce contexte,
aucune protéine et aucune donnée phénotypique n’a permis de distinguer les classes. En ce

qui concerne les protéines, ce résultat est en accord avec ce qui a été avancé pour le muscle
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Inférieure (N = 16) | Moyenne (N = 59) | Supérieure (N = 36)

Moyenne SE Moyenne SE Moyenne SE
TG 34 0,08 4,6 0,04 5,7 0,06

Tableau 18. Caractéristiques des classes de tendreté globale du muscle LT
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LT, a savoir une implication d’autres protéines dans la tendreté. Le faible écart entre les notes
TG dans ce muscle par rapport au ST de chacune des classes pourrait expliquer pourquoi

aucune caractéristique phénotypique n’est significativement explicative des classes.

Cette approche descriptive a permis de distinguer des protéines explicatives des
classes de mesures de Warner-Bratzler dans le ST uniquement. Des caractéristiques
phénotypiques sont explicatives des classes de mesures de Warner-Bratzler dans les

deux muscles.

IV.3 Analyse prédictive globale

Cette approche a consisté a établir une équation de prédiction de la tendreté (mesures WB
ou TG) pour chaque muscle, a partir de 1’abondance de I’ensemble des 24 protéines
quantifiées par une régression linéaire multiple, sans éliminer du calcul les protéines non
significativement corrélées a la tendreté. De ce fait, chaque protéine apportait une
contribution pour expliquer la variabilité de la tendreté, ce qui marque une différence avec les
autres approches, dans lesquelles les protéines non significativement reliées a la tendreté sont

écartées des équations.
IV.3.1 Equations de prédiction

Une premicre régression linéaire a été effectuée séparément sur [’ensemble des
¢chantillons du muscle ST (mesure WB) et du muscle LT (mesure WB et note TG), ce qui a
¢tabli une équation de prédiction pour chaque muscle a partir de ’abondance des 24 protéines.

De cette fagon, les mesures de tendreté prédites et mesurées présentent une valeur de 1> de
0,37, 0,23 et 0,35 pour le ST-WB, le LT-WB et le LT-TG respectivement (Figures 39 a 41).
Donné dans le méme ordre, I’écart entre la valeur (WB ou TG) prédite et mesurée est en
moyenne de 16,2 %, 16,5 % et 11,9 %, cet écart permettant d’estimer la marge d’erreur de
I’équation de prédiction. Cela signifie que ces équations ne peuvent pas étre utilisées de
manicre satisfaisante pour un test de prédiction de la tendreté et doivent étre améliorées.

Cependant, un examen des différences entre valeur prédite et valeur mesurée pour chaque
échantillon sur ’ensemble de la population montre que cette différence n’est pas homogene
sur ’ensemble des échantillons et dépend de ces derniers, ce pour le muscle ST (mesure WB)

et le muscle LT (mesure WB et note TG).
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Une droite d’équation y = x, résultant des différences nulles pour une équation parfaite, est représentée
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Ainsi, sur les 111 échantillons de chaque muscle, 63 pour le ST-WB (soit 57 %), 62 pour le
LT-WB (soit 56 %) et 82 pour le LT-TG (soit 74 %) présentent une marge d’erreur inférieure
a 15 % de la valeur mesurée. Ceci montre qu’a partir de ces 24 protéines, nous sommes en
mesure de prédire la mesure WB (pour le ST et LT) sur environ la moiti¢ de la population, et
la mesure de TG (seulement sur le LT) sur les trois quarts. Aussi, dans une seconde régression
linéaire, nous avons considéré uniquement ces échantillons qualifiés de « prédictibles »,
opposés aux échantillons dits « imprédictibles », pour affiner la prédiction a partir de

I’abondance des 24 protéines.
IV.3.2 Equation de prédiction de 1a mesure de Warner-Bratzler du muscle ST

Une seconde régression linéaire a €té effectuée sur les 63 échantillons dits « prédictibles »
du muscle ST (soit 57 % de I’ensemble des échantillons) entre la mesure WB et les
abondances des 24 protéines. L’équation établie par la régression a permis de calculer pour les
63 échantillons une valeur de mesure WB prédite présentant une corrélation de 0,93 (1 =
0,86) avec les valeurs mesurées (Figure 42). Cette équation permet donc de calculer une
valeur de mesure WB avec une marge d’erreur de 5,9 %.

En terme de marqueurs, sur le muscle ST, la premicre régression sur 1’ensemble des
échantillons (N = 111) montre que PRDX6 (Peroxiredoxine 6) et LDHB (Lactacte
Dehydrogenase B) sont les variables les plus explicatives de la mesure WB (Tableau 19A).
Ces deux protéines sont retrouvées dans la seconde régression sur le groupe d’échantillons
« prédictibles » (N = 63), ce qui montre leur robustesse dans la prédiction (Tableau 19B).
Cette deuxieéme régression montre en outre que 4 autres protéines sont importantes,
Hsp70-1B, Hsp70-GRP75, Hsp40 et MyHC (Myosin Heavy Chain) IIX. L’abondance des
protéines PRDX6, Hsp70-1B, Hsp70-GRP75 et MyHC-IIX intervient positivement sur la
mesure WB. Au contraire, I’abondance des protéines LDHB et Hsp40 intervient négativement
sur la mesure WB. Les abondances des protéines p-calpaine et aB-crystalline d’une part, et de
Enolasel d’autre part, interviennent respectivement de maniere négative et positive avec la

mesure WB, mais seulement avec une tendance.
IV.3.3 Equation de prédiction de l1a mesure de Warner-Bratzler du muscle LT

Une seconde régression linéaire a été effectuée sur les 62 échantillons dits « prédictibles »
du muscle LT (soit 56 % de I’ensemble des échantillons) entre la mesure WB et les

abondances des 24 protéines. L’équation établie par la régression a permis de calculer pour les
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Figure 42. Différences entre les valeurs mesurée et prédites pour le ST-WB (Seconde équation)

Une droite d’équation y = x, résultant des différences nulles pour une équation parfaite, est représentée
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Figure 43. Différences entre les valeurs mesurée et prédites pour le LT-WB (Seconde équation)

Une droite d’équation y = x, résultant des différences nulles pour une équation parfaite, est représentée
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Figure 44. Différences entre les valeurs mesurée et prédites pour le LT-TG (Seconde équation)

Une droite d’équation y = x, résultant des différences nulles pour une équation parfaite, est représentée



A B

Protéine Coefficient P-value Protéine Coefficient P-value
PRDX6 1,73 0,006 PRDX6 2,09 0,000
LDHB -1,23 0,032 LDHB -1,76 0,000
M_Calpaine 1,43 0,169 Hsp70_1B 1,62 0,001
Hsp70_1B 0,97 0,130 MyosinelIX 0,35 0,007
u_Calpaine -1,01 0,274 Hsp40 1,34 0,022
Hsp40 -0,87 0,301 Hsp70GRP75 1,54 0,036
Myosine IT -0,95 0,319 u_Calpaine -1,03 0,068
CRYAB -0,55 0,341 Enol 0,98 0,092
Enol 0,72 0,362 CRYAB -0,59 0,093
PGM 0,56 0,410 Myosinel -0,54 0,160
Hsp27 -0,33 0,443 PGM 0,80 0,164
Hsp70/GRP75 0,93 0,460 MyBP_H 0,29 0,172
Myosine IIX 0,17 0,463 Desmine -0,61 0,194
MDHI1 0,40 0,688 M_Calpaine 0,68 0,301
MLC-1F -0,22 0,722 SODI -0,76 0,306
CapZ-B -0,37 0,736 DJ_1 0,62 0,389
Desmine -0,21 0,781 Enolase 3 -0,42 0,472
Myosine [ -0,17 0,799 Myosinell -0,28 0,599
SOD1 -0,07 0,809 Hsp20 -0,19 0,617
Hsp20 -0,15 0,834 MLC_1F -0,15 0,648
Enolase 3 0,17 0,870 MDHI 0,17 0,768
Hsp70-8 0,16 0,872 Hsp27 -0,05 0,887
DI-1 0,15 0,901 CapZ 0,05 0,943
MyBP-H 001 0.984 Hsp70-8 0,01 0,84
Constante 46,78 0,005 Constante 33,93 0,001

A. Premicere équation du ST-WB

Tableau 19. Paramétres des équations du ST-WB

B. Seconde équation du ST-WB

Les protéines significativement impliquées dans 1’équation sont écrites en gras
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62 échantillons une valeur de mesure WB prédite présentant une corrélation de 0,88 (r* =
0,77) avec les valeurs mesurées (Figure 43). Cette équation permet donc de calculer une
valeur de mesure WB avec une marge d’erreur de 5,7 %.

Dans le muscle LT, la premicre régression sur I’ensemble des échantillons (N = 111)
montre que I’abondance de la protéine PRDX6 intervient positivement sur la mesure WB
(Tableau 20A). Ce résultat est confirmé par la seconde régression sur le groupe d’échantillons
« prédictibles » (N = 62) (Tableau 20B). Cette deuxi¢me régression montre €¢galement que
I’abondance d’autres protéines intervient positivement sur la mesure WB : MyBP-H, Hsp20
(qui présentait déja une tendance par la premicre régression), Enolase3 et MyHC-I. De méme,
I’abondance d’autres protéines intervient négativement avec la mesure WB : MyHC-IIX,
Desmine, aB-crystalline et Hsp70-GRP75. L’abondance de la protéine Hsp40 intervient

négativement avec la mesure WB mais seulement avec une tendance.
IV.3.4 Equation de prédiction de la note de tendreté globale du muscle LT

Une seconde régression linéaire a €té effectuce sur les 82 échantillons dits « prédictibles »
du muscle LT (soit 74 % de I’ensemble des échantillons) entre la note TG et les abondances
des 24 protéines. L’équation établie par la régression a permis de calculer pour les 82
échantillons une valeur de note TG prédite présentant une corrélation de 0,83 (12 = 0,69) avec
les valeurs mesurées (Figure 44). Cette équation permet donc de calculer une valeur de note
TG avec une marge d’erreur de 5,9 %.

Pour la note TG du muscle LT, la premicre régression sur I’ensemble des échantillons (N =
111) a montré que I’abondance des protéines PRDX6 et MDHI1 intervient négativement sur la
note TG, et que les abondances des protéines CapZ-B et MyHC-I interviennent positivement
(Tableau 21A). Ce résultat est confirmé par la seconde régression sur le sous-groupe des
« prédictibles » (N = 82). Cette deuxiéme régression montre également que 1’abondance
d’autres protéines intervient positivement sur la note TG : M-calpaine, LDHB et Enolase3. De
méme, 1’abondance d’autres protéines intervient négativement sur la note TG : Desmine et
p-calpaine (Tableau 21B). L’abondance des protéines Hsp40 et PGM intervient négativement
sur la note TG, mais seulement avec une tendance. De méme, les abondances des protéines
Hsp27 et Hsp70-1B interviennent positivement sur la note TG mais seulement avec une
tendance.

Une considération doit étre faite au sujet de 1’équation de prédiction de la note TG du

muscle LT. En effet, cette équation se distingue des deux autres par les faibles valeurs des
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B

A

Protéine Coefficient P-value
PRDX6 1,26 0,031
Hsp20 0,66 0,064
CRYAB -0,45 0,067
MyBP-H 0,37 0,109
CapZ-$ -0,73 0,222
DJ-1 0,95 0,237
MLC-1F 0,51 0,296
M_Calpaine -0,81 0,297
Hsp40 -0,63 0,303
Hsp70/GRP75 -0,74 0,320
Myosine I 0,46 0,339
Myosine IIX -0,21 0,343
Myosine 11 -0,69 0,375
Enol -0,36 0,463
Desmine -0,30 0,493
Hsp70-8 0,43 0,548
Hsp70_1B 0,19 0,561
SOD1 0,13 0,593
Enolase 3 0,35 0,665
LDHB 0,15 0,676
Hsp27 0,15 0,712
MDH1 0,20 0,780
u_Calpaine -0,21 0,787
PGM -0,04 0,953
Constante 25,72 0,083

A. Premicre équation du LT-WB

B. Seconde équation du LT-WB
Les protéines significativement impliquées dans 1’équation sont écrites en gras

Tableau 20. Paramétres des équations du L' T-WB

Protéine Coefficient P-value
MyBP_H 0,62 0,000
Hsp20 0,97 0,000
PRDX6 1,12 0,001
MyosinellX -0,34 0,009
Enolase 3 1,02 0,016
Myosinel 0,62 0,018
Desmine -0,52 0,022
CRYAB -0,35 0,032
Hsp70GRP75 -0,74 0,046
Hsp40 -0,68 0,082
DJ_1 0,59 0,164
u_Calpaine -0,54 0,206
Hsp70_1B -0,22 0,217
MDH1 -0,48 0,239
Hsp27 -0,25 0,244
Myosinell -0,47 0,252
Hsp70-8 0,44 0,312
M_Calpaine -0,32 0,406
CapZ -0,27 0,417
LDHB -0,12 0,525
Enol -0,15 0,576
SOD1 0,06 0,587
MLC_1F 0,05 0,856
PGM 0,03 0,915
Constante 32,49 0,000




A

Protéine Coefficient P-value
PRDX6 -0,15 0,002
CapZ-p 0,14 0,003
MDHI1 -0,16 0,006
Myosine I 0,08 0,040
Hsp70 1B 0,05 0,088
Hsp70/GRP75 0,09 0,125
Enol -0,06 0,134
MLC-1F 0,05 0,171
u_Calpaine -0,08 0,195
LDHB 0,04 0,224
Hsp40 -0,05 0,270
M_Calpaine 0,06 0,295
Desmine -0,03 0,326
Enolase 3 0,06 0,370
SOD1 0,02 0,424
DJ-1 -0,05 0,428
Myosine 11 0,05 0,458
PGM -0,03 0,561
Hsp70-8 -0,03 0,584
MyBP-H -0,01 0,635
Hsp27 0,01 0,695
Myosine 11X 0,00 0,780
Hsp20 -0,01 0,805
CRYAB 0,00 0,994
Constante 5,20 0,000

B

Protéine Coefficient P-value
CapZ 0,13 0,000
PRDX6 -0,17 0,000
Myosinel 0,10 0,000
MDH1 -0,13 0,003
M_Calpaine 0,10 0,017
LDHB 0,05 0,017
Enolase 3 0,09 0,026
Desmine -0,05 0,028
u_Calpaine -0,11 0,039
Hsp40 -0,06 0,062
Hsp27 0,04 0,078
PGM -0,06 0,092
Hsp70_1B 0,03 0,095
Enol -0,05 0,130
Hsp70GRP75 0,05 0,178
SOD1 0,01 0,290
MLC IF 0,03 0,295
MyosinellX 0,01 0,373
MyBP_H -0,01 0,440
Hsp70-8 -0,02 0,660
Hsp20 -0,01 0,685
CRYAB 0,00 0,727
Myosinell -0,01 0,865
DJ_1 0,00 0,984
Constante 5,35 0,000

Tableau 21. Paramétres des équations du LT-TG

A. Premicre équation du LT-TG

B. Seconde équation du LT-TG

Les protéines significativement impliquées dans 1’équation sont écrites en gras



Résultats et Discussion

coefficients de I’abondance des protéines, malgré la significativit¢ de certaines. Cela
n’empéche certes pas de prédire la note TG avec une valeur de r* de 0,69 avec I’ensemble des
24 protéines, mais cela relativise la désignation comme marqueur de dureté et de tendreté des
protéines présentant des coefficients proches du 0. Une protéine présentant un coefficient
positif est désignée comme marqueur positif de la tendreté, tandis qu’une protéine présentant
un coefficient négatif est désignée comme marqueur négatif. Or, il en faut peu pour qu’un
marqueur de dureté avec un ccefficient négatif de -0,05 (exemple de la desmine) soit en réalité
un marqueur de tendreté avec un coefficient tres légerement positif (de +0,05 par exemple).
Ainsi, la distinction entre marqueur positif ou négatif de tendreté n’est pas trés fiable d’apres

les résultats de la régression effectuée sur les notes TG du muscle LT.
IV.3.5 Marqueurs communs

Les différentes régressions montrent que la protéine PRDX6 est la seule dont I’abondance
explique significativement la mesure WB et la note TG dans les deux muscles LT et ST.
L’étude de Jia et al. (2009) montre que PRDX6 est corrélée positivement avec la note TG du
muscle LT, ce qui en fait un marqueur de tendreté. Cependant nos résultats montrent que cette
protéine, étant corrélée positivement avec la mesure WB et négativement avec la note TG, est
un marqueur de la dureté dans les muscles LT et ST.

L’abondance de la protéine Hsp40 intervient négativement sur la mesure WB des muscles
ST et LT, et sur la note TG du muscle LT. Ce résultat pointe une contradiction sur le role de
Hsp40 dans la mesure WB et note TG, ces deux estimations de la tendreté étant corrélées
négativement. Cependant, la corrélation entre 1’abondance de Hsp40 et la mesure WB et note
TG dans le muscle LT ne présente qu’une tendance, ce qui oblige a relativiser la qualification
de rdle positif ou négatif sur la tendreté de Hsp40. Ceci est particulierement vrai pour la note
TG, Hsp40 présentant un coefficient proche de 0 dans 1’équation prédictive établie sur la note
TG (coefficient de -0,06). L’abondance de 1’aB-crystalline intervient négativement sur la
mesure WB dans les 2 muscles, ce qui montre un réle identique de cette protéine dans la
tendreté du ST et du LT. Cependant, ’abondance de cette protéine n’explique pas de maniere
significative la mesure WB du muscle ST, mais seulement avec une tendance. L’abondance
de la protéine Hsp70-GRP75 intervient positivement sur la mesure WB du muscle ST, et
négativement dans le muscle LT, ce qui montre une opposition des deux muscles compatible

avec des effets muscle.
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L’abondance de la MyHC-I est corrélée positivement a la fois sur la mesure WB et la note
TG dans le muscle LT, ce qui est en contradiction avec la nature opposée de ces deux
estimations de la tendreté. Cependant, étant donné que la valeur du ceefficient déterminée par
I’équation de la tendreté sensorielle est proche de 0 (coefficient de 0,1), le qualificatif de la
myosine I comme marqueur positif de la tendreté globale n’est pas fiable. La MyHC-I est
I’isoforme de chaine lourde de myosine impliquée dans la contraction lente, abondante dans
un muscle comme le LT. Il est donc intéressant que son abondance puisse €tre un marqueur
de la tendreté du LT.

L’abondance de la Myosine 11X, isoforme de chaine lourde de myosine impliquée dans la
contraction rapide de muscles comme le ST, est corrélée positivement sur la mesure WB de ce
muscle, et négativement dans le muscle LT. La Myosine 11X est donc en opposition avec la
Myosine I dans le LT pour la mesure WB. D’apres cette analyse, les isoformes de chaines
lourdes de myosine typiques d’un muscle pourraient donc constituer des marqueurs de
tendreté pertinents au sein de ce muscle. Ces résultats sont en accord avec ceux de Picard et a/
(2007).

L’abondance de la LDHB, enzyme glycolytique, est corrlées négativement avec la mesure
WB du muscle ST, et positivement avec la note TG du muscle LT. A I’instar de MyHC-I,
LDHB présente un coefficient dans 1’équation de la note TG proche de 0 (coefficient de 0,05).
Le sens de la corrélation entre I’abondance de LDHB avec la note TG du muscle LT

(positive) n’est donc pas fiable.
IV.3.6 Echantillons dits « imprédictibles »

La premicere régression effectuée sur chaque muscle a permis de distinguer des échantillons
« prédictibles » et « imprédictibles » sur la base de la marge d’erreur de prédiction des
¢chantillons. La valeur maximale de cette marge, permettant de distinguer les échantillons
« prédictibles » des « imprédictibles » a été fixée arbitrairement a 15 %, sans tenir compte de
facteurs biologiques, mais en prenant en considération des limites d’acceptation d’erreur pour
une équation de prédiction fiable.

Cependant, les régressions linéaires effectuées sur les échantillons « imprédictibles »
montrent clairement que pour les muscles ST et LT, et pour la mesure WB et note TG, aucune
abondance de protéine n’intervient significativement sur la mesure ou note considérée
(Tableau 22 pour le ST-WB, Tableau 23 pour le LT-WB, Tableau 24 pour le LT-TG). Les

équations établies a partir de ces régressions ne permettent pas de prédire des mesures WB et
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Protéine Coefficient P-value
M_Calpaine 3,07 0,310
PRDX6 147 0,551
u_Calpaine -1,66 0,578
MyosinelIX 0,42 0,658 .
Valeur prédite
Enol 114 0,662 Ecart %
120
CRYAB 0,88 0,666
Enolase 3 1,64 0,675 110
MyBP_H 034 0,714 100
Myosinell 1,07 0.718
90 -
MLC_IF -L11 0,718
Hsp40 1,20 0,733 801
DI_I -135 0.741 70
Hsp27 047 0,778 60 |
Hsp20 0,84 0,795 R2 aj= -0,58
4 . % .
50 > .
LDHB -047 0,798 A .8
* .7
Hsp70GRP75 0,93 0,827 40 *” . *
MDH1 0,78 0,842 e N=48
30 A .
. Valeur mesurée
Hsp70-8 0,52 0,855
20 : : : : : : : : : .
Myosinel 037 0,870
20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
PGM 033 0.873
SOD1 0,05 0936 Figure 45. Différences entre les valeurs mesurée et prédites
Hsp70_18 o4 0959 pour le ST-WB — Imprédictibles (Seconde équation)
Desmine 0,04 0,989
Capz 0,01 0,997 Une droite d’équation y = x, résultant des différences nulles pour une équation
Constante 6653 02341 parfaite, est représentée

Tableau 22. Parameétres des équations du ST-WB - Imprédictibles

Protéine Coefficient P-value
CRYAB 0,81 0,332
M_Calpaine -2,39 0,350
PRDX6 1,80 0,418 o
Valeur prédite
Enol 127 0,481 ~
DI 1 178 0,558 r—-=—==1
1z x !
SoDI 0,80 0,563 80 4 '
Hsp27 0,84 0,575 LT
Hsp70_1B 0,77 0,608 70 4 - -
MyBP_H 031 0,629 Pid
.
Desmine 093 0,631 60 .t
Hsp70-8 121 0,664 .7 N
Myosinell 1.62 0.686 s R . _" M . R =0,21
MLC_IF 0,59 0,720 3
MDHI1 0,76 0,732 wl®
| yr
Hspdo 0,56 0,736 R?aj=-0,58
4 . *
CapZ -0,77 0,749 * P *$
30 4 .«
Myosinel 0,55 0,754 . N . .
L N =49 Valeur mesurée
PGM 0,62 0,788 e I
20 . . . . . . :
LDHB 037 0,790
20 30 40 50 60 70 80 90
Enolase 3 0,82 0,809
u_Calpaine -0.63 0,813 Figure 46. Différences entre les valeurs mesurée et prédites
MyosinelIX 0,17 0814 pour le LT-WB — Imprédictibles (Seconde équation)
Hsp20 -0,28 0,820
Hsp70GRP75 -0.18 0,949 Une droite d’équation y = x, résultant des différences nulles pour une équation
Constante 44,75 0417 parfaite, est représentée

Tableau 23. Paramétres des équations du LT-WB - Imprédictibles

Protéine Cocfficient P-value
MyBP_H 0,13 0,384
Myosinel -0,20 0,529
Hsp27 0,20 0,536 .
P Valeur prédite .
u_Calpaine 033 0,547 . Ecart %
Desmine 0,22 0,556
Hsp70GRP75 044 0,662 ==-=" 1
_V=X_}
Capz 022 0,665 71 e
MLC_IF 40,09 0,683 .
.
MyosinellX 0,05 0,726 6 . . -
Enolase 3 034 0,729 o, -7 2
R™=0,60
SODI 023 0,775
5
Hsp20 0,06 0,805 R2 aj =-1.77
5
Hsp40 0,12 0,809
*
CRYAB 0,06 0,821 44
DI_I 0,14 0,833
- 3 =29
Hsp70-8 0,09 0,852 -
34 ..
MDHI -0,08 0,866 [ .
Valeur mesurée
Enol 0,05 0,867
M_Calpaine 0,11 0,888 2 T T T T T 1
Hsp70_1B 0,04 0,902 2 3 4 5 6 7 8
Myosinell 0.06 0.920 Figure 47. Différences entre les valeurs mesurée et prédites
PRDX6 0,04 0,963 pour le LT-TG — Imprédictibles (Seconde équation)
PGM -0,01 0,969
LDHB 001 0979 Une droite d’équation y = x, resu}tant des différences nulles pour une équation
parfaite, est représentée
Constante 4,22 0,645

Tableau 24. Parameétres des équations du LT-TG - Imprédictibles
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notes TG suffisamment fiables, compte-tenu de la marge d’erreur des équations (Figure 45
pour le ST-WB, Figure 46 pour le LT-WB, Figure 47 pour le LT-TG). La limite arbitraire de
15 % d’erreur trouve donc une signification puisque ces échantillons « imprédictibles » sont
bien différents des échantillons « prédictibles » en terme de relation entre abondances de
protéines et tendreté. De plus, les équations établies sur les échantillons « imprédictibles »
présentent pour certaines protéines des coefficients trés différents de ceux des équations sur
les échantillons « prédictibles » (exemple de Hsp70-1A avec un coefficient de +1,62 dans
I’équation des « prédictibles » contre -0,14 dans 1’équation des « imprédictibles »). La
tendreté dans ces échantillons doit répondre a d’autres mécanismes cellulaires, mettant en jeu
d’autres protéines. Des analyses de variance n’ont pas permis de distinguer ces deux groupes
au niveau de I’abondance des 24 protéines, des caractéristiques phénotypiques et des notes
TG et mesures WB. Ces échantillons « imprédictibles » ne sont pas distingués par une forte
proportion de beeufs ou taurillons, ni par des mesures WB et note TG extrémes. Cela renforce
I’hypothése que ces deux groupes d’individus ne répondent pas aux mémes mécanismes pour
I’élaboration de la tendreté. Il serait donc intéressant d’étudier d’autres protéines d’intérét et

caractéristiques phénotypiques pour pouvoir les différencier.
IV.3.7 Conclusions de I’Analyse Prédictive Globale

Cette analyse a montré que le stress oxydant, ou plus exactement les mécanismes
cellulaires en relation avec lui, joue un réle important dans la prédiction de la tendreté. En
effet, le stress oxydant est représenté dans les 3 équations finales, par I’implication des

protéines de la famille des HSPs et PRDX6.

En conclusion, cette approche a permis de distinguer des échantillons « prédictibles »
et d’autres « imprédictibles », ce qui modifie ’approche qui considérait la tendreté
comme obéissant aux mémes mécanismes dans un méme contexte. Or, les équations
montrent que si le groupe d’échantillons « prédictibles » répond aux mécanismes ciblés
par cette étude, il n’en est rien pour les «imprédictibles», qui répondent
vraisemblablement a d’autres mécanismes. Ainsi, ces résultats nous obligent a prendre
en considération une variation intra-contexte jusqu’alors ignorée devant les variations
inter-contextes (effets muscles races, type d’animal).

Cette approche a permis d’établir des équations de prédiction satisfaisantes, certes

sur une sous-population d’échantillons, mais qui prédisent les mesures et note de
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tendreté avec une fiabilité bien supérieure aux autres approches développées jusqu’a
présent. Elle a également mis en évidence des protéines dont I’abondance intervient sur
la tendreté, en particulier PRDX6, qui est un marqueur pertinent quel que soit le
contexte d’analyse. De maniere plus globale, cette approche a montré I’'importance du

stress oxydant et de ’apoptose dans la tendreté.

IV.4 Analyse prédictive ciblée

Cette approche consiste a effectuer une régression multiple pas-a-pas sur les muscles LT
d’une part et ST d’autre part, faisant ressortir les protéines les plus explicatives de la mesure
WB (muscle LT et ST) ou de la note TG (muscle LT). Contrairement a I’approche prédictive
globale, 1’approche prédictive ciblée fait ressortir les protéines les plus explicatives de la
tendreté, et leur attribue un coefficient dans une équation de prédiction soit de la mesure
Warner-Bratzler (pour le muscle LT et le muscle ST séparément), soit de la note de tendreté

sensorielle (pour le muscle LT seulement).
IV.4.1 Muscle LT

Pour le muscle LT, les résultats de cette approche (Tableau 25) montrent que Enol,
MyBP-H et PRDX6 expliquent respectivement 4,2, 2,6 et 1,8 % de la variabilité de la mesure
WB (Figure 48), soit 8,6 % au total. Tandis que Enol intervient négativement sur la
prédiction de la mesure WB (coefficient -0,84), MyBP-H et PRDX6 interviennent
positivement (coefficients +0,32 et +0,5 respectivement). Cette prédiction est trop faible pour
pouvoir étre considérée comme fiable.

En ce qui concerne la note TG du muscle LT, les protéines Hsp27, CapZ-B, MDHI,
PRDX6 et Hsp70-GRP75 expliquent respectivement 3,6, 3.8, 6,1, 3,9 et 2,95 % de Ia
variabilité de la note de tendreté (Figure 49), soit 20,35 % au total (Tableau 25). Les protéines
Hsp27, MDH1 et PRDX6 interviennent négativement sur la note TG (coefficients -0,02, -0,13
et -0,1 respectivement), contrairement aux protéines CapZ-B et Hsp70-GRP75 qui
interviennent positivement (coefficients +0,14 et +0,075 respectivement). C’est une prédiction
avec une précision trop faible pour étre utilisée dans un test, mais toutefois supérieure a
I’équation générée pour la mesure WB.

Ainsi, dans le muscle LT, la note TG est beaucoup plus prédictible que la mesure WB.
Seule la protéine PRDX6 est commune aux deux évaluations de la tendreté (mesure WB et

note TG).
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LT - Mesure de Warner-Bratzler

Protéine | Variabilité expliquée | Coefticient dans I'équation Eigniﬁcativité
Enol 4,2 % - 0,84 P=0,03
MyBP-H 2,6 % 0,32 P=0,09
PRDX6 1,8 % 0,5 P=0,15
Ordonnée a l'origine : 37,72
LT - Note de Tendreté Sensorielle
Protéine Variabilité expliquée | Coefficient dans I'équation Significativité
Hsp27 3,6 % -0,02 P=0,05
CapZ-B 3,.8% 0,14 P <0,001
MDHI1 6,1 % -0,13 P=10,001
PRDX6 3,9% -0,1 P =0,005
Hsp70-GRP75 2,95 % 0,075 P=0,05
Ordonnée a l'origine : 5,64
ST - Mesure de Warner-Bratzler
Protéine | Variabilité expliquée | Coefficient dans 1'équation bigniﬁcativité
PRDX6 12,8 % 1,02 P < 0,001
Hsp27 8,5 % -0,93 P < 0,001
Hsp70-8 3,9 % 1,35 P=0,02

Ordonnée a l'origine : 34,83

Tableau 25. Résultats de 'approche prédictive ciblée
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IV.4.2 Muscle ST

Dans le muscle ST, les protéines Hsp27, PRDX6 et Hsp70-8 expliquent respectivement
8,5, 12,8 et 3,9 % de la variabilité de la mesure WB (Figure 50), soit 31,2 % au total (Tableau
25). Hsp27 intervient négativement sur la mesure WB (coefficient -0,93), contrairement a
PRDX6 et a Hsp70-8 qui interviennent positivement (coefficients +1,02 et +1,35
respectivement). Tout comme la note TG du LT, cette prédiction est trop faible pour étre
utilisée dans un test. C’est cependant la meilleure prédictibilité obtenue par cette approche.

Les équations de prédiction obtenues sur les deux muscles ne permettent pas de prédire une
note TG ou une mesure WB avec suffisamment de précision. Cependant, les résultats
montrent particuliecrement I’importance des protéines Hsp27 et PRDX6 dans la tendreté des
muscles LT et ST. Hsp27 intervient négativement aussi bien sur la note TG (muscle LT) que
sur la mesure WB (muscle ST), un résultat qui pose question. Le sens de la relation (positive
ou négative) entre 1’abondance de Hsp27 avec la tendreté pourrait donc dépendre des
propriétés du muscle considéré. Par contre PRDX6 intervient positivement sur la mesure WB
et négativement sur la note TG, des résultats étant cohérents puisque mesure WB et note TG
sont connus pour étre corrélées négativement. PRDX6 serait un marqueur de dureté de la
viande.

Les résultats permettent également de valider le rdle dans la tendreté des protéines Enol,

MyBP-H, CapZ-3, Hsp70-GRP75 et MDHI.

En conclusion, cette approche n’a pas permis d’établir des équations satisfaisantes et
robustes pour prédire la tendreté. Cependant, les résultats permettent de confirmer le
role important pour la tendreté des protéines Hsp27 et PRDX6, et de souligner
I’implication des protéines Enol, MyBP-H, CapZ-B, Hsp70-GRP75 et MDH1 comme

marqueurs potentiels de la tendreté.

IV.5 Synthese des résultats sur la tendreté

IV.5.1 Les validations de protéines en tant que marqueurs de la tendreté

Les différentes analyses effectuées au cours de la theése (les corrélations, les classes,
I’analyse globale, 1’analyse ciblée) ont permis de valider de maniere concordante le rdle dans
la tendreté de plusieurs protéines (Tableau 26). Les approches par corrélation et par classe,

permettant de décrire la tendreté, donnent des résultats quasiment identiques. Ces deux
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Résultats et Discussion

approches montrent que la tendreté du muscle LT n’est pas aussi bien décrite par I’ensemble
des parametres analysés (abondances de protéines et caractéristiques phénotypiques) que la
tendreté du muscle ST. Les approches prédictives globales et ciblées donnent des résultats
qui, méme s’ils ne pas identiques, ne sont pas contradictoires, certaines protéines étant
retrouvées par les deux approches a la fois. Aucune de ces 4 approches ne donne de résultat
opposé a une autre approche dans un contexte donné, a I’exception de la p-calpaine dans le
ST-WB et Hsp27 dans le LT-TG. Cependant, ces deux protéines ne présentent qu’une
tendance dans I’approche prédictive globale. L’ensemble de ces résultats montre la fiabilité
de ces 4 approches différentes.

Trois protéines se dégagent des autres par ces analyses : Hsp27, Hsp70-GRP75 et PRDX6.
Ces trois protéines sont les seules dont I’abondance intervient significativement sur la mesure
WB du ST par au moins 3 approches, négativement pour Hsp27 et positivement pour PRDX6
et Hsp70-GRP75.

Le groupe des protéines HSP20s (aB-crystalline, Hsp20 et Hsp27) est trés impliqué dans la
tendreté du ST comme marqueur négatif de la mesure WB, d’apres les 4 analyses. Ces
protéines ayant une fonction chaperonne, anti-oxydante et anti-apoptotique, la protection de
I’intégrité protéique et cellulaire semble avoir un role positif dans la tendreté¢ du ST. Cette
importance de la protection de protéines est retrouvée pour la mesure WB du muscle LT
seulement pour 1’aB-crystalline. A I’inverse, la relation positive entre Hsp20 et la mesure WB
du muscle LT suggere un effet inverse de cette protéine sur la tendreté pour ce muscle. Le
potentiel oxydatif du muscle jouerait donc un role important dans la tendreté, mais différent
selon les muscles.

Les protéines HSP70s (Hsp70-1A, Hsp70-8 et Hsp70-GRP75) sont intéressantes. En effet,
I’abondance de ces protéines intervient positivement sur la mesure WB du muscle ST,
contrairement aux HSP20s.

Dans ce muscle, il est trés intéressant de constater la relation inverse entre 1’abondance des
HSP20s, intervenant négativement sur la mesure WB, et I’abondance des HSP70s, intervenant
positivement sur la mesure WB.

Le rapport entre les abondances des protéines HSP20s (anti-apoptotiques, chaperonnes
anti-oxydantes) et HSP70s (chaperonnes universelles) serait donc un marqueur de tendreté

surtout dans le ST.
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La protéine Hsp40, chaperonne impliquée dans les stress oxydants, est codée par le gene
DNAJAT1 dont I’expression comme marqueur négatif de la tendreté sensorielle a été brevetée.
Les résultats ne permettent pas d’affirmer que 1’abondance de cette protéine intervient sur la
tendreté. En effet, seule 1’approche prédictive globale a montré que 1’abondance de Hsp40
intervient négativement sur la mesure WB du ST. Cette approche a également montré une
tendance négative entre I’abondance de cette protéine et la mesure WB et note TG du muscle
LT, ce qui est contradictoire. Le faible coefficient déterminé sur la tendreté sensorielle (-0,06)
ne permet pas d’étre affirmatif sur le sens de la relation entre Hsp40 et tendreté sensorielle.
De manicre plus globale, I’abondance de cette protéine n’a pas été validée comme marqueur
de tendreté mais permet de confirmer la relation négative entre stress oxydant et tendreté dans

le muscle ST.

La protéine PRDX6, enzyme intervenant dans la lutte contre le stress oxydant, est validée
comme marqueur négatif de tendret¢ du ST par les 4 approches, de note de tendreté
sensorielle et de mesure WB du LT par deux approches, ce qui fait de PRDX6 la protéine la
plus validée dans différents contextes par ce travail. Toutes les approches montrent que
I’abondance de cette protéine est un marqueur négatif de la tendreté (intervenant positivement
sur la mesure WB et négativement sur la note TG), quel que soit le contexte. Ainsi, le stress
oxydant de la cellule aurait donc toujours un impact négatif sur la tendreté, en stimulant
I’expression de protéines négativement corrélées a la tendreté. Bien que les protéines DJ-1 et
SOD1 soient impliquées dans la lutte contre le stress oxydant, ces protéines ne sont pas
validées comme marquer de tendreté, aucune approche ne permettant d’établir une relation
entre 1’abondance de ces protéines et la mesure WB ou note TG. Cependant, SOD1 a été

identifiée comme un marqueur trés spécifique du ST de beeufs.

Les différentes approches n’ont pas permis de dégager un rdéle net des enzymes du
métabolisme (Enol, Eno3, LDHB, MDHI1 et PGM). La relation positive entre 1’abondance
d’Enolase 3 avec la mesure WB du ST est en concordance avec la mesure WB du LT. En
revanche, il y a une opposition entre les résultats sur la mesure WB et la note TG du LT. En
effet, ’abondance d’Enolase 3 est corréle aussi positivement avec la note TG, alors que ces
deux évaluations de la tendreté sont opposées. Les résultats montrent une relation négative
entre I’abondance d’Enolase 1 et la mesure WB du LT, en opposition avec les résultats sur
Enolase 3 dans ce méme contexte. Le role négatif de 1’abondance de MDHI1 sur la note TG du

LT, validée par deux approches, n’est retrouvé dans aucun autre contexte. Quant a LDHB,
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bien qu’étant fortement impliquée dans 1’équation prédictive de la mesure WB du ST par
I’approche globale, son role dans la tendreté n’est pas confirmée par d’autres approches mis a
part dans la note TG du LT. Aucune approche n’a permis d’établir un lien significatif entre
PGM et tendreté. L’abondance de ces enzymes ne semble pas avoir un réle important dans la
tendreté. De plus, les analyses phénotypiques des classes de tendreté ont montré que les
activités des enzymes métaboliques n’expliquent ni les mesures WB ni les notes TG. Ainsi,

les enzymes du métabolisme énergétiques ne sont pas validées comme marqueur de tendreté.

Les protéines de structure, contrairement a ce que laisse penser leur importance dans la
cohésion cellulaire, n’ont pas de rdle tres clair dans la tendreté, certaines de ces protéines
étant validées par peu d’approches. Ainsi, CapZ- est validée par deux approches comme
étant un marqueur positif de la note TG du muscle LT, MyBP-H comme marqueur positif de
la mesure WB du muscle LT, et MLC-1F comme marqueur positif de la mesure WB du
muscle ST. Ces deux dernieres protéines étant plutot associées au type contractile rapide,
celui-ci serait donc défavorable pour la tendreté dans les deux muscles. La relation entre
I’abondance des chaines lourdes de myosine et la tendreté n’est validée que par une seule

analyse.

De maniére assez surprenante, 1’abondance des enzymes de la protéolyse, les calpaines, n’a
pas été validée comme marqueur de tendreté du LT, alors que des polymorphismes des génes
codant ces enzymes sont utilisés dans les tests de prédiction de la tendreté australiens et
américains. L analyse prédictive globale a montré une corrélation négative entre 1’abondance
de la p-calpaine et la note TG, opposée a une corrélation positive entre 1’abondance de la M-
calpaine et cette méme note TG. Dans le muscle ST, les analyses par corrélations et par classe

montrent que I’abondance de ces enzymes intervient négativement sur la tendreté.

En conclusion, ce travail a permis de valider, dans le ST, comme marqueur positif de
tendreté surtout Hsp27 et de maniere plus globale les HSP20s, et comme marqueur
négatif les HSP70s. Ainsi, le rapport HSP20s / HSP70s pourrait étre une variable
importante dans la tendreté du ST. Les calpaines sont des marqueurs négatifs de la
tendreté du ST.

Dans les deux muscles, les protéines de structure et du métabolisme ne sont pas de
bons marqueurs de tendreté. Cependant, les protéines Eno3, MDH1, CapZ-8, MLC-1F

et MyBP-H sont plus intéressantes que les autres car leur abondance est liée a la

148




Résultats et Discussion

tendreté (mesures WB ou note TG) dans certains contextes. Les résultats ont montré une
grande importance du stress oxydant, par la validation de PRDX6 et son implication
dans la tendreté a la fois dans les muscles ST et LT, pour les mesures WB et notes TG.

Ce travail a validé plus de marqueurs dans le ST que dans le LT.

IV.5.2 Les équations de prédiction de la tendreté

Les approches prédictives globales et ciblées ont permis d’établir des équations pour la
mesure de WB du LT et du ST, et pour la note TG du LT. L’approche prédictive globale a
permis de développer des équations fiables (70 a 90 % de la variance expliquée) mais sur la
moitié des échantillons. Le groupe dit « imprédictible » ne répond pas aux 24 protéines
étudiées et reste a caractériser pour étre différencié des échantillons dits « prédictibles ».

L’approche prédictive ciblée a développé des équations sur I’ensemble des échantillons,
expliquant une faible variabilité (de 7 a 30 %). Ainsi, afin d’expliquer au mieux la tendreté, il
est nécessaire de considérer le plus de protéines possible dans 1’équation. Il serait cependant
plus judicieux de remplacer les protéines les moins explicatives de la tendreté dans les
équations par d’autres, qui pourraient étre validés par des études ultérieures.

Les deux approches prédictives, globale et ciblée, sont complémentaires 1’une de 1’autre.
Les équations confirment le rdle important du stress oxydant dans la tendreté, par

I’implication des protéines Hsp27 et PRDX6.

En conclusion, ce travail a permis de générer les premiéres équations de tendreté
fiables sur un systéme d’élevage francais. Certaines protéines comme PRDX6 et Hsp27
sont des parametres importants. Les équations restent cependant a améliorer, analysant
d’autres protéines d’intérét pour la tendreté et en les incorporant dans 1I’équation,
remplacant ainsi les protéines les moins explicatives de la tendreté figurant dans les

équations développées par ce travail.

V Interactome fonctionnel

Une cellule eucaryote comporte environ 3 millions de protéines et des centaines de
mécanismes cellulaires différents. Identifier des marqueurs protéiques permet de cibler
quelques mécanismes directement liés a ces protéines, mais pas de les replacer dans le

contexte général de la cellule. Un mécanisme ne fonctionnant jamais de manicre isolé, et les
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protéines étant généralement impliquées dans diverses voies, il est donc nécessaire d’avoir
une vision globale des marqueurs de tendreté dans leur contexte de fonctionnement. Une telle
vue permet en effet de mieux comprendre et appréhender la tendreté. Car cette qualité n’est
pas un mécanisme cellulaire, c’est la somme de plusieurs. Ces mécanismes peuvent étre liés,
et la surexpression d’un groupe de protéines (par des facteurs environnementaux ou
génétiques) peut faire basculer tel ou tel mécanisme, et in fine avoir un impact fort sur la
tendreté. C’est pourquoi la réalisation d’un interactome de la tendreté permettrait d’une part,
de synthétiser les informations sur les protéines, et d’autre part d’avoir une vue globale de la
tendreté.

Un interactome est une carte d’interaction des protéines d’une cellule (Cusick ef a/ 2005).
Celui-ci peut illustrer uniquement un mécanisme ou une réaction, une maladie, ou synthétiser
I’ensemble des connaissances cellulaires. Ces interactomes se construisent a partir de données
expérimentales ou bibliographiques, démontrant ou décrivant les relations entre protéines. Les
bases de données sont disponibles pour des organismes modeles tels que Arabidospsis
thaliana, Saccharomyces cerevisiae, Mus musculus, ou encore Homo sapiens. En revanche, le
bovin Bos taurus ne dispose pas de telles bases. Le bovin étant trés proche de 1’humain, il est
donc possible de travailler a partir de bases de données humaines, ces dernieres étant trés bien
annotées et assez completes.

Dans une premicre partie, 1’interactome a proprement parler a été généré a partir de la liste
des 24 protéines étudiées au cours de la thése. Puis dans une seconde partie, une intégration
des données expérimentales obtenus sur la prédiction de la tendreté a permis d’illustrer et de
mieux comprendre 1’ensemble des réactions moléculaires impliqués dans 1’élaboration de la
tendreté dans les muscles ST et LT, pour la mesure WB, et également I’effet du type du
muscle. L’ensemble de cette analyse a fait I’objet d’une publication. La note TG du muscle
LT n’a pas été illustrée car les faibles implications des protéines dans cette note ne permettent

pas de réaliser un interactome clair.
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Abstract

Meat tenderness is a complex assembly of different cellular pathways. As a consequence,
genomics studies have revealed a lot of different proteins considered as tenderness markers.
So, it is difficult to have an overview of tenderness in term of cellular pathways. This work
analyzed cellular pathways of tenderness and designed an interactome of tenderness, and
proposed explanations about tenderization processes.

1. Introduction

Beef meat is a very important economic sector in some countries like USA, Australia,
Brazil, and France [1]. Tenderness is the most appreciated organoleptic meat quality by
consumers [2]. But this quality is characterized by an uncontrolled variability, which is a
reason of consumer’s insatisfaction. This variability depends on muscle, a complex and
mosaic tissue, composed by different cell and extracellular matrix types.

Since decade, genomic research programs have identified some tenderness markers, at
DNA [3], RNA [4] and proteins levels [5]. Heat Shock Proteins, metabolic enzymes,
proteolysis enzymes, structural proteins, and contraction proteins were related with tenderness
in previous studies. These markers are implied in a lot of different cellular mechanisms, like
glycolysis, muscle contraction, stress reactions or cell cycle and apoptosis. So, these studies
were not sufficient to bring an overview of the different cellular mechanisms implied in
tenderness and their interactions.

The aim of this work was to identify the most important cellular pathways related with
tenderness, defined by some protein tenderness markers, and to propose explanations about
tenderization processes and their interactions in two different muscles. Appreciatively 33 %
of tenderness variability could be explained by known biochemical markers, like collagen or
lipids content [6]. Other genomic markers have been identified, so it could be interesting to
study their relationship with tenderness and completed knowledge on tenderness markers.

To do this, we quantified 24 proteins previously identified as markers of tenderness,
notably in French cattle (for review: [5]), and constructed an interactome from these proteins,
based upon interaction databases. A functional analysis of all the interactome made identified
pathways involved in tenderization process. We also compared the relationship of the 24
protein markers with tenderness for 2 muscles and analyzed the effect of muscle type on their
abundance.

2. Materials and methods
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Résultats et Discussion

2.1. Animals and samples

This study was conducted on 67 Charolais young bulls and 44 Charolais steers (castrated
at 3 months of age) from the INRA programme MUGENE (ANR AGENAE-APISGENE).
Slaughter age average was 17 months for bulls and 30 months for steers. All experimental
procedure was approved by the INRA Animal Care Committee in accordance with the use of
Vertebrate for Scientific Purposes Act 1985. Muscle samples from the Longissimus thoracis
(LT, fast oxido-glycolytic in bovine [7, 8]) and Semitendinosus (ST, fast glycolytic in bovine
[9]) muscles were excised for each animal within 15 minutes after slaughter. Muscle samples
were immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until protein extraction. Steaks
for each muscle were maturated at 4°C for 21 days, and then frozen at -20°C. After
defrosting, they were cooked at an internal temperature of 55°C. In order to determine
tenderness values, shear force measurement for each samples was done with a Warner-
Braztler (WB) device [10]. Shear-force values correspond to meat toughness, opposite with
tenderness. Shear force values of LT muscle (39.5 N/cm? £+ 0.90) are lower than ST values
(58.8 N/cm? £ 1.42), in agreement with the highest tenderness in LT previously reported in
literature [11].

Total protein extractions were performed according to Bouley ef al [12] in a
denaturation/extraction buffer (8.3M urea, 2M thiourea, 1% DTT, 2% CHAPS). All chemical
reagents were from Sigma (St Louis, MO, USA). The protein concentration was determined
by spectrophotometry with the Bradford assay [13]. Protein extractions were stored at -20°C
until use.

2.2. Protein markers studied
The 24 proteins studied were identified as tenderness markers by the programme
MUGENE [14] and others previous works [4, 5, 15, 16].

2.3. Immunological protein quantification

The conditions for use and specificity of primary antibodies (produced in mouse, rabbit or
sheep) against the 24 proteins analyzed on bovine muscle were assessed according to the
methodology described by Guillemin ez al. [17]. Briefly, western blots were used in order to
check the specificity of antibodies. An antibody was considered specific against the studied
protein when one band at the expected molecular weight was detected by western blot.
Conditions and suppliers for all primary antibodies are reported in Table 1.

Secondary fluorescent-conjugated IRDye 800CW antibodies, binding primary antibodies
(anti-mouse, anti-sheep, anti-rabbit) were supplied by LI-COR Biosciences (Lincoln,
Nebraska, USA) and used at 1/20000.

Protein quantifications with the validated antibodies were done by Dot blot, with the
protocol exactly as described by Guillemin ef al. [17]. Briefly, protein samples were spotted
in quadruplicate on a nitrocellulose membrane with the Minifold I Dot blot from
Schleicher&Schuell Biosciences (Germany) and hybridized with the specific antibody of the
each protein, with conditions defined by western blot. Then membranes were scanned by the
scanner Odyssey (LI-COR Biosciences) at 800 nm. Protein abundance for each sample, given
in arbitrary units, was normalized according to the abundance of a mix of different samples,
used as a reference.

2.4. Statistical analysis

To calculate an equation of tenderness prediction, linear regressions were done by the
XLSTAT module (version 7.5.2) for LT and ST muscles independently. In linear regressions,
WB measures constituted the dependant variable to explain and the abundances of the 24
proteins were the quantitative and explainable variables. An equation was done for each
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muscle and attributes a coefficient for each protein. These coefficients were used to
characterize the influence of each protein abundances on WB measures in LT and in ST.

Ratio of protein abundances for muscle effect was calculated between each protein means
of LT versus ST.

2.5. Interactome

The interaction informations about the 24 proteins were provided by the Michigan
molecular interactions (MiMI) database, providing informations from different databases
[18]. Only the interactions demonstrated by experimental data were considered for
interactome making. Human data were used, considering the poor rate of bovine knowledge
on databases. For that, we previously converted the bovine gene name to human gene name
and UniProtKB/Swiss-Prot accession numbers, checked by BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) between bovine protein sequence versus human
(Table 2). To facilitate comprehension and information reconversion from human to bovine,
proteins were considered by their gene name.

The interactome was done with the Cytoscape software (version 2.6.3) using the organic
layout [19]. Functional annotations provided from the “Gene Association file for Homo
sapiens”, and the ontology was the “Gene Ontology Full”. Descriptions of Gene Ontology
(GO) terms were taken from the AmiGO website (http://amigo.geneontology.org/cgi-
bin/amigo/go.cgi). Function analyses and extractions from interactome were done with the
plug-in BINGO 2.3 [20]. This plug-in quantified the number of occurrence for each muscel-
related function identified in the interactome. Number of occurrence percentage of each
function was calculated from the number of occurrences of all interactome functions.

3. Results and Discussion

3.1 Interactome study

The first part of the work consisted to identify proteins that interact with the 24 markers
according to information stored and shared in MiMI Database. Such interactions were then
visualized on a graph using Cytoscape (Figure 1). Only two proteins were not linked with the
interactome: MYBPH and MyHC-I. These proteins are well known by their function, so we
can hypothesize that databases are not sufficient for these two proteins, concerning
interactions with partners. The others 22 protein markers were linked in an interactome, at a
first level (e.g. a marker is linked with an other marker by the intermediary of one protein
maximum).

We can distinguish easily sub-networks that were organized around 4 proteins with a great
number of interactants: CAPN1, HSPA1A, HSPAS8, and HSPB1. Two others sub-networks
can be distinguished: the metabolism network, constituted by most of the metabolic enzymes,
and the structure network, constituted by most of the structural proteins.

3.1.1. CAPN1

The protein CAPN1 (p-calpain) is a proteolytic enzyme calcium-dependant. This protein
is involved in the post-mortem protein degradation in muscle [21]. CAPNI1 is an important
actor of the tenderization process [22]. The sub-network of CAPN1 was important, reflecting
the high number of targets, like vimentin (VIM), collagen chains (COL1A1), or desmin
(DES) [23]. The activity of CAPNI is inhibited by the calpastatin (CAST).

The functional analysis of the CAPNI network (Figure 2A) showed implications on
developmental process (23 %), apoptosis and its regulation (19 %) cellular component
organization and biogenesis (15 %), and response to external stimulus (10 %), for the most
important functions detected.
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3.1.2. HSPA1A and HSPAS

HSPATA, the Hsp70-1A/B, and HSPAS, the Hsp70-8, belong to the family of Hsp70s,
very important and highly conserved among organisms from Escherichia coli to Homo
sapiens [24]. The two sub-networks were linked themselves and shared interactants. The
functions of these two proteins are protein folding ATP-dependant, promoting cell survival by
an anti-apoptotic activity, cell growing, protein import to mitochondria, and Reactive Oxygen
Species (ROS) formation inhibition. The importance number of the two sub-networks’
interactants reflects the great variety of the functions of these two proteins. Some proteins
were linked to both HAPATA and HSPAS. BAGI bind to the proteins and promote cell
survival [25]. HSF1, the Heat Shock Factor, is a transcriptional factor, binding to the HSPs
genes on their promoter specific sequence, HSE (Heat Shock Element). After conversion from
an inactive form to an active one by Hsp70s, HSF1 activates the expression of Hsp70s gene
[26]. A high level of Hsp70s in the cell inhibits the HSF1 activity. HSPBP1 binds to HSF1
and HSP70s, and contribute to the downstream of HSF1 activity [27].

The functional analysis of HSP1A1 (Figure 2B) showed that this protein is involved in a
lot of cellular mechanisms, but especially in biopolymer metabolic process (15 %), apoptosis
and regulation (14 %), nucleic acid metabolism process (11 %), protein metabolic process (11
%).

The functional analysis of HSPAS (Figure 2C) showed that this protein is mainly implied
in apoptosis and regulation (20 %), protein folding, response to chemical stimulus (13 %),
response to stress (13 %), and regulation of developmental process (12 %).

3.1.3. HSPB1

HSPBI, the Hsp27, belongs to the Hsp20 family, with HSPB6 (Hsp20) and CRYAB (a-
crystallin, chain B) [28]. The Hsp20s are implied in the protection of structural proteins like
desmin (DES), actin (ACTA1) and titin [29, 30], and inhibits the formation of aggregates
[31]. HSPBI is also an anti-apoptotic factor, promoting cell survival by cytochrome C
(CYCS) sequestration [32].

The functional analysis of HSPB1 network (Figure 2D) showed main functions in
regulation of apoptosis (37 %), regulation of intracellular transport (14 %), regulation of
translational initiation (14 %) and androgen signaling pathway (14 %).

The three HSPs networks (HSPA1A, HSPAS8 and HSPB1) were linked together, as
HSPAS bind to CYCS to form an antiapoptotic complex [33]. These networks constituted the
Heat Shock Proteins response in the cell. The main functions of these pathways were anti-
apoptosis, stress response and chaperone activity.

3.1.4. Metabolism and structure

Most of the metabolic enzymes and structural proteins were respectively pooled in their
own sub-network, not completely integrated in the interactome. The metabolism network was
linked only with two proteins of the interactome: SUMO4 and H2AFX, with Lactate
Dehydrogenase-B (LDHB) and Enolase-1 (ENO1). The structural network was linked with
three proteins of the interactome: H2AFX, TP53 and CAPNI.

The interactome study showed that 3 proteins, H2AFX, SUMO4 and TP53, were very
interesting nodes in the interactome, because there were at crossroads. These crossroads
establish links between groups of proteins involved in tenderness, like metabolism, structure,
and stress proteins. Results obtained by prediction equation showed that the 24 markers
studied explain 25 to 40 % of tenderness variability. So it was important to identify potential
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markers to study. These 3 proteins, by their position in tenderness interactome, were
interesting candidates for tenderness.

3.1.5. SUMO4

SUMO4 (UniProtKB/Swiss-Prot: Q6EEV6) is the small ubiquitin-like modifier 4, doing
the sumoylation on protein targets [34]. Sumoylation regulates functions on proteins
implicated in signal transduction, transcription, DNA protection, protein targeting, cell cycle,
and glucose metabolism. Sumoylation is also a protective pathway against stress, preventing
degradation. A lot of SUMO4 substrates are stress, structure and metabolic proteins. So, this
is concordant with the place of SUMO4 in the interactome, first linked to HSPA1A, HSPAS
and DNAJAI, three stress proteins, and second linked to LDHB, ENO1 and PRDX6, three
enzymes. Our hypothesis is that SUMO4 could be a potential marker for tenderness pertinent
for further analyses, as this protein is involved in stress protein recruitment by sumoylation
processes. This protein could be an essential actor in the stress pathway implied in
tenderization process.

3.1.6. H2AFX

H2AFX (UniProtKB/Swiss-Prot: P16104) is an histone, involved in the cellular response
to DNA damages, notably during oxidative stress [35]. This protein is linked to many
different types of proteins involved in: DNA reparation, cell cycle, apoptosis, oxidative stress,
metabolism and calcium signalling. During stresses, H2AFX recruits metabolism enzymes to
activate energy generation, enhance protein synthesis, and recruit anti-stress proteins, like
HSPATA, to protect cells from degradation. H2AFX modulates different pathways, and so is
an interesting protein to study for tenderness. As H2AFX recruit stress proteins during
oxidative stress, this protein could play a central role in stress pathways implied in
tenderization processes.

3.1.7. TPS3

TP53 (UniProtKB/Swiss-Prot: P04637) is a transcription factor. Its function is to stop the
cell cycle and to promote apoptosis [36]. This factor is inactivated by a sequestration with
HSPA9. TP53 downstreams HSP genes expression by binding on their promoters. When the
expression of Hps27 and Hsp70 is high, the expression of TP53 is low [37]. SI00A4 modifies
the phosphorylation status of TP53, and actives the expression of genes under TP53 control.
This leads to apoptosis. TP53 bind to F-actin (ACTAL1) to anchor in the nuclear matrix [38].
The association of TP53 with ACTA1 is modulated by DNA damages. HSPA1A bind to the
stress-altered form of TP53 [39]. TP53 is also one of the CAPNI1 target [40]. So, the factor
TP53 is linked and implied with others sub-network in interactome. TP53 could be an
important marker for beef tenderness.

3.2. Biological functions of tenderness

The second part of this work consisted to analyze the biological functions of all the
proteins present in the interactome previously obtained and presented in Figure 1, in muscular
cells. The Gene Ontology analyzed the overall interactome (330 proteins) and provided a high
number of cellular functions. For each functions, the function’s occurrence in interactome was
expressed in percentage of all the occurrences identified by Gene Ontology in interactome
(Figure 3). Functions retained were actin filament-based process (4 %), androgen receptor
signaling pathway (1 %), apoptosis (8 %), barbed-end actin filament capping (1 %), cellular
component organization and biogenesis (13 %), cytoskeleton organization and biogenesis (5
%), developmental process (17 %), glucose metabolic process (4 %), intracellular signaling
cascade (9 %), muscle contraction (3 %), protein folding (5 %), regulation of apoptosis (8 %),
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regulation of developmental process (9 %), regulation of intracellular transport (1 %), and
response to stress (12 %).

This analyze showed the importance of the apoptosis, represented by the GO function
“apoptosis” and “regulation of apoptosis”, which represent 16 % of the overall occurrences of
the interactome GO functions. Apoptosis is a cell death program, involved in tenderness by
Ouali et al. [41]. Apoptosis enhance the tenderness by initiating cellular proteolysis during the
early stage of tenderization, just after slaughtering. This mechanism is associated with the
destruction of cytoskeleton, done by caspases. So, this analyze underline the importance of
apoptosis in tenderness and confirms the work of Ouali et al. [41].

The developmental process and its regulation had an important role in tenderness (25 %).
The mechanism is defined as the biological process whose specific outcome is the progression
of a multicellular organism over time from an initial condition (e.g. a zygote, or a young
adult) to a later condition (e.g. a multicellular animal or an aged adult). Some studies pointed
the influence of proteins involved in muscle development with tenderness [42]. This is
consistent with the importance of the developmental process with tenderness.

The response to stress has a high number of occurrences in tenderness interactome (12 %).
This mechanism is defined as a change in state or activity of a cell or an organism (in terms of
movement, secretion, enzyme production, gene expression, etc.) as a result of a disturbance in
organism or cellular homeostasis, usually, but not necessarily, exogenous (e.g. temperature,
humidity, ionizing radiation). It is well known that stress is an exogenous factor during animal
life that influences meat quality [43].

The cellular component organization and biogenesis was also important for tenderness (13
%). This mechanism is defined as a process that is carried out at the cellular level which
results in the assembly, arrangement of constituent parts, or disassembly of a cellular
component. This is concomitant with the role of cell integrity in tenderness.

This functional analysis showed that the muscle contraction and the glucose metabolic
process have a poor number of occurrences in tenderness interactome (3 and 4 %
respectively). This could explain why it is difficult to clearly establish relationships between
metabolism and fibre type with tenderness [44].

The second part of this work provided an overview of tenderness, as an assembly of
different biological and cellular pathways. It underlines the importance of some mechanisms
(apoptosis, development, stress) and the minor roles of others (glucose metabolism, muscle
contraction). This allowed us to propose a simple and functional interactome in muscle, to
explain proteins and pathways relationships with tenderness (Figure 4).

The stress plays an important role by recruiting SUMO4, H2AFX, and HSPs, and engages
the cells in some specific pathways: anti-apoptosis, chaperone activity and DNA protection.
These pathways allowed the cell to survive under stress conditions, notably by maintaining
functions of metabolism and structural proteins. These cellular functions are much linked, and
the stress appears to be the common factor of these different pathways. Moreover, the same
proteins are also involved in developmental processes and cellular component organization.

3.3. Integration of experimental data

The third part of the work consisted in conjugate quantifications data on 24 markers and
the functional interactome, to precisely analyze what functions were involved in tenderness,
in LT and ST muscles respectively. More exactly, the coefficient of the 24 markers in the
tenderness equation (Table 3) was replaced in the interactome to highlight important functions
for tenderness. This coefficient was related with shear-force, and so meat toughness. So, a
protein with a positive coefficient was related with a decreased tenderness.
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3.3.1. LT muscle

The LT-muscle tenderness interactome is the Figure 5. The proteolysis (CAPN1 and
CAPN2) were positively correlated with tenderness. This is in accordance with the central
dogme of a significant importance of proteolytic system with tenderness [45]. This fact is
concordant with the positive relationship between the anti-apoptosis protein HSPB1 and
tenderness. The two proteins HSPB1 and CRYAB are implied in protein protection against
aggregation, which is an inhibitor of proteolysis. HSPB1 is involved in actin protection,
whereas CRAYB is involved in desmin protection. We can hypothesize that desmin and actin
protection is a positive factor in tenderization process by inhibiting formation of aggregates
and so favoring proteolysis. The protein HSPB6 was negatively correlated with tenderness,
contrary to proteins of the same family, HSPB1 and CRYAB. This can be due to a more
specific role of HSPB6 on tenderness. The structural proteins (DES, CAPZB, MYH2, MYH1)
were positively correlated with tenderness, compatible with the positive correlation with
tenderness of the structural protein protection by HSPB1 and CRYAB. Two regulatory fast
twitch myosins (MYBPH and MYL1) were negatively correlated with tenderness, as the slow
contractile type (MYH?7). The two fast twitch heavy chain of myosins, MYHI1 and MYH2,
were positively correlated with tenderness. This is in contradiction with the negative role of
MYBPH and MLC-1F, as these proteins were involved in the fast twitch, and in opposition
with MYH?7, the slow twith myosin. Reasons of contradiction between fast twitch myosins
and between myosin heavy chains were unknown. Slow contractile apparatus is associated
with oxidative metabolism, so anti-oxidative enzymes (PARK7, PRDX6, SODI1) have a
negative contribution to tenderness. This is compatible with the importance of heat shock
proteins HSPB1 and CRYAB in protein protection. HSPA1A and HSPAS, chaperone
proteins, were respectively positively and negatively correlated with tenderness. Their
specificity in term of protein partners and interaction could explain this difference. The
HSPATA network was positive for tenderness, whereas the HSPAS8 network was negative.
We could hypothesize that these proteins are involved in too many processes to be clearly
associated with a negative or positive effect on tenderness. Two others heat shock proteins,
HSPA9 and DNAJA1 were strongly positively correlated with tenderness. We can
hypothesize that these proteins’ functions are in the same way that HSPB1 and CRYAB
functions to protect proteins. Contribution of metabolic enzymes is complex. The protein
ENO3, a glycolytic enzyme, was negatively correlated with tenderness. But others glycolytic
enzymes, PGM, LDHB and Enol, had no influence on tenderness. At the opposite, the
oxidative enzyme, MDH1, was positively correlated with tenderness. These data are mostly in
agreement with the previous observations of the positive and negative correlations of
oxidative and glycolytic enzymes with tenderness [6, 46]. Tenderness in LT muscle could be
influenced essentially by three pathways: an upstream of structural proteins protection and
proteolysis, and a downstream of oxidative stress defense proteins.

3.3.2. ST muscle

The ST-muscle tenderness interactome is the Figure 6. The proteolysis contribution to
tenderness was more difficult to analyze, because there was a positive correlation with
tenderness of CAPN1, opposite to a negative correlation of CAPN2. We can hypothesize that
proteolysis of CAPNI1-targets is positively related to tenderness, contrary to CAPN2-targets
proteolysis. HSPA1A and HSPA9 were strongly negatively correlated with tenderness, and
HSPAS8 had no correlation. We can hypothesize that HSPA1A and HSPA9 networks are
related with tenderness, contrary to HSPAS network. Correlations of DNAJA1 and SODI1
with tenderness were positive. As DNAJA1 is implied in mitochondria protein import,
notably for SODI1, we can hypothesize that SOD1 activity and integrity is critical for
tenderness in ST muscle. This pathway could be related to oxidative stress, more aggressive
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in a glycolytic muscle like ST, unprepared to this stress. But the two others proteins implied
in oxidative stress, PRDX6 and PARK?7, had a negative correlation with tenderness. This
could reflect a strong specificity of the oxidative stress contribution. Activity of SODI1
(destruction of oxygen free radicals) was positively correlated with tenderness, whereas
activities of PRDX6 (destruction of dihydrogen peroxide) and PARK?7 (oxidative stress
censor) were negatively correlated. Correlation with tenderness of structural proteins was
different among them. DES was cpositively correlated with tenderness, in accordance with the
positive correlation of CRYAB, a desmin-protecting protein [47]. We could hypothesize that
in ST muscle, the costamere structure integrity (DES) is positively implied in tenderness.
Correlations of the fast twitch myosins, MYH2 and MYHI, were opposites. So, the
correlation with tenderness of myosins, MYHI, MYH2 and MYH?7, was not clear in ST
muscle. This type of results was also observed for MYBPH opposite to MYL1. Correlation of
CAPZB was very low. The correlation of metabolic enzymes was also not clear. LDHB and
ENO3, glycolytic enzymes, were positively correlated with tenderness. This is opposite with
the negative correlation with tenderness of ENOI1 and PGMI, glycolytic enzymes too.
Correlation of MDH1 was low. Tenderness in ST muscle could be influenced essentially by
structural protein protection and notably costamere integrity, CAPNI proteolysis, and
HSPA1A and HSPA9 functions.

3.3.3. Comparisons between LT and ST muscle

3.3.3.1. Common to the 2 muscles

The positive correlation of CAPN1 with tenderness was common between ST and LT,
which shows the importance of this protein activity in tenderization for the two muscles.

DES and the desmin-protecting HSP, CRYAB were positively correlated with tenderness
in the two muscles, which shows that the costamere integrity is important for tenderness.

The proteins PRDX6 and PARK?7, involved in oxidative stress resistance, were negatively
correlated with tenderness in two muscles and confirm that oxidative stress is important in
tenderization processes.

Correlation with tenderness of the proteins MYH2, MYL1 and MYBPH showed no
difference between the two muscles

3.3.3.2. Muscle specific

At the opposite of CAPNI, the abundance of CAPN2 was positively correlated with
tenderness in LT and negatively in ST. This difference in CAPN2 effect in tenderization
between the two muscles is curious. We could hypothesize that CAPNI1 proteolysis is always
positively correlated with tenderness among muscles, because proteins processed by CAPN1
are negatively correlated with tenderness. At the opposite, CAPN2-proteolysis could be
positively correlated with tenderness in LT muscle and negatively in ST-muscle, due to the
opposite relationship between CAPN2-targets with tenderness.

The proteins HSPA1A, HSPA9 and HSPAS had opposite correlations with tenderness.
HSPA9 and HSPA1A were positively correlated with tenderness in LT and negatively in ST.
HSPAS was also negatively correlated with tenderness in LT but not in ST. As for CAPNI1
and CAPN2, the sub-networks associate with these proteins could explain differences in
tenderization processes between the two muscles.

Interestingly, the correlation with tenderness of the metabolic enzymes (ENO1, ENO3,
LDHB, PGM1, MDH1) was reversed between LT (oxydo-glycolytic) and ST (glycolytic).
This could reflect differences of the metabolic pathways between LT and ST in tenderization
process.

The correlation with tenderness of the two myosin heavy chains MyHC-I (MYH7) and
MyHC-IIx (MYH1), respectively the heavy chains of slow-twitch and fast-twitch, was
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specific of muscle contraction type. Correlation with tenderness of the fast-twitch myosin
heavy chain was positive in fast-twitch muscles, and negative in slow-twitch muscles.
Correlation with tenderess of the slow-twitch myosin heavy chain was positive in slow-twitch
muscles, and negative in fast-twitch muscles. These results are in accordance with works of
Picard et al [16] and Guillemin ez al [48].

So, the comparison of the two muscles shows commons pathways involved in
tenderization process between the two muscles: oxidative stress resistance, CAPNI1
proteolysis and costamere integrity. Role in tenderness of some pathways is muscle specific:
CAPN2 proteolysis, Hsp70 family activities, energy metabolism and heavy myosins. This
third part of the work demonstrated that tenderization processes are not homogenous and
depend on biological factors, such as muscle type.

3.4. Muscle type effect on protein expression

It is well known that muscle type affects the expression patterns of some proteins [49]. In
this part, we will focus on the effect on sub-networks and associated functions (Figure 7). For
each protein, we illustrated the ratio of the abundance between LT and ST (Table 4).

The network constituted by HSPB1, HSPB6, and CRYAB, and the other constituted by
DNAJAI1, HSPAS and HSPA1A were more expressed in LT muscle. We could hypothesize
according to proteins functions, that chaperone, anti-apoptotic and anti-stress functions are
more active in LT muscle. This is concordant with the oxidative status of LT muscle, affirmed
by expression of MYH7, the slow twitch myosin. This is confirmed by the previous work of
Guillemin ef al [49] which demonstrate a higher abundance of stress-related proteins (HSPB1,
HSPB6, CRYAB, DNAJA1, HSPAS, HSPA1A) in LT muscle than in ST muscle

ST muscle is characterized by a higher expression of PRDX6. We could hypothesize that,
as the chaperone and anti-stress activities are lower in ST, PRDX6 reduces the oxidative
injuries on proteins unprotected by heat shock proteins. MYH1 and MYH?2, the fast twitch
myosins, are also more expressed in ST, concordant with the nature of this muscle.

There are no differences between the muscles concerning the proteolytic system (CAPN1
and CAPN2). In the same way, differences for non-myosin structural proteins (CAPZB and
DES) are very low. Except for ENO1, more expressed in ST, and PGM1, more expressed in
LT, there are no differences between the two muscles.

4. Conclusions

This work replaced some tenderness markers in a global cellular context. This allowed
generating an overview of tenderness, as an assembly of different pathways. Knowledge of
these pathways is important to researches for new tenderness markers. In this work, three
proteins, never studied in tenderness, appeared to be interesting to analyze: SUMO4, H2AFX
and TP53. These proteins are at crossroad of the tenderness interactome, and are characterized
by some regulating functions. These proteins could be responsible of balance between
pathways, like apoptosis or stress responses. So, studying their relationship with tenderness,
by the same techniques as the 24 markers, could complete knowledge on tenderness markers,
and contribute to more explain tenderness variability.

This work identified cellular pathways strongly involved in tenderization processes:
apoptosis, HSP functions and oxidative stress resistance. We also demonstrated that the role
of these pathways on tenderization process is different between muscle types.

This type of functional interactome is so useful to better understand tenderness, a complex
association of different cellular processes. In a next future, we can complete this analysis by
adding others tenderness markers, to generate a complete map of tenderness markers in the
cellular pathways.
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463 Table 1 Suppliers and conditions for each primary antibody used in this study
Target protein Antibody references Dillution

Heat Shock Proteins
aB-crystallin Monoclonal anti-bovine Assay Designs SPA-222 1/500
Hsp20 Monoclonal anti-human Santa Cruz HSP20-11:s¢51955 1/200
Hsp27 Monoclonal anti-human Santa Cruz HSP27 (F-4):sc13132 1/3000
Hsp40 Monoclonal anti-human Santa Cruz HSP40-4 (SPM251):s¢c-56400 1/250
Hsp70-1A Monoclonal anti-human Abnova HSPA1B (M02), clone 3B7 1/2000
Hsp70-8 Monoclonal anti-bovine Santa Cruz HSC70 (BRM22):s5¢-59572 1/250
Hsp70/GRP75 Monoclonal anti-human RD Systems Clone 419612 1/250
Metabolism
Enol Polyclonal anti-human Acris BP087 1/2000
Eno3 Monoclonal anti-human Abnova Eno3 (MO01), clone 5D1 1/45000
LDHB Monoclonal anti-human Novus LDHB NB110-57160 1/50000
MDHI1 Monoclonal anti-pig Rockland 100-601-145 1/1000
PGM1 Monoclonal anti-human Abnova PGM1 (MO1), clone 3B8-H4 1/8000
Structure
CapZ- Monoclonal anti-human Abnova CAPZB (M03), clone 4HS8 1/250
Desmin Monoclonal anti-human DAKO clone D33, M0760 1/250
MLC-1F Polyclonal anti-human Abnova MYL1 (AOI) 1/1000
MyBP-H Monoclonal anti-human Abnova MYBPH (MO1), clone 1F11 1/4000
MyHC-1 Monoclonal anti-human Biocytex 5B9 1/2000
MyHC-II Monoclonal anti-human Biocytex 15F4 1/4000
MyHC-IIx Monoclonal anti-human Biocytex 8F4 1/500
Oxidative resistance
DJ-1 Polyclonal anti-human Santa Cruz DJ-1 (FL-189):s¢c-32874 1/250
PRDX6 Monoclonal anti-human Abnova PRDX6 (MO1), clone 3A10-2A11 1/500
SODI1 Polyclonal anti-rat Acris SOD1 APO3021PU-N 1/1000
Proteolysis
M-calpain Monoclonal anti-bovine ABR M-calpain MA3-942 1/1000
p-calpain Monoclonal anti-bovine Alexis p-calpain 9A4H8D3 1/1000

464

465

466

467

468

469

470

471
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472  Table 2. Protein names, gene names and references in Homo sapiens for the markers studied

Protein Gene UniProtKB/Swiss-Prot  Reference

CapZp CAPZB P47756 [50]

Cis-Peroxiredoxin PRDX6 P30041 [51]

Crystallin o Chain B CRYAB P02511 [28]

Desmin DES P17661 [52]

DJ-1 PARKY7 Q99497 [53]

Enolase 1 ENO1 P06733 [54]

Enolase 3 ENO3 P13929 [54]

Hsp20 HSPB6 014558 [28]

Hsp27 HSPBI P04792 [28]

Hsp40 DNAJAL1 P31689 [24]

Hsp70-1A/B HSPAI1B P08107 [24]

Hsp70-8 HSPAS P11142 [24]

Hsp70-Grp75 HSPA9 P38646 [24]

Lactate Dehydrogenase Chain B LDHB P07195 [54]

Malate Dehydrogenase 1 MDHI1 P40925 [54]

M-calpain CAPN2 P17655 [21]

Mu-calpain CAPNI1 P07384 [21]

Myosin Binding Protein H MYPBH Q13203 [50]

Myosin Heavy Chain I (slow) MYH?7 P12883 [55]

Myosin Heavy Chain Ila (fast) MYH2 QIUKX2 [55]

Myosin Heavy Chain IIx (fast) MYHI P12882 [55]

Myosin Light Chain 1F MYL1 P05976 [56]

Phosphoglucomutase PGM1 P36871 [57]

Super-oxide Dismutase Cu/Zn SOD1 P00441 [58]
473
474
475
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Table 3. Prediction equation coefficient and P-value of proteins for each muscle

Protein (considered by their gene name) LT ST
CAPZB 027 (P>0.1) | 0.05(®P>0.1)
PRDX6 1.12 (P = 0.001) | 2.09 (P < 0.001)
CRYAB -0.35 (P <0.05) | -0.59 (P<0.1)

DES -0.52 (P <0.05) | -0.61 (P>0.1)
PARK7 0.59 (P >0.1) 0.62 (P>0.1)
ENOI 0.15(P>0.1) | 098P <0.1)
ENO3 1.02 (P <0.05) | -0.42(P>0.1)
HSPB6 0.97 (P <0.001) | -0.19 (P>0.1)
HSPBI1 025P>0.1) | -0.05(>0.1)
DNAJAI -0.68 (P <0.1) | -1.34 (P <0.05)
HSPAIB 022 (P>0.1) | 1.62 (P =0.001)
HSPAS 0.44 (P> 0.1) 0.01 (P>0.1)
HSPA9 -0.74 (P <0.05) | 1.54 (P <0.05)
LDHB -0.12 (P>0.1) |-1.76 (P < 0.001)
MDH1 048 (P>0.1) | 0.17(P>0.1)
CAPN2 032 (P>0.1) | 0.68((P>0.1)
CAPNI -0.54(P>0.1) | -1.03(P<0.1)
MYPBH 0.62 (P <0.001) | 0.29 (P>0.1)
MYH7 0.62 (P <0.05) | -0.54(P>0.1)
MYH2 047 (P>0.1) | -0.28(P>0.1)
MYHI -0.34 (P <0.01) | 0.33 (P <0.01)
MYLI 0.05(P>0.1) | -0.15((P>0.1)
PGM1 0.03 (P> 0.1) 0.80 (P> 0.1)
SOD1 0.06 (P>0.1) | -0.76 (P>0.1)

! Prediction equations in LT and ST muscles explain respectively 69 % and 86 % of tenderness variability. To
facilitate comprehension, proteins were considered by their gene name.
Proteins with a significant contribution in prediction equation are in bold.
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Table 4. Protein means and ratio between the two muscles LT and ST

Protein (considered by their gene name)

CAPZB
PRDX6
CRYAB
DES
PARK?7
ENO1
ENO3
HSPB6
HSPBI1
DNAIJA1
HSPA1B
HSPAS
HSPA9
LDHB
MDHI1
CAPN2
CAPNI1
MYPBH
MYH7
MYH2
MYHI
MYLI
PGMI1
SODI1

LT ST Ratio
Mean SE Mean SE

15.1 0.24 15.2 0.25 0.98
15.8 0.25 16.4 0.32 0.96
20.9 0.77 10.5 0.48 2.04
14.5 0.29 14.3 0.24 1.03
15.5 0.19 15.1 0.24 1.02
13.6 0.25 15.2 0.30 0.89
14.7 0.23 14.1 0.24 1.04
18.3 0.46 11.4 0.25 1.60
13.7 0.56 13.0 0.59 1.07
15.8 0.24 13.1 0.27 1.21
15.9 0.43 10.8 0.27 1.50
15.9 0.23 14.2 0.24 1.11
15.0 0.26 14.5 0.27 1.03
15.1 0.37 14.7 0.36 1.03
15.6 0.22 15.8 0.25 0.99
14.2 0.24 14.0 0.25 1.01
15.3 0.19 14.9 0.27 1.02
16.5 0.50 13.6 0.47 1.23
16.2 0.23 14.3 0.32 1.14
14.5 0.17 15.8 0.23 0.92
9.7 0.58 21.6 0.87 0.45
14.1 0.27 14.3 0.28 0.98
14.6 0.24 13.1 0.25 1.10
15.3 0.41 15.0 0.54 1.03

483
484
485
486

* To facilitate comprehension, proteins were considered by their gene name.
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Figures caption

Figure 1. Interactome of 24 tenderness markers

The 24 tenderness markers, used for interactome construction, are in red. Interactions with
others proteins, which are in blue, are symbolised by a blue line. Proteins of the metabolism
and structural proteins networks are delimited.

Figure 2. Functional analysis of sub-networks

The percentage of each function’s occurrence in the concerned subnetwork is indicated.
A. CAPN1

B. HSPA1A

C. HSPAS

D. HSPB1

Figure 3. Functional analysis of tenderness interactome
The percentage of each function’s occurrence in the tenderness is indicated.

Figure 4. Functional interactome of tenderness in muscular fibre

This interactome was made upon human databases to better understand tenderization
processes in bovine muscle. Proteins involved in metabolism and structure are grouped
respectively under the term “Metabolism” and “Structure”. Functional interactions between
proteins are symbolised with arrow, with a brief description. Heavy arrows indicate cellular
functions done by proteins.

Figure 5. LT-muscle tenderness interactome

Proteins with a positive coefficient with tenderness in prediction equation are in red, negative
in green. The coefficients are available only for the 24 protein markers studied.

Color range: -3 (green) to +3 (red)

Figure 6. ST-muscle tenderness interactome

Proteins with a positive coefficient with tenderness in prediction equation are in red, negative
in green. The coefficients are available only for the 24 protein markers studied.

Color range: -3 (green) to +3 (red)

Figure 7. Muscle effect interactome

Up-regulated proteins in LT are in red, up-regulated in ST are in green. The muscle ratios are
available only for the 24 protein markers studied.

Color range of ratio LT/ST: 0.7 (green) to 1.3 (red)
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