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ACC : Acetyl CoA Carboxylase
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LKB1 : Serine/Threonine Protein Kinase 11, STK 11
LRCE : Long Range Control Element

LT : Longissimusthoracis

Milieu LB : Milieu Luria-Bertani
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NMD : Non-sense Mediated mRNA Decay
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P1-3 kinase : Phosphatidylinositol 3-kinase
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PRKAGS : Protein Kinase AMP-activated Gamma 3
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PSE : Pale, Soft and Exudative
RA : Rectus abdominis

RACE-PCR : Rapid Amplification of cDNA-Ends by Polgrase Chain Reaction

RN : Rendement Napole

RT-PCR : Real-Time Polymerase Chain Reaction
RTS : Rapid Translation System

RXR : Retinoid X Receptor

SDS : Sodium Dodecyl Sulphate

SDS-PAGE : SDS Polyacrylamide Gel Electrophoresis
SNF1 : SNF1 AMP-activated serine/threonine prokemase
SNP: Single Nucleotide Polymorphism

SREBP-1 : Sterol Regulatory Element-Binding Protkein
SSCP : Single-Stranded Conformation Polymorphism
ST : Semitendinosus

STRAD : STE20-Related Adaptor protein

SVF : Sérum de Veau Foetal

TB : Triceps brachii

TEMED : N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine
TLR4 : Toll-Like Receptor 4

TN : Troponine

TOR : Target Of Rapamycin

TSENZ2 : tRNA Splicing Endonuclease 2

UTR : Untranslated Region

WPW : Wolff-Parkinson-White syndrome
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Structure, expression et polymorphisme du gend’RKAG3 bovin : implication dans le
métabolisme musculaire et la qualité de la viande.

Le genePRKAG3 code lisoformey; d’'une sous-unité régulatrice de lI'enzyme AMPK (AMP
dependant Protein Kinase), cette kinase étantdes principaux médiateurs de la régulation du
meétabolisme des sucres et acides gras dans leanliecgenePRKAG3 bovin a été entierement
séquencé et sa structure établie. Nous avons nésidance une trés grande variabilité au niveau
de la séquence du gene et de la population dectianglé polymorphismes de type SNPs ont été
identifiés, six d’'entre eux entrainent un changdndans la séquence protéique. L'analyse des
transcrits a montré l'existence de transcrits adBfs générés par des mécanismes d’épissage
jamais observés chez le porc ou dans d'autres esp€es transcrits, correspondant a des formes
plus longues de I'ARNmM, sont retrouvés chez tous dmimaux et présentent un taux de
transcription plus faible que les transcrits staddgale ce géne. Une étude préliminaire visant a
explorer la variabilité phénotypique des caract@ues des viandes en comparaison avec le
génotype des animaux a montré que I'un des polyhiempes serait associé statistiquement avec le
taux de glycogene. Nous avons également pu mettévidence que I'un des polymorphismes du
genePRKAG3 est associé a une augmentation du taux de tremyssuggérant une régulation de la
transcription différente en fonction des allelessl6 autres génes codant les différentes isoformes
des différentes sous-unités du complexe enzymatimpute également été caractérisés et leur
polymorphisme étudié. Un taux beaucoup plus failelgpolymorphisme a été détecté sur ces autres
génes, comparativement au nombre observé pournle RRKAG3. Une analyse quantitative des
transcrits des différents genes codant pour tdagesous-unités de 'AMPK a été réalisée. Celle-ci
nous a permis de confirmer que le transcrit du ¢RRICAG3 est préférentiellement exprimé dans le
muscle squelettique, I'expression des transcrits algres genes étant plus ubiquitaire. La qualité
d’'une viande est également due a une composaidélip dans le muscle. L'étude des transcrits
du genePPARG bovin a révélé 'existence d’un mécanisme compl@épissage intergénique, en
plus des mécanismes habituels. Celui-ci condugux dypes de transcrits chimeres entre le géene
PPARG et le gene voisiTSEN2. La présence d’'une protéine chimere n’a pu étseran évidence
dans les tissus bovins, cependant cette protgiueétre produite par expression transitoire dass de
cellules de mammifere.

Mots clés :AMPK, PRKAG3, glycogene, muscl®PARG, epissages intergéniques.
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Structure, expression and polymorphism of the bovia PRKAG3 gene: implication in
muscular metabolism and meat quality.

The PRKAG3 gene encodes thg isoform of a regulating sub-unit of AMPK (AMP dement
Protein Kinase) enzyme, this kinase is one of tirecpal mediators of the metabolism regulation
of sugars and fatty acids in muscle. The boRKAG3 gene was entirely sequenced and its
structure established. We have identified an ingmdrtvariability in this gene, 46 SNPs
polymorphisms were identified and six of them regsula change in the amino-acid sequence. We
demonstrated the existence of alternative transcripsulting from splicing mechanisms never
observed in the pig or in other species. Thesedoi@gnscripts are found in all the animals, and
show a transcription rate weaker than standard oh#ss gene. A preliminary association study
between the phenotypic characteristics of meatt@dnimals’ genotype showed that one of these
polymorphisms is statistically associated with ghgcogen content. We could also highlight that
one of thePRKAG3 gene polymorphisms is associated with an incréadbe expression level,
suggesting a transcription regulation that migtitedifrom one allele to another. The six other
genes encoding the differents sub-units isoformbe®AMPK complex were also characterized and
screened for polymorphism. A lower level of polymploism was detected in these genes, compared
to thePRKAG3 gene. Quantitative analysis of all AMPK bovinenseripts showed th&RKAG3 is
preferentially expressed in skeletal muscle whetlka®ther genes have an ubiquitous expression.
Meat quality is also due to lipidic compositionniuscle. The analysis of boviRPARG transcripts
have revealed, in addition to normal transcriptep@plex intergenic splicing mechanism, leading
to two chimeric transcripts involving thePARG gene and the neighbouring geM&EN2. The
putative chimeric protein could not be detectedbwovine tissues, however this protein was
transitory expressed in mammalian cells.

Key words: AMPK,PRKAG3, glycogen, muscld?PARG, intergenic splicing.
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Pendant des milliers d'années, depuis la domesticdés aurochs, et sans rien connaitre de
la génétique, les éleveurs ont observé que cestataeactéristigues animales se transmettent,
observations dont ils se sont servis. Les animdilisas pour la reproduction ont été choisis parmi
ceux présentant les meilleures performances paica®ctéres jugés favorables. La nature de ces
caractéres a évolué au fil du temps et des exigedes hommes et varie également d'un pays a
1'autre. Ces traits phénotypiques sont liés a dgsatimons qui se sont accumulées au fil des ans et
qui ont été sélectionnées par les differents matiélevage. Ces caractéristiques peuvent étre
monogéniques, mais dans la plupart des cas calssmaracteres complexes multifactoriels. C'est a
force d'expériences de croisements que des milEnal'élevage ont créé de nouvelles races.
Certains phénotypes ont alors été fortement sélaudis et sont devenus majoritaires dans certaines
populations. En effet, sous 1'effet de la sélegtibry a eu une accumulation de mutations
responsables de caracteres jugés bénéfiques doplupart ont un déterminisme génétique
complexe et souvent une composante environnemehtalentification de ces mutations et de leur
mécanisme d'action est et sera incontestablemeést itnportante dans la compréhension des
phénomenes physiologiques régissant les caracf@résotypiques complexes (Andersson et
Georges, 2004).

La principale caractéristique recherchée n'a pasefoent été la couleur, mais plutot la
robustesse, la docilité, la fertilité et la quantie lait. A partir du milieu du XI¥*siécle, les traits
distinctifs des animaux (taille adulte, productibm lait, poids...) commencérent & étre répertoriés.
Dans le cas des bovins utilisés pour la produdm®riande, s'ajoute les caracteres de croissance et
de qualité de la viande au sens large. Ce deramactere est particulierement complexe puisqu'il
fait intervenir a la fois une composante structietl une composante métabolique, dépendantes du
patrimoine génétique mais aussi de I'environnemesg. exigences des consommateurs évoluent
vers l'envie d'une viande de meilleure qualité : alipgs nutritionnelles, sanitaires et
organoleptiques. Les processus de tracabilité migace apres la crise de la vache folle permettent
un suivi sanitaire, cependant I'amélioration dealiggs nutritionnelles et organoleptiques est emcor
mal maitrisee.

De nombreux caractéres d'intérét économique clseariienaux d'élevage sont des caractéres
complexes, le plus souvent de type quantitatif pesmguels plusieurs genes sont vraisemblablement
impliqués. Cependant, depuis quelques annéeg,appsru que certains caractéres quantitatifs dans
certaines populations pouvaient étre sous la dégpeedd'un seul gene majeur expliquant tout ou
partie de la variabilité observée. Un phénomeéengpihrophie musculaire, le phénotype callipyge
chez le mouton, est causé par une mutation dadgilan LRCE (Long Range Control Element) qui

joue un réle important dans la régulation de cestgienes situés dans son voisinage (Fredtiab,
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2002 ; Smitet al., 2003). Chez le porc, une mutation ponctuellescfint le site de fixation d'un
facteur de transcription régulant 1'expression @éetGF2 dans le muscle, a pour conséquence une
augmentation de la masse musculaire et une diromute la masse graisseuse (Van Latra.,
2003). Plusieurs mutations sur le géne de la miynstasont responsables de I'hypertrophie
musculaire observée dans certaines races bovidaactBleu Belge, Charolais et Piemontaise)
(Grobetet al., 1997). Ce méme caractére d’hyper-musculature, lise mutation dans le géne de la
myostatine, est également retrouvé chez le mouexelT(Clopet al., 2006). Ceci montre que des
caractéres quantitatifs touchant plusieurs esp@gsepour origine des effets génétiques similaires.
Milan et al. (2000) ont montré qu’une mutation sur le géPRKAG3 se traduisait par une
augmentation du taux de glycogéne intra musculassocié a une perte en eau lors de la
transformation de la viande en jambon. Ce géne tsdéorme y; d’'une sous-unité régulatrice de
'enzyme AMPK (AMP dependant Protein Kinase), cetipase étant I'un des principaux
meédiateurs de la régulation du métabolisme degswatracides gras dans le muscle. L'aspect d’'une
viande, sa valeur nutritive et son godt sont deeant liés au métabolisme des sucres et des
graisses dans le muscle. La concentration en giymgiusculaire au moment de l'abattage est un
des facteurs les plus importants dans la qualiteadgéande bovine, des taux insuffisants pouvant
s’avérer responsables d'un pH trop élevé et d'iaree impropre a la consommation. Nous avons
donc émis I'hypothése que le geRBKAG3 bovin pouvait jouer un role dans le métabolisme
musculaire chez le bovin et influencer la qualiééla viande qui est une exigence importante de la

part des consommateurs.

Mon projet de these s'’inscrit a la fois dans unmakéhe fondamentale et appliquée. La
démarche fondamentale consiste en I'étude dedatate et de I'expression du géne codant la sous-
unitéys de '’AMPK. La démarche plus appliquée consistd’@unde des polymorphismes du gene
dans le but d’établir une liaison entre une mutaparticuliére et un phénotype d’intérét. Ces deux
démarches convergent vers la méme finalité : congpecet expliquer la grande variabilité de la
gualité des viandes chez le bovin.

Le premier chapitre de ce mémoire, I'exposé bibbhpbique, est découpé en deux parties :
la premiere concerne les caractéristigues du mutckon métabolisme, la seconde concerne la
transformation du muscle, les caractéristiques/dagles et I'influence génétique sur leurs qualités
Les différentes techniques utilisées au cours de tkése sont décrites dans un second chapitre.
Enfin, les résultats de mon travail de thése sofggntés sous la forme de 2 articles auxquels sont
annexés des résultats complémentaires. Ces desaBtrdiscutés et mis en perspectives dans un

dernier chapitre.
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1. Le muscle squelettique

Les muscles sont les principaux organes chargémauvement chez les animaux. La
viande est le résultat de la transformatpmst mortem du muscle des animaux d’élevage. Afin de
mieux comprendre les caractéristiques des viandesrible nécessaire de connaitre la composition

du muscle.

L’origine évolutive est trés ancienne puisqu'orraete des cellules musculaires chez les
ceelentérés. |l existe plusieurs types de musclastajes fonctions différentes. Ainsi on distingue
les muscles stries des muscles lisses dont I'argmom ultrastructurale est assez différente. Les
muscles striés se subdivisent eux-mémes en muguakdestique et muscle cardiaque. Dans cet

exposeé, seules les caractéristiques du muscleestigeé seront abordées.

1.1 Anatomie du muscle.

1.1.1 Composition du muscle.

Pour I'ensemble des mammiféres, la compositioraettiucture des muscles squelettiques
sont sensiblement identiques. Le muscle squelettigst quantitativement le muscle le plus
important de lI'organisme. Ce tissu représente jas§0% du poids de la carcasse. Le muscle
squelettique est majoritairement composé d’eaue girdtéines, les teneurs en lipides et en glucides
étant faibles (Tableau 1). (Lebettal., 1999 ; Hocquettet al., 2000).

Tableau 1Composition du muscle squelettique.

Composition Quantité (%)
Eau 75 -80 %
Protéines 15-20 %
Glucides 1-2%
Lipides 1-5%

Sur le plan structural, le muscle est un tissu amit@ qui renferme, outre les fibres
musculaires, des tissus conjonctifs, adipeux, Jases et nerveux. Les vaisseaux sanguins, les
nerfs et les cellules adipeuses intramusculaires Iecalisés au niveau de la trame conjonctive,
autour des faisceaux et des fibres musculairesq@&hébre est formée de la fusion de plusieurs

centaines de cellules appelées myoblastes. Ce dest cellules cylindrigues allongées,
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Figure 1 :Structure du muscle squelettique.

L'enveloppe qui soutient et protége le tissu musmilest formée par du tissu conjonctif dense
irregulier ceci parce que les fibres de collagéhed'élastine fabriquées par les fibroblastes
s'allongent toutes dans le sens de la longueurudicim Ce tissu conjonctif pénétre a l'intérieur du
muscle et le divise en section (faisceau). Lesseaigx sanguins qui alimentent le muscle circulent
dans cette enveloppe fibreuse. L'enveloppe de tissjonctif dense se poursuit vers les extrémités
du muscle. Aux extrémités, il ne reste plus deutissisculaire mais seulement un cordon de tissu

conjonctif dense, régulier qui forme alors le temda structure qui attache le muscle a l'os.
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plurinucléées, dont les noyaux sont accolés a labrn@ne plasmique (sarcolemme), ne nuisant pas
aux éléments contractiles. Chaque fibre musculase formée de myofibrilles, elles-mémes

constituées de structures contractiles (Figure 1).

Plusieurs couches de tissus conjonctifs sépareptosdgent les composantes des muscles
squelettiques. L’endomysium sépare chaque fibrecolase, le périmysium organise de 10 a 100
fibores musculaires en faisceaux et I'épimysium lastouche extérieure qui enveloppe tout le
muscle. Le sarcolemme est la membrane qui entauiibre musculaire. Les fibres musculaires se
terminent a leurs extrémités par des filamentsallagene, qui, regroupés, forment les tendons et
assurent la fixation du muscle sur ses points etifm. Elles sont regroupées par 20 ou 50 et
présentent une alternance réguliére de bandes ssrabclaires dont la parfaite correspondance au
niveau d’'une myofibrille a I'autre donne a la fibma aspect strié transversal, définissant ainsi le
sarcomeére. L’alignement régulier des sarcomeéres asstiré par un réseau tridimensionnel
cytosquelettique. Ce dernier assure le maintienstersal et longitudinal par des filaments
intermédiaires reliant les sarcomeres entre euwpagt des costameres, structures reliant les

myofibrilles et le sarcolemme.

1.1.2. Les filaments fins d'actine
Les filaments d'actine sont attachés par une ds xtrémités a la strie Z et se prolongent
parallelement a I'axe de la myofibrille jusqu'gp&tie médiane du sarcomere, le long de la bande |
puis dans la bande A. lls sont constitués de déatnes (actine F), enroulées en double hélice,
d'une protéine globulaire : I'actine G et de deutxes protéines : la tropomyosine qui s'étend dans
la gouttiere de I'hélice d'actine, et la tropon(iil) qui se fixe sur la tropomyosine (Figure 2).

1.1.3. Les filaments épais de myosine
Chaque filament épais de myosine se compose den{B0 a 360 molécules de myosine,
assemblées a la maniére d'une torsade. Chaqueuteotkecmyosine possede une partie céphalique
(téte de myosine), scindée en deux, siege devigcATPasique. Cette partie céphalique s'articule
avec une partie cervicale, cet ensemble constitllambéromyosine lourde. Cette méromyosine
lourde est réunie a une partie caudale : la méremgdégére. La mobilité de la partie cervico-
céphalique (méromyosine lourde), a la maniére dautieulation, permet la fixation réversible de la

myosine a l'actine (formation du complexe actinessnye) et le glissement des filaments
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Figure 2 :Structure d’un sarcomere.

Le sarcomere (longueur au repos = 3 um), segmemhyadibrille compris entre deux stries Z
successives, est l'unité de contraction élémentdirgontient des filaments fins d'actine et des
filaments épais de myosine. La bande H ne contjeatdes filaments épais de myosine ; les parties
terminales de la bande A contiennent a la foisfitlments épais de myosine et des filaments fins

d'actine; la bande | ne contient que des filamingsd'actine.
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d'actine et de myosine les uns sur les autres (& @ju

1.1.4. Les phénomenes moléculaires de la contraotigsculaire
La contraction de la myofibrille striée répond antedification des liaisons unissant les
filaments d'actine et de myosine. Il en résulte pnegression des filaments d'actine entre les
filaments de myosine, entrainant un raccourcissethesarcomere, donc de la myofibrille, donc du
muscle. La modification structurale des liens wmi$smyosine et actine est associée a une

hydrolyse de I'ATP musculaire, réaction étroitena#piendante de la présence d'ion§ Ca

Plus le sarcomére est contracté, plus le disquelesalemi-disques | raccourcissent, alors
gue le disque A ne se modifie pas. Si le musclét@®, les conséguences sont inverses : le disque

H et les demi-disques | deviennent plus largee didque A reste toujours identique. (Figure 2).

La dépolarisation de la membrane plasmique du ntgossy propage le long des membranes
du systéme T, puis est transférée au réticulunopasmique ; la dépolarisation de la membrane du
réticulum sarcoplasmique permet au’Caui était contenu & une concentration élevée dems
citernes du réticulum sarcoplasmique d'en sortirdes canaux-Ca transmembranaires et de se
retrouver ainsi dans le cytosol ; en se fixantlauroponine C, le CGa entraine la rupture de la
liaison troponine I-actine, ce qui permet un légéplacement de la molécule de tropomyosine,
dégageant ainsi les sites de liaison myosine-adjineétaient bloqués par la tropomyosine, et
entrainant un contact actine-myosine ; ce contztaieamyosine déclenche l'activation de I'ATPase
de la myosine qui catalyse I'hydrolyse de I'ATP,que entraine la fixation de l'actine sur la
myosine, ainsi que le changement de conformationadéte de myosine. Ce dernier étant

responsable du déplacement du filament d'actiderst de la contraction de la myofibrille.

1.1.5. Les fibres musculaires.
Les fibres musculaires different par leurs progsétmorphologiques, biochimiques et
physiologiques (Cassens et Cooper, 1971). La rée@lae I'activité ATPasique de la myosine
(Brooke et Kaiser, 1970) ou l'utilisation d'antigar spécifigues des différentes isoformes de
chaines lourdes de myosine (MyHC) (Dueisal., 1999) qui révelent uniqguement les propriétés
contractiles, permettent de distinguer trois tygpedibres : I, lIA et 11X (Picardt al., 2003).

Les fibres oxydatives (de type I) sont trés riceesnyoglobine (d’ou leur coloration rouge)
et en enzymes oxydatives. Elles contiennent de neuskbs mitochondries, ou sont concentrées les
enzymes intervenant dans le cycle de Krebbs et ridmts en substrats du métabolisme aérobie
(sucres, lipides). Ce sont des fibres a contrastientes.
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Les fibres oxydo-glycolytiques (de type I1IA) carinent également beaucoup de
myoglobine, de mitochondries et de capillaires melles possédent une coloration intermédiaire
(fibres intermédiaires). Les fibres glycolytiquete (type [1X) quant a elles sont moins riches en
myoglobine (donc de couleur blanche) et en enzyoxgslatives. Elles ont une haute teneur en
glycogene et possedent le plus grand diametre fibess de type Il sont des fibres a vitesse de

contraction rapide.

Les fibres 11X ont longtemps été classées en |IBlea techniques ne permettaient pas la
distinction de ces deux types. Il semblerait quiedein ne posséde pas de fibres de type 1IB, ce qui
n'est pas surprenant puisque ce type de fibre présen métabolisme purement glycolytique,
sollicité pour des mouvements trés rapides queeaksent pas les bovins. Tanadieal. (1998)
n'ont d'ailleurs détecté que les formes IIA et ki¥s chaines lourdes de myosine. Les fibres de type
lIB n’existent en fait que chez certains animawngueurs). L’homme par exemple possede le

gene codant pour ce type de fibres, mais celles&apparaissent pas.

1.2. Métabolisme musculaire.

La régénération de I'ATP nécessaire a la contraatie fibores musculaires est assurée par
deux voies métaboliques. Les fibres oxydatives yismht de I'énergie sous forme d’ATP par le
systeme aérobie a partir du glycogéne, du glucbdeseacides gras en consommant de 'oxygene,
tandis que les fibres glycolytiques produisent’d@edrgie par le systeme anaérobie, en transformant
le glycogéne en acide lactique via la glycolysessaansommation d’oxygéne. Méme si la plupart
des muscles squelettiques contient une combinaiesrrois types de fibres, les fibres d'une méme
unité motrice sont toutes d’'un seul type. Dans umscle, la contribution relative des voies
oxydatives et glycolytiqgues a la production d’énergeut étre évaluée en mesurant le potentiel
d’activité d’enzymes spécifiques de chacune dedeex voies : la lactate déshydrogénase (LDH)

pour le métabolisme glycolytique et la citrate sase (CS) pour la voie oxydative.

1.2.1. Les transporteurs de glucose
Chez le ruminant, le muscle squelettique est lenme consommateur de glucose, qui
couvre une part importante des besoins énergétiquesculaires (Hocquettet al., 2000). Le
ruminant absorbe pourtant trés peu de glucose gardigestive, mais développe une importante
néoglucogenese intrahépatique en vue de satisfatenment les besoins musculaires (Hocquette
etal., 1996).
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Figure 3 :Schéma d’absorption du glucose par la cellule.

L’augmentation du transport de glucose par GLUTdessite sa translocation d’'un pool de
transporteurs d’'un compartiment intracytoplasmiquers la membrane plasmique. Cette

translocation fait intervenir un nombre importalimgrmédiaires.
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L’insuline favorise a la fois I'entrée du glucosand le muscle et son stockage sous forme
de glycogene. Il n'y a pas de glucose dans lesileslimusculaires s'il n’y a pas d’insuline. Le
glucose pénetre dans le myocyte strié par diffusiacilitée grace a deux protéines
transmembranaires qui servent de transporteurs, Talat principalement GLUT4 (Figure 3), une

isoforme sensible a l'insuline, spécifique desusssiusculaires et adipeux (Hocquettal., 1996).

GLUT4 constitue le principal transporteur de glecassponsable de I'augmentation du
captage du glucose induit par l'insuline ou la @mtion musculaire. Il représente plus de 90 % de
la totalité des transporteurs de glucose exprinaés tbes muscles squelettique et cardiaque, et dans
les tissus adipeux blanc et brun (Holmanal., 1990 ; Maretteet al., 1992). Les mécanismes
cellulaires qui modulent la captation du glucosenagau du muscle squelettique sont complexes.
Afin d'étre métabolisé, le glucose sanguin doitndétar plusieurs barrieres cellulaires pour
finalement atteindre le cytoplasme de la celluleddit notamment étre transporté du sang vers
I'espace interstitiel et ensuite vers I'espacadaafiulaire. Le mouvement du glucose, des capair
sanguins vers l'intérieur de la cellule, est déteénprincipalement par le flot sanguin via le
recrutement des capillaires, le gradient de comatoh du glucose mais aussi par le nombre et
l'activité des transporteurs de glucose GLUT4 nisdsl a la surface cellulaire des myocytes par
l'insuline et la contraction musculaire. Le modsilaplifié de la signalisation insulinique implique
gue la liaison de l'insuline a son récepteur indug autophosphorylation de celui-ci. Via la PI-3
kinase, un second messager permet ensuite leegwat de la serine/thréonine kinase Akt/PKB a
la membrane plasmique. Suite a son activationtP4B se dissocie de la membrane plasmique et
peut ensuite phosphoryler certains substrats @sophues et nucléaires comme I'enzyme GSK-3
(Crosset al., 1995) ou la protéine mTOR (Naekal., 1999). La nature des différents effecteurs de
la PI-3 kinase impliqués dans l'action stimulatrae I'insuline sur le transport du glucose et la
translocation de GLUT4 demeure encore mal défmiais plusieurs travaux suggerent un réle de
I'Akt/PKB dans le métabolisme du glucose activé lfpasuline (Conget al., 1997 ; Wanggt al.,
1999). Plusieurs intermédiaires ont été mis enedwdd. AS160, un substrat du complexe Akt/PKB
a été impliqué dans le processus de translocagoldJT4 du a l'action de I'insuline. AS160
contient six sites consensus de phosphorylation AdfPKB comme un domaine Rab GAP
(GTPase activating protein) (Saebal., 2003). En réponse a l'insuline, plusieurs prasgifiRab
sont exprimées, et Rab 4, 5 et 11 sont impliquéss dies processus de translocation de GLUT4
(Kessleret al., 2000 ; Knightet al., 2000). Des études in vitro ont montrées que tealne GAP de
AS160 est fonctionnel chez Rab 2A, 8A et 14 mais ¢gans les autres formes de Rab. De plus,
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celles-ci apparaissent comme présentes dans les-udsicules contenant GLUT4 (Miinehal.,
2005). Bien gu'’il ne soit pas encore connu quebesormes de Rab sont régulées in vivo par le
GAP domaine de AS160, une sur-expression d’'unedarmatante dominante de AS160 montre un
blocage de la translocation de GLUT4 (Zeigeeeral., 2004). Ces données suggerent le role
important de AS160 comme un lien fonctionnel impottentre la voie de la PI3 kinase par
intermédiaire du complexe Akt/PKB et le trafic licdaire impliqué dans la translocation de
GLUT4. Plus récemment, la protéine Synip a ététitiéa comme un autre substrat du complexe
Akt/PKB (Yamadaet al., 2005). Une phosphorylation de la protéine Syngr [@ complexe
Akt/PKB entraine une dissociation du complexe s\gyiptaxin 4 permettant la formation du couple
syntaxine 4 et VAMP2 ceci facilitant la fusion dessicules contenant GLUT4 avec la membrane
plasmique. Bien que la phosphorylation insulinoed&fante de Synip par le complexe Akt/PBK
Soit controversée, cela pourrait étre un mécasniemasageable pour la fusion des vésicules

contenant GLUT4 avec la membrane plasmique.

Il est reconnu que les effets de la contractionaulasre sont tout a fait indépendants de
l'action de l'insuline puisque la contraction muaize de muscles isolés peut stimuler le transport
du glucose méme en absence d'insuline (Péwal., 1984 ; Nesheet al., 1985 ; Richtert al.,
1985). Contrairement a l'insuline, il a été rappagtie la PI-3 kinase n'est pas impliquée dans la
stimulation du transport du glucose et la tranglonade GLUT4 par la contraction musculaire ou

par I'exercice.

Les muscles oxydatifs présentent, chez le ruminanigontenu en GLUT4 plus faible que
celui des muscles glycolytigues ou oxydo-glycolygg (Hocquettet al., 1995). Cette spécificité
des ruminants pourrait étre interprétée comme uyemeour limiter I'utilisation du glucose par les
muscles oxydatifs et le rediriger ainsi vers d’astsites tels que les muscles glycolytiques, qui so
des consommateurs obligés de glucose. Au sein sdu tnusculaire, le glucose peut suivre
différentes voies meétaboliques : oxydation, trammefiion en lactate, synthese de glycogene,
synthése d’acides gras, en particulier dans lgsoagies intramusculaires (Smith et Crouse, 1984).
A I'exception de la synthese de glycogene, ceguifftes voies métaboliques empruntent toutes un

méme chemin initial, celui de la glycolyse.

1.2.2. Le glycogéne.
Le glycogéne est une forme sous laquelle le sugrglus exactement le glucose est stocke

pour pouvoir avoir une disponibilité de productiatiénergie rapide. Le foie réalise la
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glycogénolyse pour reformer du glucose a partiseeréserves de glycogene. Sa synthése a partir
du glucose constitue une voie majeure de transfitwmale celui-ci dans les cellules musculaires
(Lebretet al., 1999). Le glycogene intramusculaire, qui représemviron 1% du poids du muscle,
est stocké dans les fibres musculaires sous laefaengranules localisés dans le sarcoplasme. Le
glycogéne constitue la source énergétique prineigis fibres glycolytiques (blanches) qui le
dégradent rapidement en acide lactiqgue lorsqu’edlescontractent. En générale, les fibres a
contraction lente contiennent moins de glycogéne lga fibres a contraction rapide (Cassens et
Cooper, 1971) car elles sont beaucoup plus frequarnhmeollicitées que les fibres rapides en
particulier rapides glycolytiques. Contrairementcas du foie, le glucose ainsi produit par la dellu
musculaire ne peut étre utilisé que par cette méeieile. La production de glycogéne dans
l'organisme est stimulée par l'insuline et sa ddagran en glucose est stimulée par le glucagon et

l'adrénaline.

1.2.3. Les lipides intramusculaires.

Les tissus musculaires et adipeux sont impliquéfaden majoritaire dans le stockage et
1'utilisation des ressources énergétiques, esenmtent sous la forme de graisses et de sucres. Le
tissu adipeux a une fonction de réserve énergétigidee a sa richesse en cellules capables de
stocker des lipides. Le développement, la croissaicle métabolisme du tissu musculaire sont
extrémement complexes et directement associés @ dautres tissus, en particulier le tissu
adipeux. Le tissu adipeux intramusculaire se dgpeopar des phénoménes d’augmentation du
nombre (hyperplasie) ou d’augmentation de la téiiigertrophie) des adipocytes intramusculaires
au cours de la croissance (Lee et Kauffman, 19CHez le bovin, la teneur en lipides
intramusculaires varie entre 1 et 7 % selon lescieas Ces lipides sont constitués de lipides de
réserve (les triglycérides) et de lipides membmasa(les phospholipides) dont les proportions
respectives varient selon les muscles. La tenews gllevée des muscles rouges en phospholipides
est souvent attribuée a un nombre plus élevé dechahdries. Au sein du muscle, les triglycérides
sont a la fois présents a l'intérieur des fibresceulaires sous forme de gouttelettes lipidiques et
I'extérieur des fibres dans des adipocytes intramlases. La synthese d’acides gras dans le muscle
se déroule plus particulierement au sein des aglipsdntramusculaires (Smith et Crouse, 1984).
Le tissu musculaire, quant a lui, a besoin d'adgirl'énergie immédiatement disponible pour
assurer la contraction musculaire. Il est le sitagpal d'utilisation du glucose et des acidesgra
Un stockage anormal de graisses dans les muscldscpaduire a une lipotoxicité et a une

résistance a l'insuline. La régulation de cet dayuilfait intervenir de nombreux acteurs dont par
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exemple la leptine, une hormone sécrétée par ips@des qui a pour effet de stimuler 1'oxydation
des acides gras dans les muscles et ainsi d'augmargensibilité a 1'insuline. Cette action sk fai
entre autre par l'intermediaire de 1'AMPK (AMP defent Protein Kinase) (Minokoslet al.,

2002) et de 1'ACC (Acetyl CoA Carboxylase) qui amt role majeur dans I'équilibre entre les

sucres et les acides gras dans le muscle.

Le bon fonctionnement d'une cellule, et donc d'ugaoisme, nécessite une gestion
rigoureuse de I'équilibre entre le stockage etdpahibilité des ressources. L'exemple le plus aonn
de dysfonctionnement entrainant la perte de cetildguchez 'lhomme est le diabéte de type IlI.
Les PPARs (Peroxisome Proliferator Activated Remeptsont des récepteurs nucléaires actives
par certains acides gras polyinsaturés et leurabobtes. Plusieurs travaux (Auboesifal., 1997 ;
Hegeleet al., 2000 ; Doneet al., 2004 ; Ghoussairat al., 2005 ; Sorigueet al., 2006) ont mis en
évidence un rdle de ces récepteurs nucléaires ltiagsislino-résistance. Pour mieux comprendre
comment les PPARs pourraient interférer avec dactle l'insuline, des génes cibles dans les
cellules musculaires humaines ont été rechercheg@tudier leur régulation par les acides gras.
Un de ces genes code pour la p85aPI3kinase daprdssion est induite par PPpRIans les
adipocytes et par PPARdans les myotubes, conduisant, dans les 2 typldages, a une
amélioration de la signalisation insuliniqgue (Rietst al., 2001 ; Rieussett al., 2001). Le diabéte
n'est bien sar pas un probléme chez le bovin, tegigonnaissances acquises sur tout déséquilibre

du métabolisme renseignent forcément sur la régulaiu métabolisme eice versa.

Le genePPARG code deux facteurs de transcription (PRA®R PPAR,) appartenant a la
famille des PPARs (Peroxisome Proliferator ActidatReceptors) qui comprend également les
PPAR o et 5. Ces récepteurs constituent une sous-famille deptéurs nucléaires qui sont tous
activés par des acides gras ou des dérivés d'agidesainsi que par des ligands synthétiques. Les
PPARy forment des hétérodimeres avec les récepteursigties (RXR) et ces dimeres assurent la
régulation de nombreux genes en se fixant sur demabhes particuliers dans les régions
promotrices. Les récepteurs PPARt PPAR, ont un réle majeur dans la mise en place et le
métabolisme du tissu adipeux mais il apparait de ph plus clair que leur action ne se limite pas a
ce tissu mais concerne aussi d'autres tissusgtebamécanismes comme l'action de l'insuline, le
cycle cellulaire, les réactions inflammatoires dg facon générale, la gestion des stocks
energétiques (Auwerx, 1999). lls sont des actewrgeuns de la différenciation cellulaire dans de
nombreux tissus (foie, muscle, fibroblastes, cefiupithéliales). lls ont également des propriétés
anti-inflammatoires et pourraient jouer un role slda survenue ou la prévention des maladies

cardiovasculaires (Vamecq et Latruffe, 1999).
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Figure 4 :Structure schématique du geritARG.

Le génePPARG est composé de 9 exons et peut donner lieu arfaaton de trois transcrits

différentsyy, y2 etys.
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1.2.3.1 Structure du genePARG.

Le genePPARG est constitué de neuf exons couvrant une distdadet5 kb chez I'homme.
Trois transcrits différents issus de trois promodeant été décrits pour le gene humain (Fefjas.,
1997 ; Fajast al., 1998) mais seulement deux pour le gene murin €hl, 1995) et pour l'instant
deux pour le géne bovin (Sundvaldal., 1997). Le géne bovin a été localisé sur le chsmme 22.
Les transcrits different par leur extrémité PPARG1 possede deux exons non traduits (Al et A2)
et des exons codants (1 a PRARG2 possede un exon spécifique (B) dans lequel délaute
traduction et les exons codants 1 a 6 communs Evé@nscritPPARGL. Le transcrit humain
PPARG3 débute sa transcription et sa traduction au nidealiexon 1, donnant ainsi une protéine
identique & celle obtenue pour le transPARGL car les exons Al et A2 ne sont pas traduits
(Figure 4).

1.2.3.2. Distribution des transcrits du geRRARG.
La distribution tissulaire des transcrits est ddfite, PPARG1 est majoritairement exprimé dans le
foie, le tissu adipeux et l'intestin alors que peassion déPPARG3 est limitée au tissu adipeux et a
I'intestin etPPARG2 ne s'exprime presque exclusivement dans le tissu axligess transcrits sont
tres peu présents dans les muscles. Il apparahdapt que I'expression BPARG dans le muscle
Soit associée avec I'obésité et le diabéte (Baak, 1997). La délétion du gemPARG limitée aux
muscles squelettique et cardiaque induit une edgistsévere a l'insuline (Paatkal., 1997), ce qui
montre bien son action dans la régulation du mdétbe du glucose dans le muscle. Les
expériences montrent qURPARG est un point de contréle important non seulemanisde tissu
adipeux mais aussi dans le muscle et le foie :raitetment par thiazolidinediones pendant trois
semaines est efficace sur le foie et le tissu adipmais reste inefficace sur le degré
d'insulinorésistance en I'absenceRRARG dans le muscle.

1.2.3.3. Action de PPAR
Le récepteur nucléaire PPARXRa régule I'noméostasie du glucose et des lipidesstda
cible pour les drogues antidiabétiques comme lezahdinediones. Gampeat al. (2000) ont établi
les structures cristalographiques des domainesix@gion du ligand de PPARet de RXR
complexés avec de l'acide 9-cis-retinoique pour RXRla drogue GI262570 pour PPARCes
hétérodimeres avec beaucoup de récepteurs nusléMriekherjeeet al. (1997) ont constaté que
PPARy; ou PPAR:; seuls ne forment pas de complexes avec des olitgwiiges contenant les

structures cristallographiques ont permis de misuxprendre la capacité des RXRs a former des
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Figure 5 :Contréle moléculaire de I'adipogénese (d’apres Mujeeet al. (1997)).

La différenciation des adipocytes a partir desubedl souches est régulée par de nombreux signaux
et facteurs de transcription. Des signaux donttane est inconnue agissent sur les cellules ssuche
et/ou pré-adipocytes en augmentant I'expression @Q#<BP & et B, lesquels vont agir sur
'expression de PPARet C/EBR. Ces deux derniers stimulent leur expression nileteé s’auto-
stimulent, permettant le maintien d’un fort niveiexpression. PPARInduit la différenciation des
adipocytes et, a I'aide de C/EBRconduit a leur maturation et influence leur métaime.
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éléments de réponse des péroxisomes proliferaP®Es), mais PPAR et PPAR; se fixent aux
PREs sous forme d’hétérodimeres avec RXR. PRASR PPAR, peuvent également former des
complexes avec R{Ret RXRy. PPAR/; et PPAR; présentent un méme degré de réponse aux
activateurs de PPAR Les protéines PPAR sont stimulées par de nombreux facteurs
adipogéniques et anti-adipogéniques et régulemtodebreux génes dont certains sont eux-mémes
des facteurs de transcription, comme par exem@8E/(CCAATT Enhancer Binding Proteins) ou
ADD-1/SREBP-1. Ces différents facteurs de transicnipagissent en fait en synergie, se régulent
mutuellement et s’autorégulent (Figure 5). Ensemldeassurent la régulation de nombreux genes

impliqués entre autre dans la différenciation ehégabolisme des adipocytes.

1.2.4. La proteine kinase AMP dépendante.

La protéine kinase AMP dépendante (AMPK) a éténiigfau départ comme une protéine
kinase qui phosphoryle et inactive a la fois lay8rbxy-3-methylglutaryl (HMG)-CoA reductase
(Beg et al., 1973) et I'acétyl-CoA réductase (Carlson et Kit73). En raison de ses multiples
réles physiologiques, elle a été rebaptisée pareate a son activateur : TAMP (Hardgeal.,
1989 ; Hardie et Hawley, 2001). La premiere miseégidence de l'activation de 'TAMPK en
réponse a un stress métabolique date de 1991 éhMdqoreet al. (1991) ont montré que 'AMPK
était activée par un épuisement en ATP lors d'umoebation d’hépatocytes isolés de rat avec du

fructose.

L’AMPK est considérée comme une enzyme clé dangélulation du métabolisme
énergétique. Son role est de maintenir un fort @@ P dans la cellule. AMPK est activée
physiologiqguement par l'augmentation de la conegiwin intracellulaire en AMP lors des
situations de carence énergétique cellulaire (higdwpoglycémie et exercice physique) (Winder
et Hardie, 1999). Dans ces circonstances, 'ATHasment consommée et le rapport ATP/AMP
diminue. L’activation de 'AMPK réduit les voies mtadoliques consommatrices d’énergie (comme
la lipogenese ou la synthése stéroidienne) et aotgmes voies productrices d’ATP (comme la
glycolyse, I'oxydation des acides gras). La corito&c musculaire provoque une augmentation
importante de la consommation en ATP. Au nivealulzle, on observe une plus grande prise et
oxydation du glucose sanguin et des acides grais, également une augmentation de I'expression
du transporteur de glucose GLUT4 (Figure 6) et’dexbkinase (HKII) (Holmest al., 1999).
L’AMPK ne semble pas étre requise pour le métabwisnaérobie du glycogéne endogene mais
est exigée a la place comme un commutateur pouydition aérobie. L'analyse génétique faite
chez la levure montre que le complexe SNF1 (égamntale 'AMPK chez la levure) est nécessaire
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Figure 6 :Voie alternative de translocation de GLUT4.

En plus de la voie principale de translocation deUG4 a la membrane plasmique faisant
intervenir I'insuline et ses différents seconds sagers, il existe une voie alternative mise eneplac
lors de la contraction musculaire. Lors de la awxtton musculaire, une augmentation du taux en
AMP cellulaire, provoque une activation de 'AMPKioya favoriser la translocation de GLUT4 au

niveau de la membrane plasmique.
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Figure 7 :Changements métaboliques induits par TAMPK.

Sous l'effet d’'une contraction, TAMPK va stimulées voies productrices d’ATP (en vert) et
inhiber les voies consommatrices d’énergie (en epu@ous l'effet de la contraction, I'ATP
disponible va étre consommé en produisant de I'dDB de 'AMP. Le taux d’AMP élevé dans la
cellule active ’AMPK qui va induire I'expressioreaertains génes et provoquer la translocation de
GLUT 4 au niveau de la membrane plasmique pour gigrenl’entrée du glucose, nécessaire a la
production d’énergie, dans la cellule. AMPK varpailleurs, inhiber des voies consommatrices
d’énergie comme la synthése de protéine, mais galieempécher le stockage du glucose sous

forme de glycogéne.
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Figure 8 :Modele de structure de 'AMP kinase (Chewhgl., 2000).

La sous unitén est la sous unité catalytique possédant a soereié& N-terminale le domaine
kinase ainsi qu’une région auto-inhibitrice en @imal. Les sous-unitgsety sont des sous-unités
régulatrices. La sous-unifg lie les sous-unités, ety par ses domaines KIS (Kinase Interacting
Sequence) et ASC (Association with SNF1 Complex). dbsense d’AMP, la région auto-
inhibitrice est liee au domaine kinase empéchanti &s phosphorylations par TAMPKK. L'AMP
va activer I'enzyme en liant la région auto-inhiigié a la sous unitg, et en permettant I'acces de
'TAMPKK qui va phosphoryler la sous- unité Cette phosphorylation ainsi que la présence d’AMP

vont activer le domaine kinase capable alors deparyler des protéines cibles.
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pour passer du métabolisme (fermentaire) anaémbiglucose a un métabolisme oxydatif du
glucose (Hardieet al., 1998). Un des mécanismes proposé veut que, digspremiéres minutes
de contraction, l'activité de 'AMPK soit réguléidostériquement par le contenu en AMP, ATP et
créatine phosphate (CP) et que sa régulation substsoit dépendante du contenu en glycogéene
(Stephenst al., 2002).

Une conséquence de I'exercice est I'hypertrophiscoraire, c’est a dire le volume accru de muscle
di aux augmentations de synthése de protéines gbldme de la fibre du muscle. Une cible
récemment identifiée pour TAMPK est la voie depiatéine kinase TOR (Target Of Rapamycin),
qui est activée par l'insuline, les facteurs dessance et les acides aminés (Kimetral., 2003).
Elle stimule la synthese de protéine, et par camsgigla croissance et I'hypertrophie des cellules
(Figure 7).

1.2.4.1. Structure de I'AMPK

L’AMPK forme un complexe hétérotrimérique composegla sous-unité catalytiqgueet des
sous-unités régulatrices et y ; I'ensemble forme un complexe fonctionnel apgeéoenzyme
(Figure 8). L'AMPK est une protéine kinase fortemeonservée, et les genes codant les sous-
unitésa, B ety présentent de grandes homologies entre les esgéeagyme des mammiferes
possede des orthologues chez tous les eucaryotgwrotiozoaire primitif Giardia lamblia a
’humain (Hardie, 2003). Des études génétiques dhelevure Saccharomyces cerevisiae ont
montré que 'homologue de 'AMPK (complexe SNF1} esquis en réponse a une privation de
glucose (Hardiest al., 1998). Chez la levure, cet orthologue est égakraue trimére avec une

sous-unité catalytique et deux sous-unités régcastr

La sous-unitéx (63 kDa) contient un domaine catalytique renfermactivité kinase dans
son extrémité N-terminale, un domaine C-termingutéteur contenant la région auto inhibitrice de
la kinase et le domaine de liaison a la sous-yhit@ans des conditions d’activation, ’TAMPK est
phosphorylée par 'enzyme LKB1 sur la Thréonine {FA72) située dans le domaine catalytique.
Il existe deux isoformes de la sous-unitéchez les mammiféres,l (548 résidus) et2 (552
résidus), partageant 61% d’identité. L’homologue ad¢te sous-unité chez la levure est Snfl
(Stapletoret al., 1996 ; Hamiltoret al., 2002).

La sous-unitd (40 kDa) est I'une des sous-unités régulatricesAMPK. Elle a pour role

de lier la sous-unité par son domaine KIS (Kinase Interacting Sequeatk sous-unité par son
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Ici est représenté le domaine Bateman formé pasdgaences CBS 1 et CBS 2 de la sous-yhité

avec une molécule d’AMP située au milieu.
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domaine ASC (Association with SNF1 Complex). Lassounitép peut étre myristoylée en position
N-terminale et phosphorylée, mais la significatdecette phosphorylation reste encore inconnue.
On trouve deux isoformes de la sous-uffitéhez les mammiféregl (270 résidus) ep2 (272
résidus), possédant 71% d’identité. Il existe umblogue de la sous-unife chez la levure, le
complexe Sipl/Sip2/Gal83p (Thorntehal., 1998 ; Cheret al., 1999). En plus des domaines de
fixation aux sous-unités et y, toutes les sous-unitgs possedent un domaine de fixation au
glycogéne (GBD) (Hudsos al., 2003 ; Polekhinat al., 2003). Ce domaine GBD est tres conserve
entre les différentes especes eucaryotes et paeseinteractions entre TAMPK et le glycogene.
Cependant le role de ce domaine est encore incdmawglycogene synthase est une cible de
’AMPK dans le muscle squelettique, et I'une desgiilités serait que ce domaine GBD colocalise
'AMPK avec son substrat. Une autre possibilit¢ ggeé 'AMPK ne régule pas seulement les
réserves d’énergie a court terme comme I'ATP magsiales réserves a moyen terme comme le
glycogene. Wojtaszewskdt al. (2002) ont montré qu’un fort taux de glycogene sdén muscle
réprime l'activation de 'AMPK par le 5-aminoimidaele-4-carboxamide B-D-ribofuranoside
(AICAR) dans le muscle de rat, ainsi que par I'ei@ dans le muscle humain (Wojtaszewetki
al., 2003).

La sous-unité est 'homologue de Snf4 de levure. On trouve tisiormes de la sous-
unité y chez les mammiféresy;i, y, etys. Elles difféerent par leur extrémité N-terminaldu ou
moins variable selon l'isoforme). De plus, deuxnserits différents ont été décrits pour le géene
PRKAG2 (Gollob et al., 2001). Ces transcrits different par leurs exttémb’, donnant ainsi une
forme longue+,L) et une forme courtey{S) de la protéing,. En revanche, la région C-terminale
est tres conservée et contient quatre répétitionsaedem d’'un motif structural appelé domaine
CBS (Cystathioning-syntase). Ces domaines CBS, longs d’environ G@ugssont retrouvés dans
plusieurs protéines dont I'lMP déhydrogénase (IMBLOBANS le cas de la Cystathionifisyntase
ou ils ont été découverts, ils seraient impliquéssd’activation allostérique de I'enzyme par la S-
adenosyl méthionine. La cristallisation de la preélIMPDH montre que deux domaines CBS
contigus forment un domaine structural discret ({FegQ) appelé domaine Bateman. Pour 'AMPK,
ces domaines seraient le lieu de fixation de 'AMPniveau de la sous-unité Des constructions
contenant I'un ou l'autre des deux domaines Batewoh@aria sous-unité, fixent une molécule
d’AMP ou d’ATP de maniere exclusive, alors que desstructions présentant les deux domaines

fixent deux molécules d’AMP ou ATP de maniere caapiee (Scottet al., 2004). La sous-unitg
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Figure 10 :Mécanismes de régulation de 'AMPK (d’aprés Hai@@05)).

Le stress cellulaire qui inhibe la production d’ATd® accélére sa consommation cause une
élévation du ratio ADP/ATP, qui est amplifiée padénylate kinase. L'AMP se fixe sur TAMPK,
ce qui favorise la phosphorylation par LKB1 poutivar le complexe AMPK. La protéine kinase
activée va éteindre les voies consommatrices dymet activer les voies productrices d’ATP. Une
fois le stress cellulaire terming, I'activité estluite par la dissociation de la molécule d’AMP du
complexe, entrainant une perte d'activation alligtee. Mais ceci favorise également la

déphosphorylation du complexe par les protéinessyttases afin d’inactiver entierement le

complexe.
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de 'AMPK est N-acétylée mais ne porte aucune amoglification post-traductionnelle (Kengb
al., 1999 ; Cheungt al., 2000).

La sous-unitex est instable seule et les sous-unfté&ty sont essentielles pour son activité.
Les sous-unités du complexe existent sous plusisafermes, chacune étant codée par deux ou
trois génes différents chez les mammiferes. Chadesesept sous-unitésp ety est codée par un
gene différent. Pour augmenter cette diversité'ajoute a ceci la présence d’épissages alternatifs
ainsi que de sites alternatifs de démarrage detedription. Le taux d’expression des différentes
isoformes varie selon les tissus et toutes les owmdmns (soit 12 au total) sont possibles.
Cependant, le complexe qui prédomine dans la n@jales types cellulaires est le complexe
alBlyl ; le muscle squelettique présente la particéatiexprimer la totalité des sept différentes

isoformes, incluant la sous-unitgd (Mahlapuuet al., 2004).

1.2.4.2. Régulation de 'AMPK

L'AMPK est un intermédiaire des voies de transdurctilu signal ; elle fait partie de la
famille des Sérine/Thréonine kinases (Hardie andir@@a 1997 ; Hardieet al., 1998). Bien qu’elle
tienne son nom de son activateur allostérique I'AMIBh effet est faible et insignifiant a comparer
de la phosphorylation de 'AMPK effectuée par ung@kinase, la protéine kinase LKB1 identifiée
comme étant la protéine activatrice de 'AMPK (Shatval., 2004). Cette modification par
phosphorylation du résidu Thréonine (Thrl72) siué le domaine kinase de la sous-unitést
essentielle pour I'activité kinase du complexe (Hgvet al., 1996 ; Steiret al., 2000). Un modéele
(Figure 8) pour expliquer I'activation de 'AMPK p8AMP repose sur la fixation du nucléotide a
l'interface entre les sous-unités et y. Il empécherait ainsi 'association entre la régeuto-
inhibitrice et le domaine kinase de la sous-unit€ette association se produit en absence d’AMP.
La fixation de 'AMP stimule la phosphorylation pakB1 et diminue la déphosphorylation par les
protéines phosphatases. Ce triple mécanisme (Fig)rassure une réponse extrémement sensible a
une petite élévation en AMP dans la cellule. Ces teffets activateurs par 'AMP sont supprimeés
en présence de concentrations élevées en ATP,skénsg ne répond pas seulement & une
augmentation du taux d’AMP cellulaire mais égaletreerune augmentation du ratio AMP/ATP
dans la cellule. Ce mode de régulation est confamenodéle classique de Monedal. (1965)
pour les enzymes allostériques. Le site exact@idin de 'AMP reste encore inconnu (Cheuwng

al., 2000). L’activation de 'AMPK par I'AMP dépend sldsoformesa et y présentes dans le
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complexe. Ainsi, le complexelp2yl peut étre activé d’'un facteur 13 par IAMP (8tef al.,
2000).

L’AMPK subit également une régulation allostérignégative par la créatine phosphate
(CP) et 'ATP. Une augmentation en ATP ou en CRbeH’AMPK. Par contre, si la CP est un
inhibiteur allostérique de 'AMPK, elle n’a aucuffe¢ sur la phosphorylation par LKB1 (Winder,
2001).

Puisqu’'une élévation du taux en AMP déclenche lasphorylation et I'activation de
'AMPK, un poison métabolique, empéchant la syrgahédATP par les mitochondries (Hawley,
2004), va activer TAMPK en augmentant le rappoMRATP. La metformine et les drogues de
thiazolidinedione comme le rosiglitazone (deux dexlicaments actuellement les plus largement
prescrits contre le diabéete de type 2) sont capabéetiver TAMPK (Fryeret al., 2002).

Les thiazolidinediones ont une autre cible : leepteur activé pour les proliférateurs des
peroxysomes gamma (PPAR L’activation de I'AMPK explique les actions th@eutiques de la
metformine. La metformine, les thiazolidinedionéssaque la phenformine sont des inhibiteurs du
complexe | de la chaine respiratoire mitochondr{8rinmairet al., 2004). Ces drogues activent
'AMPK indirectement en augmentant le rapport delite AMP/ATP (Fryeret al., 2002 ; Hawley
et al., 2005).

1.2.4.3. L’AICAR : un activateur de I'AMPK

Le 5'-aminoimidazole-4-carboxamidepiD-ribofuranoside, mieux connu sous le nom de
AICAR, est un analogue de l'adénosine qui a étpqe® comme agent mimétique de la contraction
musculaire sur le transport du glucose au niveamdscle squelettique. L’AICAR est transporté a
I'intérieur de la cellule par des transporteursxdeléosides ou il est transformé dans le cytoplasme
en ZMP par l'adénosine kinase. Le ZMP est un analag 'AMP qui mime les effets de I'AMP en
amplifiant la phosphorylation de 'AMPK par I'AMPKKCorton et al., 1995) et en activant
allostériquement I'AMPK (Cortoret al., 1995 ; Heninet al., 1996), ceci sans faire varier les

concentrations en AMP et en ATP présentes dardllde:

Plusieurs études ont révélé que le AICAR, tout centemcontraction musculaire, produisait
une augmentation de l'activit¢ de I'AMPK et du $@ort du glucose (Bergerost al., 1999),
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paralléelement a une stimulation de la translocatienGLUT4 (Figure 7) au niveau des muscles
squelettiques (Hayashi al., 1998 ; Kurth-Kraczelet al., 1999) et cardiaque (Russetlal., 1999).
Contrairement a l'insuline, ces travaux ont rappaytie la contraction musculaire et 'AICAR
n‘avaient pas d'effets additifs sur le transporgldicose dans le muscle squelettique. De pluss leur
effets sont insensibles a la wortmannine, un indilsi de la PI-3 kinase. Ces données suggérent
donc que ces deux stimuli utilisent une méme veisignalisation intracellulaire, indépendante de
la P1-3 kinase, pour stimuler le transport du ghecdDe plus, I'effet de 'AICAR sur le transport du
glucose dans le muscle EDL est complétement intlitez des souris transgéniques exprimant la
forme dominante négative de I'AMPK, dans le muscle, suggérant ainsi que le transport
musculaire du glucose stimulé par 'AICAR est dégeent de I'activation de 'AMPK (Met al.,
2001).

Il a été montré que 'AICAR stimule la prise de gdge en absence d’'insuline en provoquant
la translocation de GLUT4 sur la membrane plasmiderrill et al., 1997 ; Kurth-Kraczelet al.,
1999). Comme 'AMPK est activée au cours de I'ei@ccela expliquerait chez 'lhomme I'effet
bénéfique que peuvent apporter des exercices plesig des patients atteints de diabéte insulino-
résistant (type 1l). La caractérisation de cettéevpourrait ainsi se révéler porteuse de progres
thérapeutiques dans le cas du diabete de typéép{gerd et Kahn, 1999).

1.2.4.4. Identification de la kinase en amont d&MPK

Les travaux récents sur la levure et I'étude detplation du complexe SNF1 (homologue
de I'AMPK) ont permis l'identification de kinasestavatrices de 'AMPK par phosphorylation de
la T172 de la sous-unité Trois kinases homologues (EIm1, Pakl et Tos3¢thidentifiées pour
phosphoryler et activer SNFh vitro (Hong et al., 2003). La perte de ces trois kinases, chez la
levure, entraine un phénotype similaire au mutafit st abolie I'activité¢ de SNF1. En revanche
l'inactivation d’'une seule des trois protéines mevpque pas le phénotype snfl et le complexe
SNF1 continue a étre phosphorylé et fonctionnelti&land et al., 2003). Les protéines
homologues, chez les mammiferes, a ces kinasessdeelsont les protéines LKB1 etfasoforme

de la protéine kinase Calmoduline dépendante (CaMRK

LKB1 est connu comme étant un des rares cas de géne pratoquant une maladie
génétique autosomale dominante chez 'humain (syndrde Peutz-Jeghers) (Hemmimkial.,
1998). De nombreuses mutations ont été identifiéeg les patients atteints du syndrome de Peutz-

Jeghers. Les patients, atteints de cette malaéielappent de nombreuses tumeurs dans le tractus
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gastro-intestinalLKB1 est considéré comme un gene répresseur de tutreeprotéine LKB1 est
un complexe constitué par deux sous-unités : léepre STRAD (Ste20-related adaptator) et la
protéine MO25 (Mouse protein-25), chacune possédank isoformesof et B) codées par deux
genes différents (Boudeatial., 2003). L'expression de LKB1 est nécessaire potiver TAMPK

par 'AICAR et la phenformine dans des culturedutaires (Woodset al., 2003). La création de
souris KO poulLKBL1 entraine une létalité embryonnaire (Ylikorkelal., 2001), suggérant un réle
essentiel de cette protéine au cours du dévelopme®akamotet al. (2005) ont utilisé le systeme
Cre-loxP pour créer des mutants conditionnels ph&iB1. Aprés I'action de la recombinase Cre, il
en résulte une perte totale de I'activité de LKBHe son expression dans le muscle squelettique.
L'activité de l'isoforme o, de 'AMPK ainsi que sa stimulation par contractioRlICAR ou
phenformine est entierement abolie. En revanchiajldée activité initiale detl n’est pas diminuée,
ceci étant dd a la présence de cellules autresmyiseulaires dans I'extrait mais également par la
possible existence d’'une autre kinase phosphorylantDans le muscle cardiaque, la présence
d'une autre kinase phosphorylamt peut étre justifiée car une activité de l'isoformea été
retrouvée dans des isolats de myocytes cardiagntsreament déficients en protéine LKB1
(Sakamotcet al., 2005).

Des cellules, privées de la protéine LKB1, peuvartir une phosphorylation de la Thr172
de la sous uniter et par conséquent une AMPK active. Cette activatiense produit pas en
présence d’AICAR ou de phenformine mais en présdhaefort taux en ions Gadans la cellule.
Les CaMKKs, et plus précisément I'isoforme CaMiKentrainent une activation de T AMPK par
phosphorylation (Woodst al., 2005). Cependant, I'impossibilité d’activer 'AMPpar I'AICAR
ou la phenformine, dans des cellules déficiented kB1, suggere que LKB1 est essentielle a
I'activation du complexe en réponse a une variatdanratio AMP/ATP. Cela suggere également
gu’une variation du taux d’AMP n’est pas suffisapteir activer 'TAMPK par la voie des CaMKKs

qui sont activées par des concentrations élévé€sfén

1.2.4.5. Régulation de I'activité de ’'AMPK par tHycogéene
Des études ont indiqué que le contenu en glycogensculaire, et donc le statut
nutritionnel, pouvait réguler le transport du glseoet l'activité de I'AMPK en réponse a la
contraction musculaire. Des rats ayant un contenglgcogéne musculaire faible et élevé ont
permis de démontrer qu'au niveau des fibres glyicpigs de type II, la contraction activait le
transport du glucose et 'AMPK de facon plus imagoré chez les rongeurs dont le contenu en

glycogéne musculaire était faible comparativemengr@upe dont le contenu était élevé (Derave
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al., 2000). Au niveau des fibres oxydatives de tyda tontraction a induit une augmentation de la
captation du glucose et de l'activité de 'AMPKIlsment dans les muscles pauvres en glycogene.
De plus, l'augmentation du transport du glucoseeviée en absence d'activation de 'AMPK au
niveau des myofibres oxydatives de type | enricleiegglycogene suggere que I'AMPK n'est pas
essentielle a la stimulation du transport du glequar la contraction et qu'une voie indépendante de
l'activation de I'AMPK contribue a I'augmentation tlansport du glucose dans ce type de muscle.
Une étude utilisant des souris transgéniques egmtimne forme dominante négative de la sous-
unité o, supporte cette derniére conclusion puisque chezsoerris, I'effet de la contraction
musculairan vivo etin vitro sur le transport est seulement réduit de moitis des muscles EDL et
soléaire in vivo) (Mu et al., 2001). L’AICAR n’augmente pas la prise de glucds@s le muscle
squelettique chez une soukimock-out pour le gendRKAG3 (Prkag3™), tandis que les effets de la
contraction sont préservés. Des souris transgémiqegprimant la mutation R225Q (Tg-
Prkag3?®9, présentent une augmentation du niveau basatidtécdu complexe AMPK ainsi
gu’une augmentation du glycogéne musculaire (Baghals, 2005).

Tout comme pour la contraction musculaire, la gtéarde glycogene musculaire semble
dicter l'activation de I'AMPK suite au traitemerarp’AICAR in vivo. En effet, des résultats
démontrent qu'une quantité élevée de glycogenenderle transport du glucose et I'activation de la
sous-unitéo, au niveau des fibres de type Il et de type | ceszrats perfusém situ avec de
'AICAR (Wojtaszewskiet al., 2002). L'ensemble de ces travaux suggerent doadeyglycogéne
musculaire module l'activation de 'AMPK et le tsport du glucose, stimulé par la contraction

musculaire ou 'AICAR, mais les mécanismes régutas effets demeurent toutefois obscurs.

1.3. Famille des génes bovins de 'AMPK

Le complexe AMPK est fortement étudié chez les mdares, notamment chez I’'homme,
la souris, le rat et le porc mais reste peu etodéz le bovin. McKayt al. (2003) ont cartographié
chezBos taurus 'ensemble des sept génes codant les différeniesnités du complexe, a l'aide
d’hybrides d’irradiation. Le geneRKAAL a été localisé sur le chromosome 20 bovin (BTA B3)
genesPRKAA2 et PRKAB2 sur BTA 3,PRKABL sur BTA 17,PRKAGL1 sur BTA 5,PRKAG2 sur
BTA 4 et PRKAG3 sur le chromosome 2. Seuls les geRPEKAGL (Benkel et al., 2005) et
PRKAGS3 (Yu et al., 2005 ; Rouxet al., 2006) ont fait I'objet d’'une étude plus détaillérez le

bovin.
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2. Transformation du muscle en viande.

La viande est le résultat de I'évolution chimigeie physique des muscles squelettiques
initiée par la mort de I'animal. Elle est princigalent composée du tissu musculaire ainsi que du

tissu adipeux.

2.1. Evolution post-mortem du muscle.

Immédiatement apres I'abattage, le muscle est soégres la mise en chambre froide des
carcasses, les réserves énergétiques stockéegosmasde glycogene s’épuisent rapidement. Le
glycogene est transformé en acide lactique quicsiacle et acidifie le muscle. Les fibres
musculaires se figent et le muscle devient rig@iette phase degor mortis dure plusieurs jours.

Le muscle est dur et pourrait perdre facilement eam a la cuisson, ce qui donnerait une viande
peu juteuse. L'installation de la rigidité cadag@e est directement perceptible sur la carcasse dan
les heures qui suivent la mort de l'animal : la coleture devient progressivement raide et
inextensible. Ce phénoméne résulte de I'épuisepragressif de 'ATP. En présence d’ATP, les
filaments épais (myosine) et les filaments finsti(@) constituant I'appareil contractile peuvent
glisser les uns par rapport aux autres, ce qui @elfextension du muscle lorsqu'une traction est
appliguée a ses extrémités, et son retour a saiéomgnitiale lorsque la traction cesse : le muscle
est donc extensible et élastique. Lorsque le ta&X Rl s'abaisse en dessous d'un certain niveau,
généralement de l'ordre de 50 % de la teneur delmas repos, correspondant a une valeur de pH
de l'ordre de 6, les molécules d'actine et de mgose combinent en actomyosine. Le glissement
relatif des filaments devient impossible et I'ensknde I'appareil myofibrillaire se transforme en
un systeme rigide : le muscle devient inextensiBla: la suite, la rigidité musculaire s'estompe

progressivement, mais pas l'inextensibilité.

Comme tout tissu vivant, le muscle squelettique desoin constant en énergie. Au repos,
I'énergie est nécessaire a 'homéostasie, c'esteaadla stabilité du milieu intérieur des cellyles
grace en particulier au maintien de gradients aeeatration entre celles-ci et leur milieu extérjeu
et entre différents compartiments cellulaires. Epahse énergétique augmente considérablement
lorsque le muscle rempli sa fonction physiologiquia contraction. Le principal transporteur
d’énergie dans la cellule est 'ATP. La synthésel'ddP est permise par la dégradation de
nutriments comme le glucose, le glycogene, leseaciftas. Cet ATP va étre utilisé dans la cellule
afin d'assurer différents travaux chimiques (bidbgse), osmotiques (maintien des gradients) ou
meécaniques (contraction musculaire). De plus, tkanosllule contractile, deux réactions contribuent

a fournir de I'’ATP lorsque le besoin s’accroit lalement, principalement lors de la contraction. I
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Apres la mort

Glycogene ) Acide lactique

~ IR

Le pH dépend du niveau
des réserves en glycogene (énergie)

. , Acidification de la
de l'animal avant I'abattage

viande (chute du pH)

Figure 11 :Schéma d’acidification du muscle apres abattage.

Aprés la mort de I'animal, le glycogéne intramuso@ est dégradé pour fournir de I'énergie a la
cellule. Cette transformation produit en plus dmérgie du lactate qui a pour effet d’acidifier le
muscle. Le pH final obtenu sera alors dépendartadx de glycogéne initialement présent dans la

cellule avant I'abattage.
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s’agit d'une part de la dégradation de la phosplaigre catalysée par I'enzyme créatine
phosphokinase, et d'autre part de la réaction ys#al par la myokinase (enzyme spécifique du
muscle), qui permet la synthese de 'ATP gréace éoladensation de deux molécules d’ADP avec

formation d’'une molécule d’ATP et une d’AMP.

L’abattage entraine le bouleversement du métabelismsculaire. L'arrét de la circulation
sanguine interrompt I'apport d'oxygéne et de n@ni®: aux cellules, c’est la fin de l'apport de
sources d’énergie extérieures. La privation d'orggeou anoxie, diminue tres rapidement leur
pouvoir d'oxydation, et seuls les mécanismes aba&saontinuent de fonctionner. Les cellules
peuvent encore synthétiser de I'ATP, donc maintemimentanément leur homéostasie, en
mobilisant leurs réserves énergétiques glucidignesnalement constituées principalement par le
glycogéne. La phosphocréatine fournit égalementAdeP, mais en plus faible quantité. Bendall
(1973) a écrit le bilan des réactions biochimiqdesdégradation et de synthese de I'ATP qui se
produisent dans la cellule musculaire immédiatenapnés la mort. Il distingue deux phases dans
ces réactions. Au début, I'ATP dégradé par les menses ATPases musculaires est resynthétisé
par la dégradation de phosphocréatine et la glgeolRapidement, la phosphocréatine s'épuise et le
taux d'ATP diminue car la glycolyse est une voiesgethese comparativement peu performante. La
synthése d'ATP par la myokinase intervient alorg'est la seconde phase des changements
biochimiques. L'ensemble de ces réactions condiataumulation d'acide lactique et de protons a
des concentrations sensiblement équivalentes. R&@someénes se traduisent par une acidification
progressive du muscle (donc une diminution du pkgy'a l'arrét des processus biochimiques
(Figure 11). Le pH se stabilise alors a une vadgpelée pH ultime (pHu). Cette valeur est atteinte
suite a I'épuisement de 'AMP (co-facteur de laogllyse et de la glycogénolyse), ou suite a une
carence en phosphocréatine et surtout en glycogégeadable. L'étude de Charpentier (1968)
décrit I'évolution des concentrations musculairess dorincipaux composés de la glycolyse
anaérobie : le glycogéne, les sucres réducteasde pyruvique et I'acide lactique. La quantité de
réserves en glycogéne musculaire au moment dettbaen est estimée grace au potentiel
glycolytique (PG) qui correspond a la quantité dmmposés glucidiques susceptibles de se
transformer en acide lactique lors de la glycogg®lpost-mortem du muscle (Monin et Sellier,
1985). Cette quantité étant exprimée en umol diédent acide lactique par g de tissu musculaire
frais. Il existe ainsi une forte corrélation négatentre le PG et le pHu (Larzilal., 1998).
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Caractéristiques musculaires

Plgments Collagene Fibres LlpldeS

1/W1

COULEUR JUTOSITE TENDRETE FLAVEUR

Qualités organoleptiques de la viande

Figure 12 :Relations entre les caractéristigues musculairdssecriteres de qualité de la viande
(Hocquetteet al., 2000).

Les proportions des différentes caractéristiques nauscle sont responsables des propriétés
organoleptiques de la viande.
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Les relations entre la vitesse de chute du pH ebraposition en fibres musculaires sont
controversées. Ainsi, aucune différence de pH taoBservée chez le porc (Lefauchetsl.,
1991) entre les musclésngissimus (blanc) etSemispinalis (rouge). D'autres résultats signalent une
baisse plus rapide du pH dans les muscles blaresigus les muscles rouges (Klosowskal.,
1975). Cette controverse s'explique par le fait, gae rapport aux muscles riches en fibres rapides,
les muscles riches en fibres lentes ont une agtAtPasique plus faible, ce qui ralentit la vitesse
de chute du pH, mais un pouvoir tampon infériear,qoi augmente la vitesse de chute du pH
(Talmantet al., 1986). Les fibres blanches étant plus richeslgtogene que les fibres rouges, le
pH ultime est d'autant plus bas que la proportiefilares glycolytiques est élevée (Labostal.,
1985 ; Moninet al., 1987).

2.2. Maturation de la viande.

Le muscle est transformé en viande grace a la ataior La maturation est un processus
naturel d’attendrissement des muscles, qui se meteavre apres l'avenement de la rigidité
cadaveérique, dans les 24 ou 48 heures post-mokesrmodifications qui affectent principalement
le compartiment myofibrillaire vont conduire progsevement a une phase de maturation de la
viande. Les caractéristiqgues du tissu musculaiteuna relation avec les qualités organoleptiques
de la viande (aspect visuel, tendreté, flaveunsjté) (Figure 12). La structure myofibrillaire est
profondément remaniée sous 'action de protéinegplytiques endogenes. L’acidification permet
I'activation d’enzymes qui progressivement fragneanies protéines du muscle et permettent ainsi
son attendrissement naturel. C’est la phase deratato proprement dite : elle correspond a la
transformation du muscle en viande, au cours deelfm se forment également les précurseurs des
aromes et de la saveur de la viande. Deux syst@mmgolytiques semblent impliqués dans le
processus de maturation post-mortem du tissu maiseul le systeme calpaine/calpastatine et le
systeme cathépsines/cystatines (Ouali, 1991). &agt d’'un phénomene enzymatique, la vitesse
de maturation est fonction de la température mgadeénent du pH du muscle. Chez le bovin, le
degrés d’'acidité du muscle passe normalement ditgan proche de la neutralité, de I'ordre de 7
dans le muscle vivant, a environ 5,5-5,7 dans leceau de viande ; chez le porc, le pHu d’'une
viande normale est compris entre 5,6 et 6,1. Less@ de dégradation varie d’'une espéce a l'autre,
voire méme au sein des espéces (Shackedfald, 1994) : chez le bovin, la valeur finale de pH est
atteinte aprés 24 heures environ alors que chearte le pH se stabilise dans les heures qui stiiven

I'abattage.
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En fonction de I'animal, dans de bonnes conditidesonservation en réfrigération, une a
deux semaines sont nécessaires pour que la maturpirmette I'expression des qualités
organoleptiques recherchées par le consommateumeqar exemple la flaveur ou la tendreté. La
maturation n’a, en revanche, aucun effet sur leagéhe, composant du tissu conjonctif qui assure
le soutien et la structure du muscle et lui confeaedureté de base. Les effets bénéfiques de la
maturation sur la tendreté seront toujours plusgqmibles pour un muscle pauvre en collagéne.
Pour un muscle riche en collagéne, le choix d'umlende cuisson approprié permettra d’obtenir les

gualités organoleptiques recherchées.

2.3. Qualité des viandes.

La structure et la composition physico-chimique tdisu musculaire sont les éléments
majeurs qui déterminent la qualité d'une viandes 1aeteurs de variation observés en termes de
gualité de viande peuvent étre expliqués par le,rbe sexe et I'age de I'animal. Les qualités
organoleptiques des viandes regroupent les préprig¢nsorielles a I'origine des sensations de
plaisir associées a leur consommation. Ce sonbldear, la flaveur, la jutosité et la tendreté.
L’appréciation d’'un produit par un individu abouditla formulation d’un jugement de valeur qui
sera pour cet individu « la qualité » du produiissgque cette évaluation soit forcément partagée par
tous. Les caractéristiques technologiques et otgptiques de la viande correspondent a « la
gualité » de celle-ci telle qu'elle est percue danmare directe par le transformateur ou par le
consommateur. Au sens large, I'évaluation de lditgude la viande dépasse pourtant ce cadre
puisqu’elle comprend également des aspects séoesitécaractéristigues microbiologiques ou
toxicologiques) et nutritionnels (teneurs en nuémts). Le terme « qualité » sera plutét remplacé

par « caractéristiques technologiques et organqlegs ».

2.3.1. Caractéristiques technologiques.
Les caractéristiques technologiques représentgtitlide de la viande a la conservation et a
la transformation (Monin, 1991).

2.3.1.1. Le pouvoir de rétention d’eau.
Le pouvoir de rétention d’eau ou capacité de ré&ard’eau est la capacité qu’a la viande a
retenir fermement sa propre eau ou de l'eau ajpwtéece lors de l'application d'une force
guelconque. Il est primordial de prendre en coneptparametre parce qu’il influence la rentabilité

du secteur de la transformation et, plus imporgsuaore, les qualités organoleptiques de la viande.
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De plus ce paramétre est souvent considéré pankommateur comme un critére de qualité, voire
méme, a tort parfois, comme une indication d'uiitdraent des animaux par des promoteurs de
croissance. Il est donc nécessaire de détermingolwoir de rétention d’eau au cours de la
conservation (on parle alors de pertes par écouigmeais aussi au cours de la cuisson (on parle
alors de pertes a la cuisson). Il est par aillpossible d’estimer le pouvoir de rétention d’eaund’
viande par détermination des pertes de jus lord’aplication d’'une force externe sur un

échantillon de muscle : la quantité de jus prodesteappelée jus expressible.

2.3.1.2. Le pH.

Bien qu’il s’agisse en fait d’'un parameétre chimigleepH est habituellement classé parmi
les caractéristiques technologiques parce qu’luarfce de fagon trés importante I'aptitude a la
conservation et a la transformation des viandeuug®ret Ball, 1990). La valeur du pH
intramusculaire mesuri@ vivo est proche de 7. La valeur finale (pH ultime) iateeinfluence trés
fortement l'aptitude a la conservation de la viandénsi par exemple, un pH éleve, supérieur a 6,
favorise le développement des micro-organismesaalt® responsables d’'une altération du godt et
de l'odeur de la viande, mais aussi des micro-asgaes pathogenes (Monin, 1988). Par ailleurs,
un pH élevé entrainera également une modificatladapacité de rétention d’eau et des qualités
organoleptiques (Purchas et Aungsupakorn, 1993\aleur finale est donc liée principalement a
un seul facteur : la quantité de glycogéne présgans le muscle avant I'abattage. L'évolution du
pH n’est pas homogéne dans la carcasse : elle danemuscle a I'autre, voire méme d’un endroit
a l'autre au sein du méme muscle. Ces variatiotre @speces et entre muscles sont liees au type

meétabolique des fibres musculaires.

2.3.2. Caractéristiques organoleptiques.

Ce sont les caractéristiques percues par les sensrmommateur (Monin, 1991). Tous les
sens peuvent étre impliqués dans I'évaluation dulemée alimentaire : la vue, le godt, I'odorat, le
toucher a la main ou dans la bouche, voire mémeidioLe terme de caractéristiques
« sensorielles » est également employé (Sauvat@@®). En raison méme de leur influence directe
sur le comportement du consommateur et donc sacdfaabilité du produit, les anglo-saxons
utilisent également les termes « palatability latties » ou « acceptability attributes ». Quelle que
soit la terminologie utilisée, les différentes caéaistiques sont : la tendreté, la couleur, lagité
et la flaveur. Ces caractéristiques peuvent étreundées soit par des meéthodes instrumentales, soit

par des évaluations sensorielles réalisées parrynlje consommateur est particulierement attentif
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Figure 13 :Couleur de la viande.

A. Viande PSE de couleur claire — B. Viande normal& Viande DFD de couleur sombre.
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aux variations de la qualité des produits gu’il ®mmme. Lorsqu’elles sont excessives, elles
peuvent entrainer un rejet du produit. La viand&indppe pas a la régle, d’autant plus qu’il n’est
pas possible de corriger ces variations par meélangénomogénéisation. C’est ainsi qu'il est
considéré que, parmi les critéres de qualité quveet limiter la consommation de viande de boeuf,
le plus important est la tendreté (Demeyer et Dor&899). Non seulement le consommateur exige
gue la viande soit tendre, mais plus encore, cqu&it toujours tendre.

2.3.2.1 Couleur.

Chronologiquement, la couleur d’'une viande est fenper critere d’appréciation de la
viande percu par le consommateur. Elle le guider mmm choix. Elle dépend fortement de la
guantité de myoglobine (Charpentier, 1966). Ledéddhtes fibres musculaires posseédent des
teneurs variables en myoglobine suivant qu’il sagid’'un muscle a caractere oxydatif (riche en
myoglobine) ou a caractere glycolytique (pauvremgroglobine). La proportion de ces différents
types de fibres au sein d’'un muscle influence timent sa couleur. La quantité de pigments peut
ainsi varier du simple au double entre muscles e’'méme carcasse (Renerre et Valin, 1979).
L’'aspect visuel d'une viande dépend également dariecture du muscle réfléchissant la lumiere.
L'abaissement du pH augmente la quantité d'eaacethulaire et, en conséquence, la réflexion de
la lumiére incidente (Offeet al., 1989), ce qui confére un aspect clair aux viarzdbas pH. Dans
certains cas, une carence en glycogéne musculairacment de I'abattage induit un pH élevé
(pH > 5,8-6), I'acidification s’arréte trop tot ket viande reste sombre. On parle alors de vianae «
pH élevé » ou « a coupe sombre », la viande est edoge foncé (Figure 13C) et sa coupe est dure
et ferme, on I'appelle viande DFD pour « dark, fiamd dry ». Ces problemes de viande a pH élevé
se rencontrent chez les bovins adultes mais tremment chez les veaux. Au contraire, une
acidification trop rapide du muscle induit une anpale, molle et exsudative ou viande PSE
(Figure 13A) pour « pale, soft and exudative ». demet al. (1996) ont montré chez le bovin
gu'une augmentation de la vitesse de chute postemodu pH entraine une diminution de la
tendreté du muscleongissimus thorasis aprées 14 jours de maturation a 4°C. Chez le pare,
vitesse de chute trop rapide du pH est jugée resiidm du manque de maturation des viandes PSE
et des défauts de tendreté qui en découlent (Mietedl., 1995). Le consommateur recherche en
général une viande ni trop péale, ni trop foncéeeetouleur homogene.

Les tissus adipeux intermusculaire (marbré) etamtrsculaire (persillé) influencent
également l'acceptabilité de la viande par le comsateur qui n‘apprécie pas une quantité trop
importante de gras visible, méme si la teneur pidds intramusculaires améliore les autres

composantes de la qualité organoleptique. Une étalssée par Fernandeizal. (1996) confirme
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ce paradoxe : les consommateurs ne souhaitenbojragevgras dans la viande avant consommation,
alors que l'appréciation de la viande aprés consatiom augmente avec le taux de lipides

intramusculaires jusqu'a une teneur en lipides cm@gntre 2,5 et 3,5 %.

2.3.2.2. Tendreté.

La tendreté de la viande est la facilité avec lgua viande est découpée puis broyée lors
de la mastication. Elle peut étre considérée corfaneomposant mécanique de la texture de la
viande. C’est la qualité la plus appréciée et laisprecherchée par le consommateur.
Paradoxalement, la tendreté est souvent exprimesgpacontraire : la dureté. Ce paramétre peut
facilement étre mesuré puisqu’il représente lastésce mécanique lors du cisaillement ou de la
mastication. Ce parametre est tres souvent mesurées viandes cuites puisque les viandes non
divisées sont consommeées le plus souvent aprésocuita facilité avec laquelle une viande se
laisse trancher ou mastiquer, dépend de la quadttéa répartition et du degré de polymérisation
du collagéne musculaire, ainsi que de la structag@fibrillaire (Valin, 1988). Le collagéne
intervient par sa quantité et sa solubilité. C@stcomposant musculaire trés résistant qui forme
'armature interne et externe des muscles, encppelé « tissu conjonctif ». Cette armature de
collagéne confére au muscle sa dureté de basmongeau est d’autant plus dur que la quantité de
collagéne est importante et que ce collagéne estiuble. La composante myofibrillaire joue
eégalement un role prépondérant dans la détermmaliola tendreté de la viande. La résistance
meécanique n'est pas constapet mortem. On distingue habituellement trois périodes. Lenpere
précéde l'état de rigidité cadavérique, on l'appélatpre rigor, elle est suivie par la rigidité
cadavériquer{gor mortis) qui devient maximale au bout de quelques heyressd'abattage chez
les bovins. Cet état correspond a des valeurs naesrde résistance mécanique que l'on peut
mettre en évidence par la mesure de la force maaima cisaillement c’est a dire la force
maximale qui est appliquée au cours d'une épreavasaillement d'un échantillon de viande. La
valeur maximale est atteinte 1 a 2 jours aprésittabe. Ensuite, on observe une diminution de la
résistance mécanique de la viande correspondamatandrissement de la structure myofibrillaire.
Cet attendrissement résulte d'une fragilisatiodadstructure myofibrillaire, elle-méme expliquée
par une protéolyse partielle de certaines protéifess impliquées dans la constitution de la
structure des myofibrilles. Cette protéolyse salpitodés I'abattage mais ses effets favorablemsur
tendreté sont masqués par le développement dgidktéi cadavérique au cours des 24 premiéres
heures. Les propriétés des myofibrilles dépendsserdiellement de I'évolutigrost mortem du pH
et des réactions protéolytiques intervenant pendamaturation (Valin, 1988). Minelét al. (1995)

et Moninet al. (1999) ont montré que la vitesse de chute du ph$tdoe le principal déterminant
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de la résistance myofibrillaire et de la duretéadeiande de porc, le pH ultime ayant un effet rsoin
important. La tendreté augmente avec la durée déittonnement de la viande (Woa al.,
1996).

Pour préciser I'importance relative des différertasactéristiques biochimiques des muscles
sur la tendreté de la viande, Dransfield (1993galisé une étude sur trois muscles donnant des
viandes différentes en terme de tendreté (du @odré au moins tendreLongissimus thoracis
(LT), Semitendinosus (ST), Triceps brachii (TB)). Il a été montré que les viandes tendregsfid
jours de maturation ont tendance a avoir une faéieur en collagéene total et insoluble, une teneur
élevée en lipides, des fibres musculaires de ptitie, un pourcentage faible de fibres rapides
oxydo-glycolytiques et un pourcentage élevée deefilentes oxydatives. Cependant, I'ensemble de
ces variables ne permet d’expliquer qu’une faildet ple la variabilité de la tendreté finale de la

viande.

2.3.2.3. Jutosité.

La jutosité d’'une viande, ou impression de lib@mtde jus, est une caractéristique percue
lors de la mastication. Elle est liee a la quandiau libre subsistante dans la viande et a la
sécrétion de salive stimulée essentiellement malipales. Elle varie avec le pouvoir de rétention
d'eau de la viande, les pertes a la cuisson etkepce de lipides. Le pouvoir de rétention d'ehu e
une caractéristique de la viande importante a glusititres : aspect du produit cru, perte a la
cuisson, jutosité du produit cuit. La part la plogportante de I'eau est retenue par des forces de
type capillaire dans le réseau myofibrillaire deiutes musculaires. Trois facteurs modifient le
volume myofibrillaire apres l'abattage, donc I'egpdisponible pour les molécules d'eau (Offer et
Knight, 1988). Il s’agit de la diminution du pH, ¢k fixation des filaments fins (actine) et épais
(myosine) lors de l'installation de la rigidité eadrique et de la dénaturation de la myosine. Le
coefficient de corrélation entre le pHu et la jidsle la viande est évalué a 0,68. Les lipides
intramusculaires influenceraient favorablemenutagité de la viande, le coefficient de corrélation

entre le taux de lipides intramusculaires et lagité variant selon les études entre 0,21 et 0,65.

2.3.2.4. Flaveur.

La flaveur est un ensemble complexe de sensatiengsigs par le godt et 'odorat lorsque le
morceau de viande est en bouche. La flaveur assexisaveurs et les aromes. Ces perceptions
olfactives et gustatives lors de la dégustatiort §bérées au moment de la cuisson de la viande a
partir de molécules précurseurs d’arbmes, contenagsnment dans le gras. Les lipides ont une
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incidence sur la consistance du tissu adipeux, osamte essentielle de la qualité de ce tissu
(Tourailleet al., 1989). Plus précisément, c’'est le degré d’insditam des acides gras qui influence
la consistance. Un tissu adipeux constitué d’'ungrnibé@ d’acides gras insaturés sera plutét mou, et
dans le cas contraire il sera ferme. La durée deserwation du tissu est limitée par le
développement des réactions d’oxydation des agdes insaturés qui favorisent une forte teneur
en eau et un degré d’insaturation des lipides @@telet Mourot, 1998). La teneur en lipides
intramusculaires est un facteur primordial concetteflaveur de la viande, si ce taux est inférieu
a la valeur seuil déterminée pour I'espéce conegrfeé viande n’est plus caractérisée par une
flaveur spécifique (Hocquettet al., 1998). La teneur optimale en lipides intramusces$apour
I'obtention de caractéristiques sensorielles faMesest de 2,5 a 3,0 % dans le mukolagissimus

de porc (Fernande& al., 1995), elle est estimée a 4 % de gras intramaseupour le bovin et
serait méme préjudiciable a la flaveur au dela @d4.3%. Parmi la composante lipidique, un réle
important est attribué aux phospholipides dangielbppement de la flaveur caractéristique de la
viande cuite (Mottram et Edwards, 1983). En conséqge, la typologie d'un muscle peut influencer
la flaveur de la viande en raison des différencedetheur et de composition en phospholipides
selon le type métabolique des muscles (Leseignexynddr et Gandemer, 1991). Chez le mouton,
Valin et al. (1982) ont montré que l'intensité de la flaveurd@ectement liée au caractere rouge de

la viande, en particulier au pourcentage de fileetes.

2.3.3. Qualité hygiénique.

La qualité hygiénique de la viande constitue I'erice élémentaire du consommateur. Elle
peut étre altérée par la prolifération de microamigmes néfastes et/ou la présence de composés
toxiques. La viande peut étre contaminée par desooriganismes a différentes étapes de la chaine
de transformation. Le contréle des proliférationsrobiennes dépend avant tout du respect de la
chaine du froid, cependant plusieurs facteurs pauegalement influencer la multiplication
microbienne. Ainsi, un pH ultime élevé favorisedéveloppement de bactéries putréfiantes. En
conséguence, les muscles riches en fibres rougéss)epauvres en glycogene, sont plus exposés
aux proliférations bactériennes néfastes.

L'utilisation de certaines molécules en élevagdilfemiques, facteurs de croissance), qui
peut entrainer la présence de résidus dans ledesadevient une préoccupation grandissante pour
le public. L'évolution possible de la demande dessommateurs vers une viande exempte de

résidus pourrait avoir des conséquences consi@srabl I'ensemble des acteurs de la filiere.
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2.4. Génes a effets majeurs sur la qualité dealadéa

La qualité de la viande est sous le contrdle d’'temd nombre de parametres, allant de
'alimentation de I'animal au determinisme génééigan passant par l'age, le stress, les conditions
d’abattage, les conditions de stockage et de ntaiora Ces caractéristiques dans les différentes
espéeces animales sont fonction d’un grand nombrpad@métres dont certains sont inhérents a
lanimal lui-méme et d'autres controlés par I'homnoemme le mode délevage ou la

transformation en viande.

Certains genes, notamment chez le porc, sont cimésidcomme des geénes majeurs

influencant les qualités de la viande : le génsatesibilité a I’halothane et le géne RN.

Au début des années 70, le test d’'anesthésie athgathane a permis une meilleure
compréhension du déterminisme héréditaire des emmuhles et exsudatives (Eikelenboom et
Minkema, 1974). Ce test sépare les animaux en datégories : les animaux sensibles et les
animaux non sensibles. La sensibilité a I'halothestdiée a un déterminisme monogénique (Smith
et Bampton, 1977), le géne est désigné HalS (oGetje sensibilité est due a un polymorphisme de
type SNP dans le géne codant le récepteur a leodyaa impliquée dans les mouvements de
calcium de la cellule musculaire striee. Cette ibdité se traduit pour la cellule par une pertelae
capacité a controler ses flux d’ions calcium ;tieite ATPasique myofibrilaire est activée de fagon
durable, ce qui conduit a une intense hydrolysd’AJEP. Par conséquent, les mécanismes de
resynthése de I'ATP sont trés actifs. Cette acattdr du métabolisme s’accompagne d’une forte
production de chaleur et d’'une accumulation d’atéatique. Ces animaux sensibles montrent une
chute rapide du pH, une température musculaireéélet un établissement précoce deidmr
mortis (Monin et al., 1987). Ces phénoménes sont a I'origine de I'appardu syndrome PSE.

Dans le début des années 90, une mutation généitjrainant un phénotype nommé RN
(Rendement Napole) (Naveatial., 1985), a été caractérisée grace a une analységtégation
réalisée dans des lignées de porcs de race HamgkbiRoyet al., 1990). Les conséquences de ce
défaut n'ont pas été immediatement comprises, oarseulement aucune pathologie liee a cette
mutation n’avait été recensée, mais au contraliefavorisait la croissance et la masse musculaire
des carcasses. Les éleveurs ont donc préférentagitesélectionné les animaux porteurs de la
mutation RN conduisant ainsi a un accroissement de la fréquelec cet allele au sein de la
population de race Hampshire. Les muscles des aniparteurs de cet allele subissent une baisse
des rendements industriels notamment lors de békion de jambons cuits ou salés. Cet effet est
dd a un accroissement d’environ 70 % du taux deoglgne dans les muscles squelettiques (Estrade
et al., 1993). L'identification et I'élimination de la nation responsable de ce phénotype devinrent
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Figure 14 :Représentation schématique des sous-upitds ’AMPK avec leurs quatre domaines
CBS.

Les principales mutations naturelles connues safijuées sur la figure, notamment la mutation
responsable du phénotype Rbhez le porc ainsi que plusieurs mutations susdas-unitéy,
(d’aprés Carling, 2004).
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rapidement une nécessité économique pour les mielasta mutation RNest située sur le
chromosome 15 porcin (Milagt al., 1996). Elle a été identifiée par une techniquecld@age
positionnel (Milanet al., 2000). Cette mutation concerne le g&RKAG3 codant l'isoformey;
d'une des sous-unités de la protéine kinase AMRuggnte (AMPK). L'allele RNcode une
protéine ou I'Arginine 225 est remplacée par unat&@hine (R225Q). Ce changement en acide
aminé (R225Q) intervient au niveau d'un des donmgai@8S (domaine CBS1) de la protéine. Il
s’agit la de la premiére mutation naturelle surMRK entrainant un effet physiologique associé.
Des souris transgéniques sur-exprimant la mut&Rip25Q de la sous-unitg porcine (TgPrkag3
2229 présentent une augmentation du taux de glycogéms le muscle comparativement a des
souris normales ou des souris KBrkag3 ") pour ce géne. Ceci confirme I'association de la
mutation avec le phénotype, et montre qu’il ne it’ggs d’'une mutation perte de fonction
(Andersson, 2003). La mutation spécifique du geREAG3 entraine une diminution de l'activité
de I'AMPK et une augmentation du contenu en glynegmusculaire chez le porc Hampshire
(Milan et al., 2000). Il a été suggéré que cette mutation aelivdans un premier temps I'AMPK,
ce qui produirait une augmentation du transporgldicose et de la synthése de glycogene et que
I'inhibition subséquente de l'activité de I'AMPKraé secondaire a un mécanisme de régulation
négative di a la synthése accrue de glycogéne \(Petaal., 2000 ; Hamiltonet al., 2001).
Considérant les résultats de ces deux derniereestil a donc été suggéré que la sous-ugité
serait impliguée dans l'augmentation du contenuglgnogene musculaire dans les myofibres

oxydatives observée suite a I'entrainement physique

Une mutation équivalente a celle présente danséfe gporcinPRKAG3 existe dans le gene
PRKAG2 (codant I'isoformey, de 'AMPK) humain. Elle se situe a une positiorrrespondante
dans le domaine CBS 1 (R302Q) et provoque le synércardiomyopathique de Wolf-Parkinson-
White (WPW), une arythmie cardiaque caractérisée ypee pré-excitation ventriculaire, dans
laguelle le délai normal de contraction entre libede et le ventricule est réduit (Gollad al.,
2001). Les patients atteints d’'un tel phénomenésgmtent de fréquents troubles du rythme
cardiaque et peuvent décéder d'un arrét du cceun age relativement précoce. Des études
employant un modéle de souris transgéniques (Ataal., 2003) suggérent que les arythmies
peuvent étre provoquées par un stockage élevéydeggine dans le muscle cardiaque. D’autres
mutations ont été identifiées pour cette sous-unitthez ’'homme (Figure 14). Une, plus critique,
a été identifiee, comme la mutation R531Q, respaasd’'une |éthalité néo-natale précoce. Les
coeurs sont plus gros, avec a lintérieur une qtéarglus importante de glycogéne et une

organisation myofibrilaire modifiée.
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Une étude fonctionnelle utilisant la kinase de tevB8nfl-Snf4 suggere que cette mutation
donne une kinase constitutivement active (Aeldl., 2002), de méme que la mutation R70Q dans

lisoformeyl humaine (Hamiltomt al., 2001).

Ces différentes mutations se produisant dans udal@sines Bateman, ou plus précisément
dans l'une des régions CBS, des différentes soiiésuynassociées aux caracteres phénotypiques
précédemment décrits suggerent une variation firdon de 'AMP au niveau des ces domaines
ainsi qu’une variation dans l'activation du comm@ery par 'AMP. Les domaines Bateman ont
également la capacité de lier 'ATP (avec moindfuliié que '’AMP). Ceci va dans le sens gu’une

forte concentration en ATP est capable d’inhiberdtets activateurs de 'AMP sur TAMPK.

La qualité d’'une viande est déterminée par le nudithe musculaire puisque celui-ci gére
les caractéristiques biochimiques du muscle. Cé#géreintes mutations dans les sous-unités
montrent leur importance au niveau de la régulat@hrez le porc, la mutation REst associée a un
taux élevé de glycogene. De plus, les animaux patde cette mutation produisent des pertes en
eau plus importantes lors de I'élaboration des fambChez le bovin, il n’existe a I'heure actuelle
aucune étude sur ce sujet. La connaissance dausausité régulatrice de 'TAMPK au niveau de
muscle semble étre importante pour le domaineideustrie de la viande bovine. Outre cet intérét
appliqué, la connaissance fondamentale de cettgnenzst essentielle pour comprendre les

différents mécanismes de régulation métabolique.
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1. Matériel biologique

1.1. ADN génomique

Les échantillons d’ADN génomique utilisés pour égsencage et la recherche de SNP sont
issus d’animaux de race Limousine, Charolaise eu&n

Le génotypage des polymorphismes a été réaliséasimaux de race Limousine et
Charolaise (programme GemQual) ainsi que sur diesaax de race Chianina (collaboration avec
I'Université de Pise, Italie).

Les échantillons d’ADN génomique utilisés pour &ades d’association ont été prélevés
sur des veaux de race Holstein en collaboratior déquipe du Dr A. Ouali (INRA, Clermont-
Ferrand/Theix), le centre de sélection MIDATEST (lbuse) et les abattoirs Spangherro

(Castelnaudary).

1.2. Tissus

Les tissus utilisés pour les extractions d’ARN mit@iques sont issus d’individus de race
Limousine et Charolaise. Des parties du cerveaucakur, du foie, de la rate, des reins, des
testicules ainsi que différents muscles squelessg(diaphragmel.ongissimus Dorsi, Rectus
Abdominis, Semi Tendinosus) ont été prélevés immédiatement apres I'abattdgeoupés en petit
morceaux, congelés dans de l'azote liquide et esdimservés a -80°C. Les animaux ont été abattus

a I'abattoir expérimental du centre INRA de Clermbarrand/Theix.

1.3. Anticorps

Quatre anticorps ont été utilisés contre la pretéfRKAG3. Un anticorps polyclonal
reconnaissant la protéine murine, gracieusemennifquar la société Arexis (Uppsala, Suede),
reconnaissant le motif ISVGEALRRRTLCLEG situé démségion N-terminale de la protéine. Un
anticorps commercial polyclonal généré grace aeptige synthétiqgue sélectionné dans la région
N-terminale de la protéine humaine (Abgent). Aimpse deux sérums polyclonaux de lapin, généres
par le Dr A. Ouali (INRA, Clermont-Ferrand/Theixpntre deux formes de la protéiyi@ bovine.
Les deux sérums de lapin, Anti-Ex1.Ex2 et Anti-Ex2, sont dirigés contre des peptides de la
protéine bovine correspondant I'un au produit @eluction de la fin de I'exon 1 et du début de
l'exon 2 (NH2-KYEHALCGTPSWSSK-COOH), l'autre a celde la fin de lintron 1 (NH2-
KYLCGSLFSTQTPSK-COOH).

Un anticorps commercial a été utilisé contre lagine PPAR (Calbiochem).
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Un anticorps polyclonal de lapin a été généré eolatrprotéine chimére PPARG- T-SEN2
bovine. Le sérum de lapin, Anti-Chim, est dirigéhte un peptide de la protéine bovine H2N-
CYFGKGILSRSRPNFT-CONH2 (Eurogentec, Liege, Belgigue

Pour la révélation, un anticorps secondaire potelapin couplé a la peroxydase (POD)
(DAKO) a été utilisé.
Lors de la production de protéine recombinante,aaticorps anti-Histidine couplé a la

peroxydase (DAKO) a été utilisé.

1.4. Lignées cellulaires
Deux lignées cellulaires ont été utilisées. Un@digg nommée COS7, correspondant a des
cellules de rein de singe vert de Madagascar wamsfes par SV40, et une lignée embryonnaire

rénale humaine, nommée HEK 293.

1.5. Vecteurs

Cing types de vecteurs ont été utilisés : le vecpflR 2.1-TOPO pour le clonage des
produits PCR (Invitrogen), les vecteurs pET 3akeT 8d (Novagen) pour le clonage des ADNc
codant les différentes sous-unités de I'AMPK, letear pcDNA 3.1 (Invitrogen) et le vecteur
pCAGGS (fourni par Yu et Goodyear) pour la produtten cellules eucaryotes et le vecteur

pIVEX 2.4 (Roche) pour la production in-vitro. Lelde de sélection utilisé est 'ampicilline.

Les BAC (Bacterial Artificial Chromosome) utilis@sur le travail de these sont issus de la
banque de BAC bovine disponible au Centre de ResssuBiologiques en Génomique Des

Animaux Domestiques d’Intérét Economique (CRB GADIRRA, Jouy-en-Josas).
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2. Méthodes relatives aux acides nucléiques
2.1. Préparation d’ADN plasmidique
2.1.1. Mini-préparation et midi-préparation d’ADMapmidique
L’ADN plasmidique est purifié en petite quantitéeave kit « High Pure Plasmid Isolation »
(Roche) et en quantité plus importante avec leckitiSpeed™ Plasmid Purification » (QIAGEN).
Le principe de ces kits est basé sur une lyseiadcalivie d’'une rétention de I’ADN plasmidique

sur une résine échangeuse d’anions. L’ADN aprédigation est conserve a -20°C.

2.1.2. Midi-préparation d’ADN de BAC

Les midi-préparations d’ADN de BAC sont réaliséepatir d’'un protocole issu de «
Molecular Cloning » et modifié par Jin-Tae Jeoro(Jet al., 2001). Un ml d’'une préculture est
ensemencé dans un volume de 50 ml de milieu LBigLBertoni) ayant une concentration finale de
12,5 ug/ml en chloramphénicol, pendant une nuit a 37°€caagitation (250 rpm). La culture est
centrifugée a 5000 g pendant 30 min. Le culot weriéest repris dans 2 ml de solution | (50 mM
de glucose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris-Cl, pH 8) et lexctéries sont lysées par I'addition de 4 ml
de solution 1l (0,2 N NaOH, 1% SDS). Aprés 2 min lgee a température ambiante, 3 ml de
solution Il (acétate de potassium 5 M, acide ag&ti glaciale) sont ajoutés. Aprés
homogénéisation, les tubes sont incubés 30 min ldagkace et centrifugés 20 min a 5000 g et a
4°C. Le surnageant est prélevé et filtré sur dgalee stérile et peut-étre conservé a —20°C pendant
plusieurs mois. L'ADN est ensuite précipité a lpsopanol (750ul de surnageant + 45l
d’isopropanol) et récupéré par centrifugation petnd® min a 15000 g. Le culot est lavé avec 1 ml
d’éthanol 70%. Aprés séchage, le culot est repaiss#0ul de tampon TE/RNAse A (2(g/ml
final). Afin de resuspendre I'ADN, les tubes samtubés a 37°C pendant 10 min.

2.2. Préparation d’ADN
2.2.1 Extraction d’ADN génomique total a partirrdescle

L’extraction et la purification de 'ADN génomiqguont réalisées a partir d'un échantillon
de muscle bovin. Le tissu (environ 500 mg) est Bagh’aide d’'un scalpel puis repris dans un
tampon de digestion (Tris HCI pH8 10 mM, NaCl 10 mi8DTA 25 mM, urée 8 M, protéinase K
0,15 pg/ml) a raison de 6 ml pour 1 g d'échantilldat homogénat est incubé a 56°C pendant 12 a
18 h afin d'éliminer les protéines présentes. Apresextraction au phénol-chloroforme [%2 volume
de phénol, % volume de chloroforme/alcool isoanugdiq24/1)], 'ADN est précipité a I'éthanol

absolu en présence de NaCl 250 mM final et re@sdin volume approprié d'eau.
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2.2.2. Extraction d’ADN génomique a partir de sang

L’extraction et la purification de 'ADN génomiquont réalisées a partir de 5 ml de sang
avec EDTA, préalablement congelé a -20°C. Le sabnglécongelé lentement dans la glace, puis
dilué dans 4 volumes de TE 20/5 froid et incubésdém glace pendant 15 minutes. Apres
centrifugation 20 minutes a 4°C et 4000 rpm, leotelst remis en suspension dans 15 ml de TE
20/5, suivi par une nouvelle centrifugation de lfbutes. Le culot est ensuite lavé plusieurs fois
jusqu’a ce qu’il devienne translucide, puis il esiris dans %2 volume de sang de départ de TE 20/5,
complémenté par 1% final de SDS, et 200pg/ml fileaProtéinase K. Cet homogénat est incubé a
65°C pendant 2 heures. L'ADN est ensuite précipltéthanol absolu en présence de NaCl 250 mM

final et repris dans un volume approprié d'eau.

2.3. Préparation d’ARN totaux

Les échantillons de muscle, conservés a -80°C, lsmyés dans le réactif TRIZOL, un
composé phénolique, & l'aide d’un polytron (ULTRAHERAX® T25 basic IKA-WERKE). Les
ARNSs sont extraits a partir de la phase aqueusa $&lméthode de Chomczynski et Sacchi (1987)
dont le protocole est fourni avec le réactif TRIZotle « Life Technologies ». La solution d’ARN
totaux ainsi obtenue est aliquotée et conserv86°&-

La qualité et la quantité des ARN extraits sonttidées grace a la méthode développée par
Agilent Technologies. Les échantillons d’ARN samiités avec le kit RNA 6000 Nano, déposés sur
une puce Agilent RNA 6000 Nano LabChip et analysésc un Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent

Technologies).

2.4. Méthodes basées sur la réaction en chainelgmgrisation (PCR)
Les amorces utilisées au cours de ce travail deethent répertoriées en Annexe 1.

2.4.1. Réaction de PCR (classique, Touchdown)
La technique d’amplification de I'ADN par la technie de PCR (Sailat al., 1988) permet
I'amplification, selon un mode exponentiel du nombe copies d’'un fragment d’ADN double brin.
L’ADN est synthétisé par la polymérase de la bastéhermophileThermus aquaticus (Taq

polymérase) par extension a partir de deux amaiogenucléotidiques.
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Les PCR sont réalisées dans un volume final dgl.2Bour chaque réaction, on trouve dans
le tube 30 ng d’ADN en moyenne, 10 pmol de chadig®ucléotide, 0,5 U de Taq polymérase en
moyenne, 2 mM de Mggl 0,25 mM de chaque désoxynucléotide triphospha#el®, dCTP,
dGTP et dTTP) et enfin 1X de tampon fourni ave@dg polymérase. La Taq polymérase utilisée
dans ce travail de these est la UptiTherm Taq Péilgee (Interchim). Jusqu’a 10 % de DMSO peut
étre ajouté dans le cas d’amplification de régiictses en nucléotides GC. La réaction classique est
constituée de 3 étapes : une étape de dénaturtHienmique (96°C, 3-4 min), une étape
d’amplification de ’'ADN pendant 35 cycles en mogen96°C, 30s pour la dénaturation thermique
; 55°C, 30s pour I'hybridation des amorces ; 721@)in pour I'élongation) et une étape de
terminaison de la synthése d’ADN (72°C, 5min). CGegpamme peut-étre modifié notamment en
fonction des amorces utilisées (température d’laghion), de la taille de I'amplifiat (temps
d’élongation) et de la Tag polymérase utilisée fiérature d’élongation).

D’autres types de méthodes peuvent étre utilisésmm la méthode « Touchdown ». Cette
méthode comporte une étape de dénaturation theengtjule terminaison de la synthese d’ADN
identiques, par contre I'étape d’hybridation desoeres est un peu différente. En effet, les 30
cycles d’élongation classiques seront précédés dgcles avec une diminution de 1°C de la
température d’hybridation a chaque cycle, ceci p#iant d’augmenter la spécificité d’hybridation

des amorces.

2.4.2. RT-PCR
Afin de générer des fragments d’ADN complémentaiceible brins & partir des ARN
totaux, une transcription inverse est réalisée &wdit « SuperScript™ Il Reverse Transcriptase »
(Invitrogen). Ensuite, 1 a gl de la solution ainsi obtenue d’ADNc sont utiliggsur une PCR
suivant une méthode adéquate a I'amplification eediée (classique, « Touchdown », long

fragments).

2.4.3. RACE-PCR (Rapid Amplication cDNA End’s-PCR)
La technique de RACE-PCR (Rapid Amplication of cDNeAds) permet d’amplifier les
extrémités 5’ et 3' des ADNc d’'intérét. Des ARNaox ou messagers sont traités avec le kit «
SMART™ RACE cDNA Amplification » kit (Clontech), & les instructions du fabricant.
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2.4.4. PCR quantitative
La PCR quantitative consiste a comparer le nomlwetrdnscrits d’au moins deux

échantillons. Un échantillon sert de référence efuantification des autres sera faite relativeraent
cette référence. La quantification repose sur sphexponentielle d’amplification, au moment ou
le signal sort du bruit de fond et est significa@fe moment correspond a un certain nombre de
cycles et est appelé Ct (Threshold Cycle). Poux dpuantités initiales différentes, on obtiendra
deux Ct différents. Un gene calibre@APDH) est utilisé a chaque fois. Ce gene, dont I'exgioes
n’est pas modifiee dans les différentes situatmakbgiques, permet d’éviter que des modifications
de quantités d’ADNc dans l'essai soient analyséesnte des différences d’expression. Le taux
d’expression du gene d’intérét est déterminé pppod a ce géne calibreur. La comparaison de

I'expression des genes entre les deux situatiarlegiques est obtenue par le calcul :

[2—(Ct géne d'intérét échantillon 1 - Ct géne d'iBtéchantillon ﬁ) / [2—(Ct géne référence échantillon 1 - Ct géne réfé&r@chantillon ﬂ)

Les réactions de PCR en temps réel sont réalisées dn appareil 7900 HT (Applied
Biosystems). Chaque échantillon est analysé ehctatpLe programme d’amplification est de 10
min a 95°C (dénaturation) suivi de 40 cycles des1® 95°C puis 1 min a 65°C (hybridation et

élongation respectivement).

2.4.4.1. Quantification par chimie Tagman
Le principe repose sur la fonction exonucléase>33'-de la Taq polymérase. La sonde est
un oligonucléotide spécifique d’'un fragment intedgela séquence a amplifier, elle est marquée en
5’ par un fluorochrome appelé « reporter » et epad’un fluorochrome appelé « quencher ». Si la
sonde est dégradée par l'activité exonucléasiqu deq, les fluorochromes ne sont plus reliés
entre eux et le signal de fluorescence exprimélgaeporter sera augmenté. L'augmentation du

signal est proportionnelle au nombre de copiesmeéthsées a chaque cycle de la PCR.

La réaction est réalisée a l'aide du kit « Tagfh@&X PCR Master Mix » (Applied

Biosystems) dans un volume final de 20 pl.

2.4.4.2. Quantification par SYBR Green
Les analyses sont réalisées en utilisant le fllomoe SYBR Green | (1X SYBRGreen
PCR Master Mix (Applied Biosystems)), un intercaldiuorescent de I'ADN double brin.
Contrairement a la chimie Tagman, il n’est nul lrest® concevoir une sonde. En contre partie, la

fluorescence mesurée peut provenir de produits gliication non spécifiques.
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Pour chaque gene d'intérét, un couple d'oligonudés est choisi grace au logiciel Primer
Express (Perkin Elmer). Ces différents couples diaes doivent étre validés expérimentalement.
Dans un premier temps, on recherche la concentraptimale en amorce. Trois concentrations en
oligonucléotides (50, 300 et 900 nM) sont doncéestafin de déterminer la concentration qui
donne le meilleur signal de fluorescence. Le mé&amggctionnel est composé del5d’ADN a 5
ngiul, de 10ul de Mix SYBR Green et de il d'amorces sens et antisens a @\ pour une
concentration finale de 300 nM. L’étape suivantasiste a vérifier la relation entre le nombre de
cycles (Ct) nécessaire pour que le signal de fhgmece atteigne une valeur seuil et le logarithme
de la concentration en ADN matrice. Cing dilutiosisccessives au Y2 de 'ADN matrice sont
réalisées. Pour une efficacité de PCR a 100%, iéepde la droite Ct en fonction de lege la
concentration en ADN matrice doit étre égale a 23,Borsque toutes ces Vérifications

préliminaires sont réalisées, on analyse les éttloastd’intérét.

2.5. Electrophorése d’acides nucléigues et putitioa
2.5.1. Electrophorése en gel d’agarose

Les analyses se font par électrophorése en gehmiag (dont la concentration varie en
fonction de la taille des fragments d’ADN étudiesntenant du Bromure d’Etidium (BEt 0,5
ug/ml). Le tampon utilisé est du TBE (Tris-borate g0 89 mM, EDTA 2 mM pH 7,5). La
migration s’effectue a 10 V/cm de gel environ. lHéatillon d’ADN auquel est ajouté du tampon
de charge (bleu de bromophénol 0,25 %, xylene dy&28 %, glycérol 40 %) est déposé sur gel.
Un marqueur de taille approprieé, comme par exergle Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen), est

déposé en regard des échantillons et permet desdirder la taille des fragments d’ADN.

2.5.2. Purification des fragments d’ADN aprés séfian sur gel d’agarose
Le systeme d’extraction commercial « QIAquick gefraction Kit » (Qiagen) a été utilisé
pour la purification de fragments de 40 pb a 10.§xdn principe repose sur I'adsorption de 'ADN

sur une colonne de silice.

2.6. Clonage de fragments d’ADN

Le clonage consiste a insérer un fragment d’ADNsdam vecteur qui est ensuite introduit
dans une cellule hote. Le clonage est composé abe &eapes : une étape de ligature (ligature de
produits PCR ou de fragments d’ADN a extrémités ésoles) permettant I'introduction du
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fragment d’ADN dans un vecteur et une étape destoamation consistant en I'introduction du
vecteur dans la cellule hote.

2.6.1. Ligature
2.6.1.1. Ligature par Topoisomérase
Le clonage de produits PCR a été effectué grasystame pCR 2.1-TOPO (Invitrogen). Le
principe repose sur le fait que la Taq polyméraseta des nucléotides A a chaque extrémité 3'OH
du produit d’élongation. Le vecteur utilisé ici gede des nucléotides T a chaque extrémité 5’
améliorant ainsi I'efficacité de clonage des pregllRCR. La ligature se fait en présence de salt

solution a température ambiante selon les insbmstdu fabricant.

2.6.1.2. Ligature des extrémités générées apresddign par des
enzymes de restriction
En ce qui concerne le clonage de fragments d’ADiNsdes autres vecteurs, le vecteur et le

fragment d’ADN a insérer sont préparés par digastar des enzymes de restriction dans le but de
présenter des extrémités compatibles. Une seuteoxi enzymes de restriction différentes peuvent
étre utilisées. L'utilisation de deux enzymes destrietion différentes permet le clonage
directionnel. Les sites de clivage des enzymesesgiction sont soit présents sur le fragment soit
introduits sur les amorces, utilisées lors de I'Bficption du fragment, permettant leur addition a
chaque extrémité du fragment. Lorsque le vecteuowgert avec une seule enzyme de restriction,
ses extrémités 5 sont désphophorylées, pour éviter recircularisation. Les ligatures sont
pratiquées dans un volume total de2Gontenant 50 ng de vecteur désphosphorylé, uporap
fragment a insérer sur vecteur (mol/mol) entre 20gt2ul de tampon 10X (60 mM Tris-HCI, pH
7,8, 20 mM MgC}, 20 mM DTT, 2 mM ATP 10% PEG) et @ d’enzyme T4 DNA Ligase
(Promega). Ce mélange réactionnel est laissé lauteit a une température de 15 °C. Les vecteurs
utilisés pour la ligature d’extrémités a bords sifsesont les vecteurs pET 3a et pET 3d (Novagen),
et le vecteur pcDNA 3.1 (Invitrogen).

2.6.2. Préparation de bactéries compétentes
Afin de pouvoir faire pénétrer a 1'intérieur decé&lule une molécule d'’ADN double brin, il
faut rendre ces cellules compétentes. La méthoiliséat est celle décrite par Mandel et Higa
(1970). 500 ml de milieu de culture LB sont ensemésna partir d'une pré-culture en phase
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stationnaire. Quand la « turbidité » de la suspenatteint 0,6 unités de DO a 600 nm, les cellules
bactériennes sont récoltées par 5 minutes de fuagattion a 5000 g. Le culot cellulaire est
resuspendu dans 250 ml de GalG0 mM froid. La suspension est laissée 20 minatesicubation
dans la glace avant d'étre centrifugée 5 minute808 g. Le culot est repris dans 20 ml de GaCl
100 mM, 15% glycérol. Les cellules sont laisséedi@dres a 4°C ce qui permet d'augmenter de 4 a
6 fois l'efficacité de la transformation (Dagert ehrlich, 1979). Les cellules rendues ainsi
compétentes sont divisées en fraction de 200 pgelées dans l'azote liquide et conservées a -

80°C. La compétence de ces cellules est maintema&idau moins six Mois.

2.6.3. Transformation bactérienne
Les bactéries dites compétentes ont subi un certaitbre de traitements chimiques qui les
rendent aptes a internaliser un acide nucléiquangér. Deux souches de bactéries ont été utilisées,

les bactérie&. coli DH5a (Invitrogen ou préparées) et la souéheoli BL21 (Novagen).

Une suspension bactérienne est décongelée et mdans la glace 30 min en présence de 2
a 5ul d’'un mélange de ligature. Le choc thermique g'etifie a 42°C pendant 45 secondes. Puis les
bactéries sont de nouveau placées dans la glace.3Du milieu LB (250ul) est ajouté a la
suspension, et le mélange est incubé 1 h a 37°G agitation (250 rpm). La totalité de la
suspension est alors étalée sur un milieu de eultlB, supplémenté en antibiotique adéquat

(Ampicilline 100ug/ml), et incubée a 37°C pendant 12 h.

2.7. Séquencage
2.7.1. Séquencage selon la méthode de Sanger

Les séquences de fragments d’ADN sont détermirges $a technique de Sanger (Sanger
et al., 1977). Les réactions de séquencage de produiBBGie purifiés aprés séparation sur gel
d'agarose ou d’ADN plasmidique purifié, sont menégéce a lutilisation d’'une enzyme
thermostable. Elles nécessitent 200 a 400 ng deicmatuin mélange réactionnel commercial
(BigDye Terminator v3.1, Applied Biosystems) coraehles dNTPs, les ddNTPs, le Mgt
'’ADN polymérase, ainsi que 15 pmol d’amorce. Legnamme d’amplification est le suivant :
dénaturation a 96°C pendant 10s, hybridation dadi@e a 55°C pendant 5s et élongation a 60°C
pendant 4 min. L'ADN néosynthétisé est précipitdae® sur colonnes de Sephadex G50, afin
d’éliminer les réactifs non utilisés qui pourraig@etturber la migration. Le culot d’ADN est ensuite
séché et repris dans 10 de formamide. Les produits sont ensuite sépasgséfectrophorése
capillaire sur un séquenceur automatique (ABI PB430 Genetic Analyser, Applied Biosystems).
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2.7.2. Séquencage direct sur BAC

Aprés purification de 'ADN de BAC, une digestionrsla nuit de 'ADN de BAC par
'enzyme de restrictiofECORV est réalisée et les fragments d’ADN obtenus parifiés avec le kit
QIAEX Il (QIAGEN). L’ADN est ensuite précipité aveld10 de volume d’acétate de sodium 3 M
et 2,5 volumes d’éthanol 95% pendant 30 min a —2@tCentrifugé a 4°C a 13000 g pendant 20
min. Le culot est lavé avec 50 d’éthanol a 70%, puis séché et repris danglld H,O stérile.
Pour la réaction de séquencage Ble la solution contenant les fragments de BAQ soélangés
avec 8ul de mélange réactionnel (BigDye sequencing kitlyApplied Biosystems) et 15 pmol
d’amorce. Le programme d’amplification est le smiva dénaturation a 96°C pendant 30 s,
hybridation de I'amorce & 50°C pendant 10 s etgdton a 60°C pendant 4 min. L’ADN ainsi
néosynthétisé est ensuite précipité et lavé condustdi-dessus.

2.8. Recherche de polymorphismes de type SNP pectaique SSCP

La technique SSCP (Single Strand Conformation Polpimism) est basée sur I'analyse du
changement de mobilité électrophorétique de 'ADMe brin, qui est lié a des modifications de
la structure secondaire ou tertiaire de 'ADN es da mutation. La mobilité électrophorétique de
fragments d’ADN issus d’individus différents estngmarée. L’existence d’'un ou plusieurs SNP
(Single Nucleotide Polymorphism) est vérifiée péquencage des individus présentant un profil
électrophorétique différent aprés coloration atatétd’argent.

2.8.1. Préparation des échantillons et des stasdard
Les régions d'intérét sont amplifiées par PCR dmiara a ce que la taille des fragments
résultants n'excede pas 500 pb. Les échantillonsditués dans du tampon de charge (4,75 ml de
formamide, 0,125 ml 1% (p/v) de xylene cyanol, 6,13l 1% (p/v) de bleu de bromophénol) en
proportion 1/1 et dénaturés 5 min a 95°C. Le margde taille (Amersham Biosciences) de 100 pb

est aussi dilué avec le tampon de charge et placégard des échantillons.

2.8.2. Electrophorese et coloration au nitrategiat
Le gel précoulé (gels GeneGel SSCP, Amersham P& Betech.) est réhydraté pendant
1 heure avec 15 ml d’un tampon adéquat (GeneGeP3&(fer A, B ou C, Amersham Pharmacia
Biotech.). Les échantillons et le marqueur de dafbnt ensuite chargés dans les puits et la
migration est réalisée grace a un appareil d'@etioréese nommé « GenePhor Electrophoresis
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Unit ». Les conditions de migration dépendent doptan de réhydratation, du gel et des électrodes.

Dans ce travail le tampon A été utilisé a chaqig fo
Conditions d’électrophorése avec le tampon A :

Température voltage courant puissance temps

Phase 15-25°C 90V 6 mA5W 25 min

Phase 25 -25°C 500 V 14 mA 10 W 50 min

La détection des brins d’ADN simple brin se fait pae imprégnation a l'argent, réalisée
avec le kit « PlusOne DNA Silver Staining » (AmenshBiosciences), selon les instructions du

fabricant.

2.9. Génotypage de SNP
2.9.1. Méthode Tagmé&n

La réaction est réalisée a l'aide du kit « Tagfh@X PCR Master Mix » (Applied
Biosystems) et consiste en une amplification paR € la région d’intérét. La particularité de cette
réaction est la présence, en plus des amorces,ede sondes, marquées en 5 par deux
fluorochromes différents, reconnaissant chacuneifsgpgement l'un des deux alleles du SNP
d’'intérét. En 3’ des sondes se trouve un « quenstari empéche I'émission de fluorescence. La
polymérase, en progressant, va dégrader les samgmsdées spécifiquement. L’absence du
« quencher » a proximité du fluorochrome va pendi libération de la fluorescence allele-
spécifique. Apres la réaction d’amplification, témsité de fluorescence est mesurée par I'appareil
« Tagmafi 7900 HT » (Applied Biosystems). Pour exemple, @#rens les alléles 1 et 2 couplés
aux fluorochromes rouge et bleu, respectivementsDa cas d’'un individu homozygote pour
lallele 1 ou l'allele 2, on aura libération exciusment de fluorescence rouge ou bleue,
respectivement. Dans le cas d'un individu hétéromygil y aura une libération équivalente de

fluorescence rouge et bleue.

2.9.2. Méthode Amplifluor
Le principe de réaction de la méthode Amplifluohédicon) est similaire a la méthode
Tagmarf décrite précédemment. Il est basé sur le prindipa PCR compétitive alléle spécifique.
Les amorces utilisées pour I'amplification sonékd$ spécifiques et possedent a leurs extrémités 5’
une seéquence speécifique, sur laquelle va venirbsiigr une deuxieme amorce spécifique de la

premiére repliée en épingle et possédant des fthoomes différents, reconnaissant chacun
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spécifiguement I'amorce amplifiant I'un des deulélals du SNP d’intérét. En 3’ des sondes se
trouve un « quencher » qui empéche I'émission ueréiscence. La polymérase en progressant va
dérouler I'épingle et I'absence du « quencher »ra@ximité du fluorochrome va permettre la
libération de la fluorescence allele-spécifique.réaction PCR se compose, comme une réaction
PCR classique, de 0,5 U de Taq polymérase, 2 mMgiel,, 0,25 mM de chaque dNTP et 1X de
tampon fourni avec la Taq polymérase, auquel autaj2 amorces spécifiqgues du SNP (250 uM),
2 amorces allele spécifique fluorescentes (25 piMgi gu’'une amorce reverse commune (375 uM).
La réaction se fait dans 10 pul final avec 5 ng dAApres la réaction d’amplification, l'intensité

de fluorescence est mesurée par I'appareil « Ta§ma@0 HT » (Applied Biosystems).

2.9.3. Méthode par longueur de fragment

Le principe du génotypage repose sur I'analyseadaille d'un fragment amplifié grace a
des amorces, dont une est marquée par un fluonehritanquants le polymorphisme étudié. La
taille du produit d’amplification varie donc en fdion du nombre de répétitions, celui-ci étant
spécifigue de chaque alléle. L'analyse est réalsméele séquenceur « ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer » (Applied Biosystems). Les fragments dMDnarqués sont excités par un laser et
émettent une fluorescence qui sera collectée mppdireil. En fonction de lintensité de
fluorescence, le logiciel interpréte et « positiennun pic électrophorétique. La taille exacte du
fragment est estimée par rapport aux différents gic marqueur de taille, migrant en méme temps

gue I'échantillon a analyser.

Le fragment d'intérét a été amplifié par PCR « Tralmwvn » avec une amorce sens marquée
avec le fluorochrome 6-FAM™ (longueur donde désm& : 517 nm, longueur d’onde

d’excitation : 494 nm) et une amorce anti-sensmanquée.

La premiere étape consiste en la constitution dasices, permettant de calibrer I'appareil,
a laide du kit « DS-30 Matrix Standard kit ». Lacende étape consiste en la préparation des
échantillons. Pour cela, on préléeveul de chaque échantillon auquel sont ajoutésull2ie
Formamide Hi-di et 0,5 de marqueur de taille GeneScan-500 1Li@pplied Biosystems). Ce
marqueur de taille, couplé a un fluorochrome oramgemet d’estimer la taille des échantillons
d’ADN de 50 a 500 pb. Il produit 9 pics électropétgues correspondant a des fragments d’ADN
simple brin de 35 pb a 500 pb. Aprés dénaturattbague échantillon est analysé avec le systeme
GeneScan ABIPristh310 (Applied Biosystems).
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3. Méthodes relatives aux protéines

3.1. Préparation des échantillons protéiques

L’extraction est réalisée selon la méthode foupae A. Ouali (INRA, Clermont-Ferrand,
Theix), sur des échantillons de tissus conserv&0eC. Ceux-ci (400 a 600 mg) sont broyés au
polytron (ULTRA-TURRAX® T25 basic IKA-WERKE) dans trois volumes de tampon
d’extraction (Tris-HCI 50 mM pH 7,6, EDTA 4 mM, KA50 mM). Le broyat est centrifugé a
17 700g a 4°C afin de récupérer les protéines mueadipures en solution dans le surnageant. Elles

sont dénaturées a 100°C pendant 5 min, avant l& dé@pun gel SDS-PAGE.

3.2. Dosage des proté€ines

Le dosage protéique est réalisé selon le protadédeit par Bradford (1976). Une gamme
étalon de BSA allant de 0 a 25 pg/ml de protéirstsé@alisée dans de I'eau, dans un volume final
de 1 ml. Les essais sont également dilués dans. llea réactif de Bradford est ajouté (1 ml) a
chaque essai, avant agitation et lecture de I'ftlasme a 595 nm. La concentration protéique de
chaque échantillon est estimée par référence aolte®talon obtenue avec la gamme de BSA,
apres élimination de la valeur de I'absorbance é@hmoin blanc ne contenant que de I'eau et du
réactif de Bradford.

3.3. Analyse des protéines en gel de polyacrylamide

L’électrophorése en gel de polyacrylamide dansateslitions dénaturantes (SDS-PAGE)
assure une séparation des protéines essentiellamefunction de leur taille. En effet, le SDS
charge négativement les protéines proportionneli¢radeur masse et favorise leur déplacement
vers I'anode. Notre protéine d’'intérét étant dethmaids moléculaire, nous avons utilisé un gel de
séparation a 12% composé de : 6,5 ml d’eau, 4 &antylamide a 40%, 3,8 ml de Tris-HCI 1,5 M
pH 8,8, 75 ul de SDS 20%, 150 pl d’APS 10% et 8uTEMED. Apres polymérisation du gel de
séparation, un gel de concentration (5%) composg denl d’eau, 625 ul d’acrylamide 40%, 630
pl de Tris-HCI 1M pH 6,8, 25 pl de SDS 20%, 50{APS 10% et 5 ul de TEMED est coulé. La
migration s’effectue dans un tampon (Tris base 24, glycine 96 mM, SDS 0,5%) sous l'effet
d’un courant constant de 20 mA.

3.4. Immunodétection des protéines par transfeiftsac membrane de nitrocellulose
Cette technique dite de « Western Blotting » ildes anticorps spécifiques pour la

reconnaissance de protéines séparées en SDS-PA@BE&s Rélectrophorése, le gel est placé au
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contact d'une membrane de nitrocellulose de 0,22(ptitran) préhumidifiée avec du tampon de
transfert (glycine 39 mM, méthanol 20%, Tris-HCI @8/ pH 8,3, SDS 0,037%, pH ajusté a 9,2).
Le transfert est réalisé sous un courant d’intérd#t 200 mA pendant 35 min. Apres saturation des
sites de fixation non spécifiques pendant 1 h &28° sous agitation dans du TBS (Tris Base 50
mM, NaCl 150 mM, pH 7,5) avec du lait 5%, la menmerae nitrocellulose est incubée 1 h a 20°C,
sous agitation dans une solution contenant l'arge@rimaire dilué au 1/2000° dans du TBS-lait

a 2,5%. La membrane est ensuite lavée plusieussaloiTBS-Tween 0,1%, puis mise en contact
avec l'anticorps secondaire couplé & la peroxyddieé au 1/1008™ (dans du TBS-lait 2,5%)
pendant 1 h, a 20°C et sous agitation. Aprés urie dé quatre lavages de 15 min dans du TBS-
Tween, la membrane est mise au contact du réacthdmiluminescence (Roche) pendant 1 min a
'obscurité. Ce réactif contient du luminol et derpxyde d’hydrogene. Sous leffet de la
péroxydase couplée a I'anticorps secondaire, lénloinest oxydé en présence dedd Le produit
ainsi formé émet de la lumiére au niveau de la bagrdtéique d’intérét. Ce "spot" impressionne,
apres un temps d’exposition variable, un film aadtwgraphique.

3.5. Tests d’activité

La réaction de phosphorylation de TAMPK par LKBdpstate) se produit dans un tampon
contenant 50mM Tris pH 7,5, 10 mM MgCL mM DTT et 100 mM ATP. Le test d’activité de
TAMPK consiste en la fixation d'un phosphate sum yoeptide de synthese SAMS
(HMRSAMSGLHLVKRR). Les protéines sont d’abord extes puis placées en conditione
réaction. 200 mg de tissus sont broyés dans 9 \eduda tampon d’homogénéisation (Mannitol 200
mM, NaF 50 mM, Tris 10 mM, EDTA 1 mM). Le mélang& eentrifugé 30 minutes a 4°C a 37000
rom. 144 mg de sulfate d’ammonium sont ensuite tagpyar ml de surnageant récupéré. Le
mélange est agité pendant 30 minutes puis cengrdugouveau a 37 000 rpm pendant 30 minutes a
4°C. Le culot est ressuspendu dans 100 ul de tamiipomogénéisation. L’échantillon est dilué au
1/5°™ La réaction de phosphorylation du peptide der®sd se produit dans un milieu contenant
40 mM HEPES, 0.2 mM AMP, 80 mM NacCl, 8% glycerol3 @M DTT, 5 mM MgC}, 0.2 mM
ATP, 0.2 mM SAMS auquel est ajouté 0,02 pl d&yATP 10 mCi/ml par essai. Le mélange est
incubé 10 minutes a 37°C, puis déposé sur papiatMédnn P81. Le papier Whatmann est lavé 6
fois 5 minutes dans 150 ml d’acide phosphorique 9% d’un lavage final dans 50 ml d’acétone.
Les papiers Whatmann sont ensuite placés dansales & scintillation, et comptés au compteur a

scintillation.
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3.6. Immunoprécipitation

Des billes d’agarose couplées a un anticorps gr-be lapin (Rockland) sont incubées la
nuit a 4°C avec l'anticorps anti-PRKAG3. Les billsnt ensuite lavées avec un tampon composé
de Tris 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, Triton X-100%6, BSA 1%, PMSF 1 mM, N¥O, 1
mM, NaF 1 mM et MgGl 5 mM, puis incubées, sous agitation rotative a,48@c 1 mg de
protéines totales. Le mélange est centrifugé dilless et le surnageant sont repris séparémers dan
80 ul d’'Hepes 30 mM pH 7,4 avec 300 uM d’adénosine.
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4. Méthodes relatives aux cellules

4.1. Transfections transitoires

La culture cellulaire est réalisée dans les comlitistandards dans un incubateur a 37 °C et
5 % de CQ. Les cellules COS7 sont mises en culture dans BENd (Dulbecco’s modified
Eagle’s medium) complété avec 20 % de sérum de feedal (SVF), 2 mM de L-glutamine, 1 X
d’acides aminés non essentiels, 50 U/ml de pémieikt 50ug/ml de streptomycine (Eurobio). Les
cellules HEK293 quant a elles, sont cultivées dansnilieu DMEM (Sigma D5796) supplémenté
avec 10 % de SVF, 4,5 mg de glucose, 50 U/ml décitiére et 50 ug/ml de streptomycine. Les
cellules COS7 et HEK293 sont ensemenceées sur des loie 100 mm de diametre a une densité de
9 x 10 et 3 x 16, respectivement, 18 h avant d’étre transfectées &40ug d’ADN. 25 ul d’agent
de transfection, « Polyfect Transfectin ReagenQiaden), ont été utilisés pour les COS7. La
guantité d’agent transfectant et d’ADN ainsi quedémsité des cellules avant transfection ont été
déterminées par des expériences d'optimisation aderdnsfection. Les cellules HEK sont
transfectées avec 50 ul de Cag)s5 mM et de 'HeBS 2X. Les cellules sont réecatd® heures
apres la transfection dans 3 ml de tampon PBSséebl/avec un tampon contenant 1 mM DTT, 1%
Triton X-100, 20% glycérol et 10 mM sodium cacodglagoH 6 pour les cellules COS7 ; et un
tampon RIPA (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1mM NP4@6, sodium deoxycholate 0,5%,
SDS 0,1%) pour les cellules HEK293.

4.2. Expression bactérienne

Apres une pré-culture de bactéEecoli BL21, contenant le plasmide d’intérét, réalisée su
la nuit & 37°C sous agitation, 50 ml de milieu L& ensemencé avec une dilution 1/100 a partir de
la pré-culture. La croissance bactérienne a li8i°@ sous agitation a 250 rpm jusqu’a une [he.
de 0.48-0.5, suite a quoi il y a induction par aje 0.05 mM IPTG. Le milieu de culture est agité,
a 37C, a 250 rpm pour une induction de deux heures. foisel'induction terminée, les cellules
sont récoltées par centrifugation et conservée802C-comme décrit précédemment. Les protéines
sont extraites a I'aide d’un tampon de lyse (0.T'fig-HCI pH8.0, 2 mM EDTA, 5% glycérol, 0.5
mM DTT). La lyse est effectuée sur glace a I'aidendsonicateur, obtenue suite a une série de trois
traitements de 30 secondes entrecoupés de repgkasear

4.3. Production in-vitro
Dans le systeme RTS, la transcription est effeghaéd’ ARN polymérase du phage T7 et la
traduction par un lysat bactérien de type S30 amé&liLes principales propriétés de ce systéme sont
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une automatisation complete du géne a la protéinguelques heures, ainsi qu’aucun recours a

I'utilisation d’'une cellule vivante permettant deoduire des protéines toxiques.

Le géne d'intérét est cloné dans le vecteur pIVEX (Roche). La réaction est réalisée a
l'aide du kit « RTS 50€&. coli HY » (Roche) en utilisant 10 pg de plasmide. Lacté&n se déroule
dans I'appareil RTS 500 Instrument (Roche) a 3®&dlis une agitation de 150 rpm pendant 24

heures.
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Cette nouvelle partie concerne les résultats oltenucours du projet de these. Elle est
scindée en quatre parties. Les trois premiéregepardnstituent directement le projet de thesdesur
genePRKAG3 bovin avec une étude détaillée du g8KAG3 dans le but de comprendre son
expression avec un volet plutot finalisé dans lessgl les marqueurs génétiques identifiés sur le
genePRKAGS sont utilisés pour la recherche d’'une corrélaBoec un caractére physique de la
viande et la régulation de ce géne. La deuxiemgepaaite de I'etude fonctionnelle de la protéine
codée par le geneRKAG3. La troisieme partie révele un volet fondamentalt@vail sur I'étude
moléculaire des différents géenes de '’AMPK bovigafin, le dernier chapitre présente les résultats

d’un projet paralléle sur le geRPARG.
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1. Le gendPRKAG3 bovin

Résultats
1.1. Structure du gerleBRKAG3 bovin et recherche de polymorphismes
Lorsque j'ai débuté I'étude sur TAMPK bovine, |érigePRKAG3 bovin n’était pas identifié.
Le séquencage du gene a partir d'un individu de CG@rolaise avait déja était entrepris avant mon
arrivée. Les ARNSs et 'ADN ont été extraits a pade 400 a 500 mg de tissus pour les ARNs et
100 a 200 mg pour I'ADN de muscles de quatre iddivi(deux Charolais, un Limousin et un

Angus). Nous obtenons en moyenne 1 a 1,5 pg d'ARNae&S g d'ADN par mg de tissus.

Le gene bovin était en partie séquenceé avec sarrggomotrice. J'ai terminé le séquencage
du géne de cet individu et séquencé entieremeistrimuveaux individus de race bovine différente
(un Charolais, un Limousin et un Angus). Grace adlquence des ADNc obtenues par RT-PCR a
partir des ARNSs, et a celle de I'ADN, jai pu restituer la structure détaillée du geéRBKAG3
bovin (Figure 15). Il est composé de 13 exons etmtrons dans sa région codante. La séquence
de I'ARNm est connue a partir du +1 de traductimgi'au codon Stop avec une partie du 3' UTR.
La protéine prédite posséde 490 acides aminésédaesce codante du geéRBKAGS3 bovin et la

protéine résultante partagent respectivement 8386%td’homologie avec la séquence humaine.

La séquence codante du gene a été entieremenmd@ter pour les 4 individus a partir
desquels les ARNs totaux ont été extraits. Desrpotphismes de type SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) ont été identifiés dans les exong par SSCP (Single Strand Conformation
Polymorphism), soit par I'observation sur les chatogrammes de séquences de pics doubles,
caractéristiques d'individus hétérozygotes pouBNIRP. Les polymorphismes au niveau des introns,
ont été mis en évidence par le séquencage des ABhbngques. Cette recherche de
polymorphisme a été complétée par une étude read@és le cadre d’un projet plus large, le projet
européen GeMQual, visant a identifier des dermmggnétiques de la qualité de la viande bovine,
au travers d’'un criblage de génes candidats afsolér un grand nombre de polymorphismes et de
faire une étude d’association entre polymorphisraesaractéres meétaboliques d’animaux de
différentes races. Cette recherche de polymorphigeaisée dans un premier temps par la
technique de SSCP (Single Strand Conformation Padghsm) repose sur une comparaison de
profil d’électrophorese entre 11 individus de l1ltes différentes. 32 individus de 16 races

différentes ont été utilisés en tout.

Un grand nombre de polymorphismes de type SNP w@ntdéntifiés aussi bien dans les

régions codantes que non codantes du gene. Undim#@b polymorphismes a été mis en évidence
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Figure 15 :Structure du geneRKAG3.
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Le genePRKAG3 (7688 pb) est composé de 12 introns et de 13 edans sa région codante. Les SNPs trouvés on

intron—exon du géne. Les polymorphismes exoniquegoguant un changement en acide aminé au niveda gi®téine sont localisés par unelLes

positions des SNPs sont indiquées a partir du débua séquence promotrice connue (744 pb en adohATG). (Numéro d'accession Genbank
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(Figure 15), ce qui est relativement important pone si courte région (soit 1 SNP tous les 147
pb). Ce nombre important de SNP sera discuté danpattie Discussion. Deux des quatre
polymorphismes identifiés par Mc Kay et Womack (206nt également été retrouvés dans I'exon

4, dont un provoque un changement d’acide aminé.

La plupart des polymorphismes identifiés n’affetteas la séquence protéique. Seulement
six d’entre eux provoquent un changement en aawie& et ils sont retrouvés a des fréquences
trés faibles. Les changements en acide aminé dies&NPs ont été localisés sur la séquence
protéigue de la sous-unit¢ de 'AMPK (Tableau 2). Un SNP dans I'exon 4 (pmsit2260) change
une Alanine en une Sérine (A121S) dans la régidarMinale de la protéine, de méme que le SNP
en position 2339 (changement d'un résidu Tryptopham Sérine). Le polymorphisme dans I'exon
6 (position 3718) provoque le changement d’'une Wingi en Tryptophane (R256W) entre deux
domaines CBS (CBS 1 et CBS 2). De la méme manigrggutre SNP, dans I'exon 10 (position
4649) provoque le changement d'un Acide Glutamigudyrosine (D351Y) entre deux domaines
CBS (CBS 2 et CBS 3). Ce polymorphisme se trouve Etractéristique de la race Charolaise.
Enfin, un deuxiéme SNP dans I'exon 10 (position536§ui n’est présent que chez des animaux de
race Limousine, substitue une Méthionine a une drine (T366M) dans le domaine CBS 3. Un
sixieme polymorphisme a été identifié dans I'exofpdsition 2528) lors du séquencage d’animaux
de race Chianina. Celui-ci entraine le changememedMéthionine par une Thréonine (M210T).

Ce polymorphisme n’a, en outre, pas été retround ts autres races étudiées.

Tableau 2:Positions et fréquences alléliques, dans quattesrdovines, des polymorphismes
entrainant un changement sur la séquence protéigua sous-unit§; de 'AMPK bovine. 40
individus Charolais, 40 individus Limousin, 100 ividus Holstein et 60 individus Chianina, tous

non-apparentés, ont été génotypés pour déterngadrdquences allélilques.

SNP Exon / CZ?”;JC?(;T;m . F.réque-nces aIIéquue-s -

position o Charolais Limousin Holstein Chianina
aminés

2260 G/T E4/129 A121S 0.72-028 | 0.80-0.20 | 0.88-0.12 | 0,47 - 0.53
2339 G/C E4/208 W147S 0.98-0.02 | 0.96 -0.04 1-0 0,99 - 0.01
2528 T/C E4/397 M210T 1-0 1-0 1-0 0.94 - 0.06
3718 C/IT E6/48 R256W 0.98-0.02 | 0.94-0.06 | 0.96-0.04 | 0,99 -0.01

4649 GIT E10/46 D351Y 0.83 - 0.17 1-0 1-0 1-0

4695 C/IT E10/92 T366M 1-0 0.97 - 0.03 1-0 1-0
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Le génotypage de polymorphismes existants sur rdiffés races d’origine lItalienne
(Chianina, Romagnola, Marchigiana, Piemontese, R@det Maremmana) a permis d’identifier 3
polymorphismes non observés dans les races Frasgdisux d’entre eux sont situés dans I'exon 4
(positions 2337 et 2528), le trosieme étant dangdn 4 (position 2596).

1.2. Analyse des transcrits du géRKAG3 bovin

En plus de ces variations génétiques, nous avossemiévidence la présence de sites
d’épissage alternatif. Ce phénomene d’épissagmatiese produit au niveau des extrémités 5’ des
exons 2 et 10 et provoque l'insertion, dans lesstrets, de 18 nucléotides de la fin de l'introetl
de 3 nucléotides de la fin de l'intron 9 et doncGlet 1 acides aminés respectivement dans la
protéine. Le site consensuel dépissage de fintrdim (AG) est conservé. Le clonage et le
séquencage des transcrits d’individus différents rmontré que les deux épissages possibles a
chacun des deux sites concernés se produisaiesttaias les cas, de facon indépendante et sur les
deux alléles, donnant ainsi une population hétéregke transcrits. Ce phénomene d’épissage n'a
jamais été décrit chez ’lhomme pour ce géne. Ds, pduniveau d’expression relatif d’épissage des
transcrits longs et courts (avec ou sans les 18iatsr nucléotides de la fin de lintron 1,
respectivement) a été mesuré par RT-PCR semi-gativei dans le muscle squelettique de
différents individus. Dans tous les cas, le trahsoourt (sans insertion) présente un niveau
d’expression significativement supérieur au tramsong. La méme méthode a été utilisée afin de
mesurer le taux d’expression relatif des trans@&tsniveau de I'épissage alternatif de la fin de
I'intron 9. Cependant nous n'avons pu obtenir wgnal spécifique de chaque transcrit. L'insertion
de 3 nucléotides seulement ne permet pas une sgnttesonde spécifique de chaque alléle pour
réaliser une quantification précise des differamésscrits. Nous pouvons cependant supposer,
d’apres des expériences de clonage des ADNc du BRKAGS, que la forme longue se trouve
egalement sous exprimée par rapport a la formeedan effet, lors de la vérification des clones, |

fréquence des clones sans insertion était plusriaute que celle avec insertion.

Ces différents résultats sur la structure et I'tdimation de variations génétiques comme les
polymorphismes ou les épissages alternatifs s@sieptés dans le premier article : Characterization
of the bovinePRKAG3 gene: structure, polymorphism, and alternativastapts. (Mammalian
Genome. 2006 ; 17(1):83-92.) Dans cet articlelssg2 polymorphismes de type SNP sont décrits.
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1.3. Etude de la région promotrice du gORKAGS.

Aucune information de séquence n'était disponihle la région promotrice du géne
PRKAGS et la région 5’. Grace a des clones de BAC comtieletagenePRKAG3, un fragment en
amont du site initiateur de traduction a été id@ntiCette région, considérée comme une région
promotrice potentielle, est comparée avec les nisgimmologues du gemiRKAG3 humain, porcin
et murin (Figure 16). Elle nous a permis d'apprél@eprésence éventuelle et la conservation de
sites consensus caractéristiqgues. On remarquesteiege d'une boite TATA, une boite CCAAT et
une boite GC, qui sont des éléments classiqueprdesoteurs eucaryotes. On note la présence de
sites potentiels de fixation pour le facteur ubigwe trans-activateur SP1. De plus, il existe
plusieurs consensus de type boite-E, connus contamt des sites de liaison a 1'ADN pour les
protéines spécifiques des genes exprimés dans selen(génes bHLH et les génes de la famille
MyoD) (van Maaneret al., 1999). Ces prédictions relevent d’une analyseirfdfmrmatique, elles
devraient étre confirmées par une étude fonctidanel

Nous avons mis en évidence plusieurs polymorphisaes la région promotrice, dont un
de type insertion/délétion. Nous avons la présetee région présentant de 7 a 9 C suivant les

alleles, dans la séquence promotrice.

1.4. Analyse quantitative du taux de transdPiRKAG3

Afin d’établir si ces polymorphismes observés sasyociés avec le niveau d’expression du
géne, une étude guantitative a été réalisée suindesdus présentant des variations au niveau
génetique. Cette quantification ne distingue pasdiéférents transcrits alternatifs. Des individus
présentant différents alleles ont donc été chasies taux de transcrits du gePRKAG3 ont été
guantifiés chez plusieurs animaux de races CharelaLimousin. Chaque échantillon est analysé
en triplicat. Cette étude quantitative montre umeau variable d’expression des transcrits en
fonction du génotype. Cependant, tous les indivitgtgrozygotes au niveau du nucléotide situé en
position 2339 ont tous un taux de transcrits 2@Hplus important que des animaux homozygotes
pour l'allele G a cette position (Figure 17). Cegent, comme l'allele C se retrouve a une trés
faible fréquence dans la population bovine analy$@®us a été impossible de trouver un individu
homozygote pour cet alléle afin de vérifier s'it @ssocié a une encore plus forte proportion de
transcrits. Aucun autre des polymorphismes présantle gene n’a pu étre associé avec cette

augmentation du taux de transcrits.
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H AGC AGGC
P CACCT CA
B CTCCCATCATCGGACACCCAGGAGGCAGAC-
S —--AGGAGAAAGTGA---AGGAAGCCAACTTTT
H
P
B
S
H
P
B
S
H
P
B
S
Codon
d’initiation
Légendes :
H:Homme B :Bovin Boite E .. : zone de similitude

P : Porc S:Souris  Site'de fixation SP1

Figure 16 :Représentation hypothétique du promofeRKAGS.
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1507 L501 L502 L508 L515 L516 L521 L531 L1l C601 C602 C603 C617 C622 C629 C631
G/IG GIG G/IG G/IC G/IG GIC GIC GIG GIG GIG GIG GIG GIG GIG GIG GIC

Figure 17 :Résultats de quantification des transcPRBKAG3 totaux réalisés sur 9 animaux
Limousin et 7 Charolais.

Le génotype situé en dessous de chaque individesgmnd au génotype du polymorphisme situé
en position 2339 du gene.
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Figure 18 :Position des 12 SNPs génotypés sur les veauxditolst

représente les polymorphismes provoquant un chaeggeen acide aminé, en noir sont indiqués les )¢Retypés par séquencage, en bleu

ceux par TagMan et en rouge celui par Amplifluor.
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1.5. Génotypage des polymorphismes et étude d'adwwc
Le genePRKAG3 bovin est trés riche en polymorphismes de type,SINfPésente donc une
grande variabilité génétique. De plus, nous avoostré que I'une des mutations est associée a une
augmentation du taux de transcrits du gene. Noassagntameé une étude préliminaire afin de voir
s'il existe chez le bovin une relation entre le @BPRKAG3 et certaines propriétés organoleptiques
de la viande.

Cette étude porte sur 100 veaux de race Holsteiwepant de différents élevages et abattus
en 3 séries a I'age d’environ 4 mois. L'étude éslisée en collaboration avec I'équipe QuaPA de
'INRA de Clermont-Ferrand/Theix, I'organisme ddesdion MIDATEST et la société Spanghero
(Castelnaudary). Afin de reéaliser difféerentes mesuphénotypiques et les génotypages de ces
individus, plusieurs morceaux du mustlengissimus thoracis ont été prélevés a I'abattage ainsi
gue 24 heures aprées I'abattage. La plupart deesmsxvsont non apparentés, certains sont des demi-

freres issus du méme pére (23 veaux pour 9 peres).

Pour ce qui concerne les caractéres phénotypiques@us nous proposons d’étudier, nous
nous sommes inspirés des effets de la mutationcR&k le porcLa mutation RNest associée a un
taux élevé de glycogene. De plus, les animaux patde cette mutation produisent des pertes en
eau plus importantes lors de I'élaboration des jamsb Pour ces 100 animaux, nous disposons de
données sur leur état civil (numéro national, ditenaissance et d'abattage, et pour certains sur le
poids a la naissance et le numéro d'identificatiorpere et de la mere), sur le poids de carcasse a
I'abattage (Poids CC) et a 24 heures (Poids CR3$j gue sur la mesure de pH a l'abattage (pH1) et
a 24 heures (pH24), avec la différence de pH (Chtie Des caractéres concernant la perte en eau
ont été mesurés, comme la mesure d'exsudation lestjeurs 2 et 7 apres abattage (Perte steak)
avec la teneur de perte en eau (PRE), ainsi queekure d'exsudation sous vide entre 24 et 48
heures apres l'abattage (Perte LD). D’'autres mesledype biochimiques, le dosage du glycogene

et du lactate, ont également été effectuées.

En ce qui concerne le génotypage, sur les 46 pojynemes de type SNP du gene
PRKAGS, nous avons génotypé seulement 12 d’entre egxi&il8) parmi lesquels se retrouvent
les 5 polymorphismes provoquant un changement iele @&miné, les autres étant répartis tout au
long du géne. 5 polymorphismes ont été génotypéss@auencage, 6 par TagMaet un par
Amplifluor.

Les résultats des génotypages sont présentés ereaBnDans la suite de cette étude, nous
ne parlerons plus des SNPs en position 2339, 464935 car aucune variabilité n’est présente

dans ce groupe d’animaux.
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Au final, 11 haplotypes différents ont été idedsfi dont 3 (B, H et K) sont majoritaires (Tableau

3).

A l'aide du logiciel PHASE v2.1.1, les haplotypes chaque individu ont été reconstruits.

Tableau 3 Récapitulatif des différents haplotypes et deddrégquences.

Haplotype Fréguence de I’haplotype
A AGGGGCCCGGCG 1%
B AGGGGTCCGGCG 66%
C AGGGGTCCCGCG 1%
D AGGGGTCTGGCG 4%
E AGGGGTTCGGCG 0.5 %
F AGGAGCCCGGCG 1%
G GGGGGCCCGGCG 2%
H GGGAGCTCCGCT 12%
I GGGAGTTCCGCG 0.5 %
J GTGGGCCCGGCG 0.5 %
K GTGGTCCCGGCG 11.5 %

Nous avons commencé par regarder si la distribudes alléles suivait la distribution de
Hardy-Weinberg. L'équilibre de Hardy-Weinberg estniodele théorique central de la génétique
des populations. La loi de Hardy-Weinberg perneetdlcul des fréquences alleliques a partir des
fréquences génotypiques. La notion d'équilibre damsodéle de Hardy-Weinberg est soumise aux
hypothéses/conditions suivantes :

» la population est panmictique (les couples se fotrae hasard (panmixie), et leurs gamétes
se rencontrent au hasard (pangamie))

» la population est "infinie" (trés grande: pour miiger les variations d'échantillonnage)

* il ne doit y avoir ni sélection, ni mutation, nignation (pas de perte/gain d'allele)

* les générations successives sont discretes (pasidement entre générations différentes).

Si les fréquences des alleles d’'un SNP sont p leilsgréquences théoriques des génotypes
sont B, 2pg et ¢ Nous avons comparé, & l'aide d'un test du Khi2 degrés de liberté, les
fréequences génotypiques théoriques et observées gimacun des SNPs. En aucun cas, la
conformité entre les fréquences n’a été rejetéeisNimuvons donc dire que la population de notre
échantillon a été obtenue par une reproductioragard et que I'équilibre de Hardy-Weinberg a été
respecté.
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Les mesures qui nous semblaient au départ lesipiéessantes étaient les quantités de
glycogeéene intra-musculaire ainsi que les capadé&égtention d’eau du muscle. Au vu du nombre
important de parametres physiques mesurés, unélatoon entre les différentes variables
guantitatives a été recherchée. Est-ce que dawaescteres sont associés a la quantité de
glycogéne ou a la teneur de perte en eau ? Lalatoréentre les variables peut étre définie par le
coefficient de corrélation de Pearson, a conditjae leur distribution suive la loi normale. Nous
avons verifié que c’était effectivement le cas,fgmur la concentration en lactate. Ce probleme a
éte résolu en transformant les valeurs du tauactate par la fonction racine carrée. Le coefficien
de corrélation de Pearson est toujours comprieehtet -1. Un coefficient de 1 indique que les
deux séries varient de maniere strictement prapurglle, une valeur de 0 indique que les deux
séries sont complétement indépendantes et un ceetfide -1 indique que les deux séries
réagissent inversement. Cette mesure de corrélatitne les différentes variables a été réalisée a
l'aide du logiciel Systat vers. 7.0. La significat® de cette corrélation a été évaluée grace stu te
de Bonferroni. Nous avons ensuite décidé de neiraiee les résultats significatifs au seuil de 5%
ou 1% (Tableau 4).

Tableau 4 Corrélations de Pearson entre les variables pygiooies.

Abréviations : valeurs soulignées : p<0.05 ; vadeem gras : p<0.01 ; Poids CC : poids de
carcasse a l'abattage ; Poids CF : poids de caréa24 heures ; pH1 : pH a I'abattage ; pH24 : pH a
24 heures ; Chute pH : différence de pH ; Pertakstemesure d'exsudation entre les jours 2 et 7
aprés abattage ; PRE : teneur de perte en eate; B2t mesure d'exsudation sous vide entre 24 et
48 heures apreés l'abattage ; dosage du glycog&helattate.

Pglc(:js Pgll(:js pH1 pH24 Cgrlte Glycogene Lactate gteer ;i PRE Pfge
Poids CC 1.0000
Poids CF 0.9962 1.0000
pH1 -0.2083 -0.2604 1.0000 _—
pH24 -0.3260 -0.3807 0.6096 | 1.0000
Chute pH 0.1623 0.1712 0.3497| -0.5294 | 1.0000
Glycogéne -0.0257 0.0193 -0..3157 -0.3854 | 0.1177 1.0000
Lactate 0.2411 0.2656 | -0.3836 | -0.2870| -0.0713 0.065 1.0000 --
Perte Steak | -0.3441 -0.3113 -0.1594| -0.1266 -0.021j0 0.1879 0.0034 o)  ----
PRE -0.1915 -0.2141 0.2241] 0.1352  0.0801 -0.1524 -1.086 0.1286 | 1.0000
Perte LD 0.0268 0.0264 -0.1053 -0.0514  -0.0519 0.0276 0.07680.1335 0.0766| 1.0000

Ceci, nous permet d’établir 3 groupes de variakilegpremier groupe comprend le poids de
la carcasse a chaud, le poids de la carcassed kaoperte en eau sur les steaks et le pH a 24

heures. Le deuxieme groupe comprend le taux degéne, le pH a 24 heures et marginalement le
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Figure 19 :Analyse de variance entre les valeurs de glycogénes polymorphismes en position
2343, 2643, 3451 et 3869 sur le gBRKAGS.
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pH a 'abattage ; le troisieme groupe comprend gadui, le pH a I'abattage, le pH a 24 heures et
le taux de lactate. Toutes les autres variableseptés sont considérées comme des caractéres
indépendants. Le taux de glycogéne et la perteaenappartiennent a des groupes de variables

indépendantes. Il est donc nécessaire de réahseanalyse séparée pour chacune de ces variables.

Pour chacune des variables, on calcule la moyemse gue I'écart type afin de mesurer
'étendue de la dispersion autour de la moyenneok¥erve pour le glycogéne et pour le lactate

une grande variabilité dans la population (TabEau

Tableau 5 Calcul de moyennes et des écarts type pour chagiable sur la totalité des individus.

Pglgs Pg'gs pH1 pH24 | Chute pH | Glycogene | Lactate | Perte Steak | PRE | Perte LD

Moyenne | 130,618 | 129,519 | 6,991 | 5,595 1,395 33,800 7,985 2,768 1,169 | 6,054
Ecart type | 13,681 | 13,800 | 0,190 | 0,210 0,178 16,059 7,006 0,648 0,146 | 1,847

Cette analyse est faite également en comparanéretgpe pour chaque position et les

valeurs phénotypiques (Annexe 3).

L’analyse de la variance permet de comparer lakdité entre les groupes par rapport a la
variabilité intra groupe, c'est-a-dire par rapgoth moyenne de chaque groupe. Plus précisément,
cela revient a calculer le F-ratio (Fr) défini parapport entre la variance inter et la variamteai

groupes.

Nous avons tout d’abord réalisé une analyse damegiexploratoire pour tous les caracteres
phénotypigues en prenant en compte tout d’abordif&sents haplotypes, puis chaque position des
différents SNPs utilisés pour cette étude. Cetyar n'a, seulement, révélée qu’une association
significative entre le SNP en position 2343 etd#eur du taux de glycogene (significativité <5%).
Pour les valeurs du taux de glycogene, on obsegatemment une association avec les positions
2643, 3451 et 3869 avec une significativité <10%gFe 19).

Les résultats de lI'analyse de variance entre |#éreintes valeurs phénotypiques et les
différents haplotypes ne sont pas exploitablesicar a un trop grand déséquilibre dans la
distribution des haplotypes. Cette analyse supposeffet que les effectifs et que la dispersion des
différents groupes soient du méme ordre. Or, enemag dans la population, nous avons 72%
d’homozygotes d’un type, 4% d’homozygotes de l'auype et 24% d’hétérozygotes. Notre modeéle
présentant un fort déséquilibre, la solution digti® pour prendre en compte ce déséquilibre est
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une randomisation. Nous avons effectué une randtimisprenant en compte 1000 tirages au sort
successifs. A chaque simulation (permutation aléatbes lignes du tableau des explicatives), on
calcule le F-ratio de I'analyse de variance (Tabléa Les 1000 Fr calculés sont classés par ordre
croissant. Il suffit de situer le Fr des valeurstes, non mélangées, a la liste des 1000 Fr obtenus
par randomisation. Le rang exact du Fr calculéréirpdes données non mélangées, représente la
probabilité de significativité. Cette randomisatmgtée effectuée grace au programme SNPA.exe.

Tableau 6 :Résultats d’ANOVAs avec randomisation pour le talex glycogéne. Pour chaque
position, la probabilité associée au F-ratio exast calculée par randomisation. Seuls les

polymorphismes dont la significativité est inféried 10 % sont indiqués.

Position du polymorphisme b7 Probabilité
2343 3.28 0.03
2643 2.43 0.03
3451 2.57 0.08
3869 2.70 0.07

Par cette analyse, nous avons pu observer quediatisn entre le SNP en position 2343 et
la valeur du taux de glycogene était significatawec une probabilité associée de 3%, il en est de
méme avec le SNP en position 2643. Pour les SNB4 84 3869, nous pouvons noter une
significativité marginale a 10 %. Dans tous les, ¢tes individus hétérozygotes présentent un taux
supérieur au deux types d’homozygotes (Figure Bi@n qu’aucune relation n’ait été faite entre les
différents haplotypes et le taux de glycogene,emarque toutefois que les animaux homozygotes
pour I'allele A en position 2343 sont tous homozgggpour I'haplotype F ou H et que les animaux
hétérozygotes en position 2343 sont hétérozygaies lfhaplotype H (sauf I'individu numéro 76).

L’haplotype H n’est en outre retrouvé chez aucumneandividu.

Nous avons recherché I'existence d’'une corrélatioine les génotypes des différents sites
polymorphes chez les 100 animaux de race HoldBrirpeut ici utiliser le coefficient de corrélation
de Spearman qui va indiquer le degré de liaisotodg les sites par rapport au génotype. Une forte
valeur du coefficient de corrélation de Spearmaliqurera une liaison entre les deux variables. Le
coefficient de corrélation de Spearman s'interpatela méme maniere qu'un coefficient de
corrélation de Pearson. Une valeur positive (marinsu+1) indique une variation simultanée dans

le méme sens, une valeur négative (minimum = -¥) wariation simultanée en sens inverse. La
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Figure 20 :Classification hiérarchique des SNPs du geRKAG3 selon le coefficient de Spearman
d’apres le génotypage de la population Holstemeprésente le seuil de significativité P=0.01.
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différence entre les deux coefficients repose @urature des valeurs numériques. Le coefficient de
Pearson est calculé a partir des données brutegadiebles numériques, sur les rangs d'échelles

ordinales.

La liaison entre les différents polymorphismes sghificative (P=0.05). Nous observons
méme une limite ou tous les polymorphismes hormeisicen position 3718 sont liés avec une
significativité de P=0.01 (Figure 20). Ceci montree apparition des SNPs a différents moments de

I’évolution.

La classification hiérarchique des SNPs du g&iRKAG3, selon le coefficient de Spearman,
permet de séparer les polymorphismes en fonctidewtadate de survenue. Les SNPS 3869, 5851,
3451, 2343 sont associés dans le méme groupe sinpedt également une forte association dans
les haplotypes. Les SNPs 1428 et 2643 sont sunénmuege epoque quasi-identique, et voisine du
groupe précédent. Nous interprétons la faible assoe entre les 2 groupes précédents et le groupe
2547 et 2260, et a fortiori le 3718, par une daemhrition bien plus éloignée. Nous pouvons ainsi
regrouper les différents polymorphismes entre elorsleur date d’apparition.

Les SNPs 1428 et 5851 ne présentent pas d’associatfjnificative avec le taux de
glycogéne. Les autres polymorphismes appartenanesa deux groupes présentent eux une
association significative inférieure a 10%, voirmeinférieure a 5% pour deux d’entre eux. Ceci
pourrait laisser a supposer qu’un polymorphismgéséntre les deux bornes externes et dont la date
de survenue est située a la méme époque pourndlifesr la variation observée du taux de
glycogene.

Le test de Mantel permet de déterminer s'il y aétation entre la distance génétique entre
les marqueurs moléculaires d'un méme groupe defiagt la distance physique. La valeur d'un
parametre d'association est calculée a partir deséks réelles, puis comparée a la série de valeurs
obtenues par permutations aléatoires de l'ordrepdpslations dans l'une des deux matrices de
distance. Grace au logiciel PAST, nous avons putrmomue la corrélation entre la distance
génétique et la distance physique n’est pas sagtifie au seuil P=0.05. Cette absence de liaison
pourrait s’expliquer par le fait que les SNPs sapparus a des temps différents donc ils ne sont pas

tous liés entre eux.

Cette étude nous a permis de voir gu'il existe nategtion potentielle entre le geRRKAG3
et la teneur en glycogene dans la viande bovineixD®NPs présents sur le géne se trouvent
associés significativement avec la quantité deaglgoe intra-musculaire. D’autres mesures avec

des effectifs possédant des génotypes mieux clamsigaient permettre de compléter ces résultats.

115



Figure 21 :Génotypage par la méthode d’analyse de fragment.Eest représenté un individu

homozygote avec 7C a cette positibnreprésente un hétérozygote 7C/9C .etin hétérozygote
7C/8C.
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De plus, le génotypage d’autres polymorphismes datie région pourrait montrer une association
encore plus évidente. Méme si ce géne est assaciglyaogéne chez le bovin, nous n'avons

cependant pas mis en évidence de relation avearia @n eau.

1.6. Génotypage de la région promotrice.

Aucune association n'a été observée avec le polyhigme en position 698 provoquant une
insertion/délétion dans la région promotrice. Adi@ génotyper ce polymorphisme sur un nombre
plus important d’individus, nous avons mis en plaoe méthode de génotypage par analyse de
fragment similaire a celle utilisée pour le génatyp des micro-satellites. Cette méthode permet de
caractériser des fragments variables entre eulagaésence d’'une base de différence, et a pu étre

utilisée ici pour faire le génotypage de cetteiitige/délétion (Figure 21).

1.7. Génotypage de plusieurs races pour une éaetipique.

Les 12 SNP génotypés chez les veaux de race Holgkegure 18), pour I'étude
d’association avec des caractéristiques de la eiandt été utilisés pour réaliser le génotypage
d’animaux de 3 races francaises (Limousin, Chagokti Holstein) et de 6 races italiennes
(Chianina, Marchigianna, Romagnola, Maremmana, Radet Piemontese) afin de réaliser une
étude d’haplotypes plus complete. En utilisant cnguantaine d’animaux par race, et 100 pour la
race Holstein, on trouve 36 haplotypes différefitsb{eau 7). Trois, voire quatre, sont retrouvés en
majorité, et 26 sont retrouvés moins de 10 foigic@rau logiciel NETWORK v. 3.1, nous avons
réalisé une analyse phylogénique des différentsohgges pour retracer les variations entre les
haplotypes (Figure 22). Quatre blocs ont alors idéntifiés et apparentés, formant ainsi des

haplogroupes.
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Figure 22 :Représentation de la relation entre les différeatsotypes.

Chaque ligne de connexion entre les groupes fe@tianir un événement unique. Le numéro de
'haplotype est indiqué paH... Chaque diagramme a une taille proportionnelle ambre

d’haplotype observé. Les rectangles en pointiggsésentent chaque haplogroupe.
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Tableau 7 Distribution de la fréquence des haplotypes pee.ra

Haplotypes N Chi Marc Rom Mare Pod Pie Lim Cha Hol Moy
1) A G G T G C T C C G G 532 0,33 0,483 0,196 0,447 0493 0,53 0,488 0,35@,66 0,443
3BK G T ) T ) C . ) 233 0526 0,11 0,186 0,035 0,154 0,114 0,167 0,27411 0,186
29H) G A C T ) C 109 0,036 0,195 0,098 0,044 0,14 0,106 0,036 0,04812 0,091
4 (D) . ) T 70 0,005 0,025 0,029 0,254 0,059 0,076 0,083 0,01204 0,065
32 G C T C 43 0,041 0,059 0,255 0,015 0,041
13 . . 38 0,005 0,008 0,175 0,076 0,048 0,024 0,037
19 G . C . . 27 0,031 0,078 0,007 0,015 0,06 0,012 0,02 0,025
2800 G A C T C 20 0,008 0,037 0,015 0,06 0,071 0,005 0,022
6 (A) C . 17 0,005 0,017 0,098 0,008 0,012 0,01 0,017
2 . . T 13 0,155 0,017
10(F) A C 9 0,008 0,018 0,022 0,012 0,01 0,008
9 . A . 8 0,009 0,053 0,007
31 G C T 8 0,021 0,01 0,022 0,006
14 . C T C 3 0,02 0,007 0,003
18 G . . . 3 0,015 0,012 0,003
23 G C C T C 3 0,025 0,003
3(C) . . C 2 0,01 0,001
7 . C T 2 0,02 0,002
8 . C . ) 2 0,008 0,007 0,002
16 . T T C . . 2 0,012 0,012 0,003
20 G C T C 2 0,008 0,007 0,002
21 G . T C . 2 0,017 0,002
26 G . A . C T 2 0,009 0,007 0,002
343) G T T . 2 0,012 0,005 0,002
5(E) . . T . 1 0,005 0,001
11 A C . T 1 0,012 0,001
12 . A ) C T 1 0,009 0,001
15 T T ) . 1 0,012 0,001
17 . T T C T 1 0,007 0,001
22 G . T C 1 0,008 0,001
24 G C T C 1 0,01 0,001
25 G A . . 1 0,012 0,001
27 G A C T 1 0,008 0,001
30 G . A T C 1 0,008 0,001
33K G T . . . C 1 0,005 0,001
36 G T . . A . T . C . ) . . . 1 0,008 0,001
1428 22602337 2339 2343 2528 2547 2596 2643 3451 3718 3869 4695 5851 97 59 51 57 68 66 42 42 100

Position des SNPs

Nombre d’animaux
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Figure 23 :Localisation tissulaire de la protéipgpar Western blot.

La migration des protéines s’effectue sur un geBFIAGE 12 %. La protéing; est révélée par
Western blot par un anticorps anti-murin. a. Distribution de la protéings dans différents tissus
bovins. Pour chaque tissu 60 pug de protéines sEpusgsb. Témoin murin avec des quantités de
protéines allant de 30 pg a 240 pg. La protggmaigre a une taille d’environ 56 kDa. L’anticorps
anti-yz murin révele un signal dans tous les tissus boairadysés et dans le témoin de souris a une

taille d’environ 56 kDa.
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2. Etude fonctionnelle de la protéine codée pageleePRKAGS.

2.1. Introduction

Afin d'établir si les types de variations génétigudu gendPRKAG3 (polymorphismes et
épissages alternatifs) jouent un réle sur I'acgtieinzymatique du complexe AMPK nous avons

entrepris une étude fonctionnelle de la protéirdéeqar le geneRKAGS.

Le meilleur moyen pour montrer des différencestivaé dues au seul complexe AMPK est
de le produire dans un systeme d’expression, etaliser un test d’'activité enzymatique sur ce
complexe. Nous avons donc cherché a produire diités protéines recombinantes
correspondantes aux différents variants du geiRI€AG3 observés chez le boviha protéiney;
étant une sous unité régulatrice de I'enzyme AMMBKegtait bien sur nécessaire de produire

également les sous unité®tp et de reconstituer un trimére fonctionnel.

2.2. Résultats

Avant de produire la sous-unitg, nous avons testé I'anticorps apgidont nous disposions
qui nous a été gracieusement fourni par la sodié&is (MoIndal, Suede). L'anticorps est dirigé
contre 16 acides aminés de la région C-terminale deus-unitg; de 'AMPK murine. La région
reconnue par l'anticorps est spécifique de la soitg-y; et est tres conservée entre les especes : sur
les 16 acides aminés de I'épitope, 14 sont consataas la protéine bovine. Les protéines totales
ont été extraites de différents tissus (cceur, déaphe, muscles RA et ST) d’'un méme individu
bovin de race Charolaise afin d’'identifier la pio&ys par Western blot. Les protéines ont été
séparées en gel de polyacrylamide 12% de manidieraidentifier les protéines dans la région
d'intérét (environ 56 kDa). Afin de confirmer laelié présence de la sous-unité, nous avons utilisé
comme témoin positif une gamme croissante de preéiotales de muscle de souris. Les temps de
révélation varient de 1 minute pour le Western biorin & 3 minutes pour le Western blot bovin.
Nous observons la présence d'un signal a une tbdfeviron 56 kDa dans le muscle de souris, qui
correspond a la taille de la protéine attenduesiGeal est présent a la méme taille chez le bovin
dans les différents tissus y compris dans le caouteosignal est intense (Figure 23). Nous
observons de plus chez le bovin des bandes suppiéimes probablement dues a une

reconnaissance croisée non spécifique.

Trois autres anticorps ont été testés. L'un esanmiicorps commercial généré grace a un
peptide synthétique sélectionné dans la régionriditele de la protéine humaine (Abgent). Les

résultats obtenus avec cet anticorps sont sinsl@reeux obtenus avec I'anticorps agatimurin.
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Figure 24 Production de la protéingen systeme RTS.

Western blot (A) et gel de Coomassie (B). Les dg@istes correspondent aux deux

constructions testées (Présence (piste 1) ou abgpiste 2) d’'un Tag Histidine).

122



Y ae

Les deux autres sont des anticorps anti-peptidedr§e contre les formes courtes et longues
de la protéine bovine. Ces deux derniers pepticesét® synthétisés de maniére a produire un
anticorps spécifique des formes courtes et longless aux épissages alternatifs difféerents endgre le
exons 1 et 2. Ces peptides ont été synthétiséEyragentec (Liége, Belgique). Les anticorps ont
été réalisés par immunisation chez le lapin pajuiige du Dr Ahmed Ouali (INRA, Clermont-
Ferrand/Theix). Malheureusement, nous n’avons pagtipser ces deux anticorps car ils n’ont pas
permis d’obtenir un signal spécifique des deux fEsrprotéiques, et de plus ils reconnaissent un

nombre trop important de protéines.

Comme nous ne disposions pas d'un anticorps réetierapécifique de la protéing
bovine, nous avons alors decidé de produire uneipecompléte pour immuniser des animaux et
nous avons choisi le systeme de transcriptiovitro (RTS, Roche) qui permet d’obtenir une
proteine pure. La production en systemeitro nécessite le clonage de la séquence nucléotidique
correspondante dans un vecteur adapté, puis lesiorda de transcription et de traduction se
produisent dans un milieu contenant tout le mdténeymatique et moléculaire nécessaire. Deux
constructions ont été testées, I'une étant 'ADNwant pour la protéine bovine normale, la
deuxieme correspondant a celui codant la protéménb auquel a été rajouté une séquence
nucléotidiqgue codant pour un Tag Histidine en Nwnieal de la protéine. Afin de vérifier si la
protéine a été produite, les extraits obtenus tétaédalysés sur gel par coloration au bleu de
Coomassie et par Western blot grace a I'anticonpisya murin (Figure 24). Le gel coloré au bleu
de Coomassie révele une quantité faible de protdams I'extrait. Cependant, grace au Western
blot, on peut constater que la protéinebovine a été produite. L’extrait brut apres product
contient 500 pg de protéines totales. La protgiyest en quantité trop faible pour produire un
anticorps spécifiqgue de celle-ci sans purificatiGependant les quantités obtenues sont également
trop faibles pour envisager une production d’ampsoa partir d’'une seule production. Il aurait
fallu 10 productions en systéme RTS afin d’obtémiguantité de protéine (non purifiée) nécessaire
pour produire un anticorps, avec la purificationairait été nécessaire de faire le double de
production. De la méme maniere, les quantités sopt faibles pour réaliser une étude de son
activité biologique et de son affinité pour I'actteur de cette enzyme 'AMPK. Cette éventualité a
été abandonnée du fait de son colt mais aussindmaoque d’efficacité.

La productionin vitro étant inadaptée a une production conséquente geotaine, il a été

nécessaire d’utiliser un modéle capable de donesmdantités plus importantes de protéine, dans
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Figure 25 :Stratégie de clonage des 3 sous-unités de ’AMBY pexpression par la bactérie.
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le but d’obtenir un anticorps spécifique. Le systéani présentait les plus grands avantages était le

systeéme procaryote.

D’autre part, il a été montré que les trois sonés a;B1y; s'assemblaient parfaitement a
l'intérieur de la bactéri&. coli pour donner un complexe recombinant fonctionneluiNanret al .,
2003). Le systeme procaryote nous est alors apgymanume la solution pour produire également des

complexes AMPK complets.

Différents vecteurs d’expression ont été constransc les trois genes codant pour les trois
sous-unités afin d’exprimer ces genes dans la badtégure 25). Nous avons utilisé pour cela les
sous unitésy,, By et différentes isoformes dg bovines. Les cDNA codant les différentes sous-
unités bovines ont été amplifiées par PCR et clot&ss un vecteur d’expression bactérien, le
vecteur pET3d pour les sous-uniteetp; ou pET3a pour les différentes isoformgshoisies. Les
différentes isoformes; (Tableau 8) correspondent aux formes longues oute® des transcrits

ainsi qu'a la présence de polymorphismes provoquiatthangement en acide aminé.

Tableau 8 Production de 9 plasmides recombinants codant gifi@rentes isoformes de la sous-
unité ys. Chaque plasmide présente I'absence ou non desgtioms ainsi que des variations au
niveau de SNP provoquant des changements en amidEges au niveau de la protéine. Ins 1
indique la présence ou l'absence des 18 nucléotidpplémentaires entre les exons 1 et 2, du a
I'épissage alternatif, Ins 2 indique la présencaon des 3 nucléotides entre les exons 9 et 10. Les

SNPs entrainant un changement d’acide aminé sditfués en bleu.

Plasmides| Ins | G/T | G/IC|G/A|CIT |CIT |CIG| Ins | GIT | C/T | C/T| TIC|AIG| TIC
1 [2260]2339|2343|3451| 3718|3869 2 |4649 4695 4738|6605 6608|6668
L593.P4| N G G G C C G| N G C C T A T
L593.P19 O G G G C C G| N G C C T A T
L593.P15 N G G G C C G| O G C C T A T
L590.P6| O G G G C C G| O G C C T A T
A4b.P3 N | T G G C C G N G C T C A T
REB.P9| N G| C G C C G N G C C T A T
L593.P7| N G G G C| T G N G C C T A T
C582.P2| N G G G C C G N T C C T A T
L590.P3| N G G G T C G N G T C C G C
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Chaque ADNCc, codant pour les différentes sous-sn#aéout d’abord été cloné seul dans le
vecteur, puis associé aux autres ADNc au sein gii@me vecteur polycistronique afin d’obtenir un
seul plasmide a intégrer dans la bactérie. Ce wectexpression bactérienne obtenu a été utilisé
pour transformer des bactéries compétentes de Eypeoli BL21. Avant toute tentative de
production, le vecteur a été séquencé en totdlitéda vérifier qu’il n’y avait eu aucun phénomene
de mutation ou de recombinaison sur celui-ci potipanturber la transcription et/ou la traduction.
Le systeme entierement vérifié, les clones bacienssédant le vecteur ont été induits a I'PTG
afin de produire les différentes protéines. Nousnavpu noter une différence dans la vitesse de
croissance des bactéries, les bactéries poss@dastteur contenant les trois inserts ont monte2 un
croissance tres ralentie comparativement a degfiesfpossédant un vecteur sans insert ou encore
a des bactéries non transformeées. Apres indudiemmalyse des extraits protéiques des bactéries
transformées avec le vecteur possédant les ditBsespus-unités n’a montré aucune différence
avec ceux des bactéries non transformées ou tramss avec un vecteur vide. Un temps
d’induction plus important n'a pas permis non ptiiarriver a une production dans ce systeme
procaryote. Des tests de production de la sougyngeule ont été réalisés afin de voir si celle-ci
était un obstacle a la production du complexe.D@méme maniere, les bactéries ont été incapables
de produire la sous-unitg seule. La production des trois sous-unités et cidla protéing; seule
ont été réalisées en paralléle. Cette absenceatkigiion peut étre due a la présence de codons
rares pour la bactérie dans la séquence bovineégtilEn effet, bien que le code génétique soit
redondant, la totalité des codons n’est pas wildgns un organisme (Comeron et Aguade, 1998).
L'usage des codons d'un organisme a un autre S'eavé changé, notamment entre les
mammiféres et la bactérie. Les premiers codonsAd@Nc de la sous-unitgs ont été changés en
utilisant des amorces modifiées sur les codons.r&ependant, méme aprés un changement des
codons rares pour la bactérie, notamment au débld déquence codante, la protéine n’a pu étre
produite. Neumanret al. (2003) n’ont pas réussi non plus a produire lasamitéys; dans un
systeme procaryote (résultats non publiés). Quethose dans la protéine semble étre néfaste a la
bactérie, empéchant ainsi sa production. Cela penit de sa structure ou de son repliement qui
perturbe le bon fonctionnement du métabolisme bactéet qui va entrainer sa dégradation ou sa

non-production.

Ne disposant pas d’anticorps amfi-ou antif; bovin, il a été impossible de vérifier si les
autres sous-unités étaient produites ou non. Ceperadicune sur-expression n’a été détectée aux

tailles attendues de celles-ci.
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Figure 26 :Production de la sous-unitgde 'AMPK par transfection de cellules HEK 293.

Les cellules ont été transfectées avec un plassodéenant I'insert codant la protéine de souris
(piste 1), l'insert codant la protéine bovine (pi&), avec un plasmide vide (piste3). La piste 4
contient I'extrait brut de production de la soust&gs par systéme in vitro. Pour chaque piste 30 pg

de protéines ont été déposées.
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Devant I'échec de la production du complexe AMPKsgstéme procaryote, nous avons
tenté une production dans des cellules de mammif@i&EK 293 et Cos 7). Tout d’'abord, seul
I'cDNA codant la sous-unitg; a été cloné. Les sites de clonage du vecteur téegn eucaryote
étant différents du vecteur pET, il a été nécessde reamplifier la protéine bovine a l'aide
d’amorces possédant les sites de coupures enzyreatagiéquates. L’ADNc de l'isoforme la plus
courante de la sous-unité (sans la présence dimsen été amplifié par PCR puis inséré dans le
vecteur pcDNA 3.1.Apres vérification du vecteur, les cellules Cos t7HEK 293 ont été
transfectées avec le vecteur pcDNA 3.1 contenamdelit codant la protéing bovine. L’extrait
cellulaire brut a été analysé par Western bloguetine expression n’'a été détectée dans les deux
types cellulaires. L'utilisation d’'un témoin pos$itcorrespondant a une protéine déja produite au
sein du laboratoire, a permis d’éliminer I'hypothed'une mauvaise manipulation des souches
cellulaires. Le probleme demeure, la protéine PRRA(& pas pu étre produite. Soit cela provient
d’une erreur de construction du vecteur, soit petevient d’'une particularité de la protéine bovine.
La construction du vecteur a été vérifiee plusidais, ceci permettant d’exclure cette hypothese.
Apres contact avec d’autres équipes travaillant [AMPK, nous avons obtenu un plasmide
pCAGGS contenant un insert codant la protggmurine. Ce plasmide a été utilisé tel quel, mais
également modifié, I'insert murin a été remplacé lpaséquence bovine du gene, pour transfecter
des cellules HEK 293. Les extraits protéiques boutsalors été analysés par Western blot (Figure
26). La protéine murine a été produite par lesutesl une bande d’environ 55 kDa est retrouvée a
la méme taille que lors de la production de lagr& bovine par RTS. En revanche, il n'y a aucune

production de la protéine bovine.

Bien que les protéines bovines et murines parta@&¥ d’homologie, la protéine bovine
doit posséder un élément empéchant sa producticiavorisant sa dégradation. Si tel est le cas, cet
élément de structure ne peut étre situé que darégian N-terminale de la protéine, la premiére
partie de la protéine (environ 160 acides amings)t@ssez différente entre les deux especes, alors
gue le reste est fortement conservé. Une autreibpldés pour expliquer cette absence de
production, réside dans le fait que les cellulebsées ne sont pas des cellules musculaires. La
sous-unitéy; est exprimée principalement dans les cellules olases, mais bien que la majorité
des productions de cette sous-unité se fasse @arlgydées L6 de myoblastes, elle a par ailledrs ét
produite dans des lignées non musculaires comiignize COS (Barnet al., 2004).

La production des différentes isoformes n’ayantadasuti, nous avons envisagé I'utilisation
d’extraits protéiques totaux bovins pour réalises tests d’'activité sur le complexe AMPK. Ce test
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d’activité consiste en la phosphorylation d’un jeépte synthése par ’TAMPK. De I'ATP radioactif
est utilisé pour suivre cette phosphorylation quisiste en un transfert un phosphate radioactif de
'ATP sur le peptide de synthése (Musial., 2001; Yuet al., 2003). Des animaux présentant des
alleles différents pour plusieurs SNPs, provoqlesithangements en acide aminé suivant : A121S,
W147S, R256W, D351Y, T366M, ont été utilisés. L'AKIFpour étre fonctionnelle doit étre
activée, c'est-a-dire phosphorylée. LKB1 est capdblphosphoryler ’AMPKn-vitro (Shawet al.,
2004). Les tests d’activité sur les échantillonst@iques sont réalisés aprés une incubation
préalable en présence de LKB1 (Upstate) et d’ATBcule activité enzymatique du complexe
AMPK n’a pu étre détectée sur ces échantillons I@ab 3). Le lysat cellulaire n’étant pas
seulement constitué de 'AMPK, d’autres enzymesvpat bloquer l'action de I'AMPK. La
présence de phosphatases dans le milieu peut prevage inactivation du complexe enzymatique
par déphosphorylation de la Thréonine 172. Lesdfites sous-unités de 'AMPK ne possédant
pas de Tag particulién vivo, il est nécessaire de sélectionner I'une des @ifiérs sous-unités et de
réaliser une immuno-précipitation du complexe. benplexe a été immuno-précipité a l'aide de
'anticorps antiys dont nous disposions (Tableau 9). Malgré cettpeétdiimmuno-précipitation,

aucune activité n'a été détectée.

Tableau 9 Résultats des tests d’activité réalisés sur gomntillons (H97, L501 et C617) avant et
aprés immunoprécipitation. En plus des differenthaétillons, les témoins PE (AMPK

commerciale), NS (substrat absent) et NE (abseleoezyime) ont été ajoutés.

Tubes Echantillons Activité (cpm)
1 H97 90
2 L501 98
3 Cc617 113
4 H97 IP 130
5 L501 IP 125
6 C617 1P 153
7 PE 22482
8 NS 255
9 NE 386

Cette absence d’activité dans les échantillons inoyurécipités peut étre due a un manque
de spécificité de I'anticorps. L'anticorps apgiutilisé présente une spécificité moyenne vis-adeis
la protéiney; bovine dans un extrait de protéine totale (FigRBa). L'étape de fixation de
I'anticorps sur la protéine est une étape détemende 'immuno-précipitation. L'utilisation d’un
anticorps peu spécifique entraine un mauvais abage de la protéine d’intérét. L'immuno-

précipitation n'ayant pas fonctionnée, il est ndrdene pas observer d’activité.
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3. Les autres genes de la famille AMPK bovine

3.1 Introduction

Lorsque jai débuté I'étude sur 'AMPK bovine, seuh séquence du geRRKAG1 était
connue chez le bovin. En revanche, les structwempl®tes des 7 génes étaient disponibles dans les
autres espéeces (homme, souris, porc). Mcial. (2003) avaient positionnés les différents génes
de 'AMPK sur le génome bovin. Pour réaliser 'eagsion du complexe AMPK bovin, les
séquences d’'une des sous-unitéd de I'une des sous-unit@tait nécessaire. J'ai donc entrepris
la détermination de la structure et de la séquaesedifférents géenes bovins. L'expression des
différents genes dans les autres especes varia Botissus, le genBRKAG3 étant exprimé
principalement dans le muscle (Milahal., 2000). Aucune analyse compléte de I'expression de
TAMPK n’ayant été réalisée chez le bovin ou daosté autre espéce, et comme les séquences
bovines de ces genes avaient été établies, nouss armvisagé une étude de leurs expressions

tissulaires.

3.2. Résultats
3.2.1. Identification des différents genes boviad AMPK

En prenant appui sur les séquences disponiblesopaparaison de séquences entre les EST
bovines et les séquences génomiques humaine, netripercine, j'ai tout d’abord déterminé les
structures putatives des différents genes bovias. dnorces bovines ont pu étre déterminées dans
les exons putatifs bovins. La structure des difftyegenes bovins a été établie. Les séquences
codantes des différents genes ont été détermiradeanalyse des banques d’EST, séquencage et
RACE-PCR. Les séguences suivantes, issues desdsadftST, ont été utilisées comme point de
départ pour lidentifiaction des différents genesldMPK bovine. BG358445 et AV617168 pour
PRKAA1, BM254702 pourPRKAA2, BF043481 et BF043876 polrRKAB1, AF329081 pour
PRKAG1 et BE846246, AW670054 et AV594806 pdeRKAG2. Pour ce qui est dERKAB2,
aucune information de séquence n’était disponMigKay et Womack (2002) ont cartographié les
différents genes bovins de 'AMPK. Ils ont pu ndaarnir un fragment de séquence d’environ 100
pb correspondant au geRRKAB2 bovin. Aprés vérification de ces séquences, leemités de
chaque transcrits ont pu étre caractérisées pat 3 RACE-PCR. La structure codante ainsi
établie, nous avons confirmé par comparaison ageséljuence génomique, la structure des
différents génes. Les génes bovins codant lesreliffés sous-unités de '’AMPK ont une structure

comparable a ceux des autres especes. Toutesnlefofs exons/introns répondent a la régle
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Figure 27 :Résultats de quantification des différents gemebAMPK dans différents tissus.

Dans chaque cas, le muscle RA (encadré en roseajilest comme référence. La significativité de

variation d’expression est fixée a une variatiomn@' valeur de 2 en sur ou sous-expression.
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GT/AG (Shapiro et Senapathy, 1987). Seuls les granttons d’environ 20 kb n'ont pas été
séquenceés en totalité.

Une fois les séquences des différents génes déiees)iune recherche de polymorphismes
dans les différents géenes des sous-unités de 'ANMBYine a été réalisée. A l'inverse du gene
PRKAGS riche en polymorphismes, les autres génes boviseptent peu de polymorphismes, un
SNP a été identifié sur le gemRKAAL, 4 surPRKAA2, 1 surPRKAB1, 6 surPRKAB2, 3 sur
PRKAGL et 4 surPRKAG2. Cette recherche de polymorphismes, dans lesreliff® génes, a été
effectuée de la méme maniére que PBRKAG3, en analysant les profils électrophorétiques sur
SSCP de 32 bovins de 16 races européennes. Payweclygne, cing régions d’environ 500 pb
chacune ont été analysées. Moins de polymorphismiedté identifiés car ces genes ont également
fait I'objet d’'une étude moins approfondie gBBKAGS3. Pour le gendP’RKAGS3, cette premiere
recherche de SNP sur ces mémes individus avaitdgoeame permis la caractérisation d’'un plus

grand nombre de polymorphismes.

3.2.2. Quantifications des transcrits des diffé&sgy@nes chez le bovin.
Les régions codantes de chaque gene ayant étdfihks)tj'ai entrepris une quantification
des difféerents transcrits dans plusieurs tissusinBoviLes séquences possedent un fort taux
d’homologie entre genes d’'une méme sous unité.aDesces bovines spécifiques de chaque sous-

unité ont été utilisées pour I'étude de I'expresdissulaire.

Les tissus utilisés ont été extraits a partir dinma animal de race Charolaise. Chaque tissu
a été analysé en triplicat en utilisant comme leeg@APDH comme gene contble. Dans chacune
des expériences, le tissu de référence qui a istégirle muscl&ectus abdominis (RA). Un second
tissuRectus abdominis provenant d’un autre animal de race Charolaigé atédisé en comparaison.

Les résultats de quantification sont répertorigssda figure 27.

Dans le gen®RKAAL, on observe une sous-expression du géene dangole €bla glande
mammaire par rapport au muscle RA. Pour le gelRKAG3, I'expression est moindre dans les
différents tissus par rapport au muscle RA et S@isnde plus, on trouve une sous-expression

statistiguement significative dans le colon, landemammaire, la rate et le testicule.

Pour les autres genes, les variations observéd¢scensidérées comme non significatives.
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4. Etude du genBPARG bovin et mise en évidence de transcrits chimeres

4.1. Introduction

Au cours de ma thése, j'ai eu I'opportunité devaiter sur un projet en paralléle du projet
sur 'AMPK bovine. Ce projet concerne le gaPlRARG et s’inscrit dans un appel d’offre de type
AQS (Aliment Qualité Sécurité) financeé par le Miéi® de la Recherche. Ce projet, piloté par
Jean-Francois Hocquette de I'INRA de Clermont Fefraavait pour objectif de déterminer les
différences métaboliques et génétiques associéevariabilité du persillage de la viande bovine
dans deux races présentant des phénotypes exty@ouesce caractére (Limousine et Angus).
Plusieurs approches étaient envisagées regrouparmndlyses métaboliques, des mesures d'activité
enzymatiques, des mesures de I'expression den=iganes clés du métabolisme glucidique et
lipidique et une analyse fine des transcrits etpdlymorphisme d’'un groupe de genes. Cette
derniere analyse a mis en évidence des résultét®dsants concernant un géne, le géPwRG,
jouant un réle important dans le métabolisme desus musculaires et adipeux. Ce sujet étant
proche de mes préoccupations dans le domaine dindaisme génétique de la qualité de la viande
bovine, j'ai accepté d’y participer afin d’élard@s résultats obtenus dans le cadre du contrat AQS.
En effet, TAMPK et les protéines codées par legeRARG sont impliquées dans le contréle d’'un
certain nombre de voies métaboliques communes. [PKMmais surtout la sous unitg est
essentielle dans la modulation transcriptionneke cgrtains génes essentiels dans la voie du
meétabolisme du glucose et des lipides dans le mssglelettique (Barnesal., 2004). LAMPK et
les PPAR sont impliqués dans l'adaptation cellulaire faagx achangements métaboliques.
L'utilisation de souris transgéniques exprimant rfatation du phénotype RNporcin (Tg-
Prkag3 *®*9 a montré une augmentation de I'expression du ¢euttanscrits du gerRPARG dans
le muscle gastrocnémien en condition d’alimentationrmale ou de jeun (Long al., 2005). De
plus, les récepteurs PPARet PPAR, ont un réle majeur dans la mise en place et |abofisme
du tissu adipeux. L'importance du tissu adipeuxaxmhusculaire est un facteur important pour la

gualité de la viande bovine.

4.2. Résultats

L’analyse des transcrits du gelRBARG bovin a révelé des informations intéressantessNou
avons identifié des transcrits chimériques bovisultant de la cotranscription et de I'épissage
alternatif de 2 génes voisinBPARG et TSEN2. Ces deux génes codent respectivement pour les
récepteurs PPAR et PPAR2 (Peroxisome Proliferator Activated Receptorg)air I’homologue

de I'endonucléase 2 d’épissage des ARNL. lIs sibaés dans la méme orientation, a environ 50 kb
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Figure 28 :Clonage du transcrit chimere.

Le transcrit chimére a été cloné en trois fragmdatss le vecteur d’expression pcDNA 3.1.
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Figure 29 Western blot sur la protéine PPARG.

A gauche est déposeé I'extrait protéique des cal@®S7 transfectées avec le plasmide contenant

le transcrit chimére. A droite est déposé un exinait de foie.
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de distance sur le chromosome 22924 bovin. Leusstipos relatives sont conservées chez
’lhomme et chez la souris. Nous avons identifiéxdggpes de transcrits chimériques contenant la
totalité sauf le dernier exon du géRRARG suivi de la totalité des exons du ger#=N2 hormis
'exon 1. Les deux transcrits chiméres different [@aprésence/absence d’'un exon intermédiaire
résultant de la transcription d’'une séquence LINEsituée entre les deux génes. Les transcrits
utilisent des sites d’épissage consensuels posrlésuexons de chacun des 2 génes, ainsi que pour
la séquence LINE L2. Un de ces transcrits présenteodon stop prématuré et l'autre code une
protéine chimérique putative constituée de la nit@éade la protéine PPARg et de la protéine
TSEN2 entiere. Bien que la présence de ces trémsdrieté montrée par amplification PCR sur des
ADNCc totaux chez le bovin, nous n’avons cependargtpblir par Western blot I'existence dans les

tissus de cette protéine chimérique en utilisaranticorps anti-PPAR

En montrant qu’a la fois les transcrits individuetdes transcrits chimériques sont transcrits
a partir des geneBPARG et TSEN2, nous avons mis en évidence une régulation corapiexia
terminaison de la transcription. L'existence etfdaction d’'une protéine chimére constituée de

motifs actifs qui n’ont, a priori, aucune relatiorg sont qu’'une simple hypothése.

Ces resultats sont décrits dans le deuxieme artiClranscription and intergenic splicing
of thePPARG andTSENZ2 genes in cattle. (BMC Genomics. 2006; 7: 71.)

Puisque nous n'avons pas pu mettre en évidencistéece in vivo de la protéine chimére,
nous avons tenté de la produire in vitro grace &ysteme d’expression eucaryote. Pour cela, le
transcrit chimérigue PPARG-TSENZ2 a été cloné, mséré dans le vecteur d’expression pcDNA
3.1 (Figure 28) afin de réaliser une expressiofaden transitoire dans les cellules COS?7.

L’extrait protéique brut a ensuite été utilisé paaliser un Western blot afin de voir si cette
protéine chimérique est produite dans la celluteullisant I'anticorps anti-PPAR nous avons pu
mettre en évidence la production de la protéinenéhique par les cellules (Figure 29). Le témoin
positif d’extrait de foie indique la présence detpme PPAR, les protéines chimériques n’étant
pas visualisables par Western blotivo.

Le fait que le trancrit chimére puisse étre tradant systeme eucaryote montre que ce
transcrit est fonctionnel et que la protéine prteluest tolérée par une cellule eucaryote.La
production d’une telle protéine peut étre utilisdi@ de produire un anticorps spécifique de ce type
de protéine. Cela permettra également d’envisager @tude sur la fonction de cette protéine

chimere. En effet, le role d'une telle protéinegamitant des fonctions différentes reste un mystere.
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Le genePRKAG3 bovin est le siege d’'une exceptionnelle variadilit

L’objectif de ce travail de thése était, d’'une pdg mieux comprendre comment s’exprime
le géne codant la sous-unjigde 'AMPK et, d’autre part, de déterminer des nuauys genétiques
liés aux qualités de la viande chez le bovin.dbgssait d’acquérir des connaissances afin de mieux
comprendre et/ou tenter d’expliquer la variabilb®servée dans le stockage du glycogene
musculaire. Ce projet de thése a donc conduittablissement de la structure du g@RKAG3
bovin, a la détermination des transcrits, a l'iifesdtion des isoformes protéiques et de leur
correspondance avec les transcrits et enfin a ferrdéation d’haplotypes. La séquence et la
structure génomique du geRRKAG3 ont été entierement déterminées grace a I'ADN méne
et a I'ADNc de plusieurs échantillons. Elle estniitpue a la structure du géne chez la souris,
’homme et le porc, avec un intron supplémentaime3 UTR. Généralement, peu de genes
possedent un intron en 3’ UTR (Thermaenal., 1998) car un epissage aprés le codon de
terminaison entraine une rapide dégradation des ARBsagers par le NMD (Non-sense Mediated
MRNA Decay). Nous avons pu mettre en évidence 4BsSiont 6 provoquent un changement en
acides aminés. Le changement opéré par un SNRegreusoit une transition purine—purine A
G) ou pyrimidine—pyrimidine (G T), soit une transversion purine—pyrimidine ouipydine—
purine (A< C,A& T,G& C, G& T). D'un point de vue théorigue, a chaque posijties
guatre bases peuvent étre présentes. CependardatEju@, les SNPs sont en général bi-alléliques.
Ceci s'explique par la faible fréquence de subttitud’un seul nucléotide, estimée entre T80
5.10° par nucléotide et par an chez les mammiféres @lignal., 2002). La probabilité que deux
changements indépendants se produisent a la mégigopoest trés faible. Fréquemment, les
changements observés lors de ces mutations somtadegtions. L'explication la plus probable est
sans doute le fort taux de déamination de la 5-yidttosine en thymine dans les dinucléotides
CpG ce qui entraine un changement de C en T ethamgement de G en A sur le brin
complémentaire (Vignaét al., 2002). Nous retrouvons bien ici ce qui a été olisen régle
générale puisque, dans le gédPiRKAG3, sur les 46 polymorphismes obtenus, 35 corresporalent
des transitions. De plus, I'un d’entre eux corregpa un polymorphisme de type «indel », une
variation de 7 a 9 répétitions. Ces insertionstd#é seraient dues a un glissement de la
polymérase lors de la réplication (Chetral., 2005).

Dans le génome humain, il y a en moyenne un SNfégdas 300 pb (Nelsast al., 2004)
dont les 2/3 sont des changements de Cytosineshgmiiie. Chez le bovin, on estime, pour
linstant, la frequence a un SNP pour 150 a 45(Hatonet al., 2001), ce qui est similaire a
I'hnomme. D’autres études montrent un taux de poifpimemes plus important chez le bovin que

chez 'homme (Kruglyak et Nickerson, 2001). Dansés du gen®RKAG3 bovin, nous avons
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trouvé 17 SNPs exoniques pour 1473 pb ce qui quuresa un SNP toutes les 87 pb, soit plus que
ce qui a été montré pour le moment chez le boviples que chez I'homme. Certains genes
humains sont décrits avec un nombre de SNP compaiatelui observé chez le bovin (Konfortov
et al.,, 1999 ; Heatoret al., 2001). Certaines régions du génome sont congigétémme des
régions hypermutables. De plus, une recherche d&s®iKun nombre important de genes bovins a
montré que le nombre de SNPs par géne est treblead’'un géne a l'autre, suggérant une pression
de sélection différente entre différents génesuagégions du génome.

Plusieurs alleles sont retrouvés a des fréquenslasivement faibles (<1%) parmi nos
échantillons. Ceci est encore plus flagrant posr gelymorphismes entrainant un changement
d’acide aminé. Ce phénomeéne se retrouve égalernanv@au des genes humains, ou la quantité de
SNPs présents dans les régions codantes est nmpwtante ; de plus, les polymorphismes
exoniques ont également une fréquence plus faitdegfll et al., 1999 ; Halushkat al., 1999).

Six SNPs provoquent un changement d'acide aming cangements pourraient entrainer
des différences de conformation de la protéine reaties protéines se replient en effet en formant
des hélices et des feuillet$. Un changement dans le repliement de la protésug @ntrainer un
changement de son activité. A I'heure actuellggdmorphisme qui semble le plus intéressant en
raison du rble qu'il pourrait jouer du point de vpkénotypique est celui qui provoque le
changement d'une Thréonine en Méthionine (T366M)p&lymorphisme change en effet un acide
aminé hydrophile en un acide aminé hydrophobe. &@dcfjue I'acide aminé est situé dans le
domaine CBS 3 de la protéine, ce changement poumadifier l'activité¢ de I'enzyme. Les
domaines CBS de la sous-unjtde I'’AMPK sont des domaines fonctionnels. D’ageemodele de
Cheung etl. (2000), 'AMP se fixerait entre les domaines CBSlal sous-unitg et la région auto-
inhibitrice de la sous-unité. La mutation présente dans le domaine CBS 3 pibemgécher cette
interaction ou au contraire la favoriser, provoduansi un changement d’activité. Cette mutation
s'avere comparable aux mutations RN rn* du porc qui provoquent un changement eneacid
aminé dans le domaine CBS 1 (Milainal., 2000 ; Ciobanwt al., 2001). Les autres changements
d'acides aminés en dehors des domaines CBS petgadement affecter, a un niveau plus modeste,
l'activité de 'AMPK comme I'a montré Ciobanuakt (2001) sur les autres mutations exoniques du
gene porcin.

Certains des polymorphismes entrainant un changeemeacide aminé ne sont retrouvés
gue chez certaines races bovines. Ceci suggéereagueutations sont arrivées plus récemment, et
sont dues a une pression de sélection particutjgrea été exercée chez les especes d’élevage,
spécialement dans des races (Charolais et Limguséisctionnées pour la production de viande

alors que la race Holstein a été sélectionnée geaiaptitudes laitieres.
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Parmi les 17 SNPs exoniques répertoriés, 11 neopgumnt pas de changement d'acide
aminé et n‘ont donc aucun effet sur la séquencelad@rotéine produite. Cependant, ces
polymorphismes provoquent un changement au niveawcddons. Bien que le code génétique soit
redondant, la totalité des codons n’est pas wildgns un organisme (Comeron et Aguade, 1998).
On trouve méme un changement d’'usage de codonsodgamisme a l'autre comme c’est le cas
entre les bactéries et les mammiféres. Des reckgmiit montré une corrélation entre l'usage des
codons, I'abondance des ARNt et I'expression deegéDuret, 2000). Dans la majorité des cas,
les SNPs exoniques du ge®RKAG3 bovin qui ne changent pas l'acide aminé entrainent
néanmoins I'apparition d’un codon moins fréquera tpicodon de référence. Par exemple, lorsqu'il
se produit un changement du codon GUG en GUA (dodiams les deux cas pour la Valine 156),
les fréquences d'utilisation des codons passeA?%ea 11%. La production de la protéine pourrait
donc étre ralentie chez les individus porteurs e ponlymorphismes. Il en résulterait une quantité
de protéine plus faible et la possibilité qu'un pbiype soit associé a une moindre activité
cellulaire de I'AMPK. Ces changements de nucléstideuvent également jouer un réle sur la
stabilité du transcrit mature et provoquer une dégtion plus rapide des ARN messagers.

Les SNPs sont des marqueurs bi-alléliques. La fagtion phénotypique des SNPs
provoquant un changement d’acide aminé reste pmstant inconnue. Dans la perspective de
pouvoir analyser des tissus musculaires bovinseetpauvoir associer un phénotype avec le
génotype trouvé, nous avons travaillé a la mispant de différents tests de génotypage qui nous
permettrons de répertorier les différents polymaples présents chez un individu ; les SNPs
serviront alors de marqueurs génétiques.

Les polymorphismes de type SNPs ne sont pas ldesseariations génétiques observées
pour le gend’RKAG3 bovin. Nous avons également mis en évidence dasdrits alternatifs dont
la traduction si elle est effective conduiraitiasértion d’acides aminés supplémentaires au niveau
de la protéine. Ces transcrits n'ont jamais étéitdégisqu'a présent chez I'hnomme ou d'autres
espéeces. Nous avons pu établir que les différgrgésages observés dans le geRKAG3 bovin se
produisent indépendamment les uns des autres ktssdeux alleles. Ces deux épissages entrainent
l'insertion de nucléotides supplémentaires sansifireode cadre de lecture. La signification de ces
insertions reste encore inconnue. En revanche,casssont typiques du géne bovin. Le site
d’épissage permettant I'insertion de trois nuclegi de l'intron 9 n’existe pas chez I'homme, la
souris et le porc. En ce qui concerne I'épissagenaltif entrainant l'insertion de la fin de I'onrl
dans la séquence codante, le site d'épissage sugpbiire est présent dans les 4 espéces. Pour la
souris, I'absence de deux nucléotides dans cefi@nréntrainerait, si cet épissage se produisait, u

décalage du cadre de lecture. Chez I'homme etrle onombre de nucléotides est identique au
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bovin et cette insertion pourrait se produire. l&guence n'est pas totalement conservée entre
I'hnomme et le bovin ce qui pourrait empécher detertion. En revanche, la séquence insérée chez
le bovin est completement identique chez le pos arpart la séquence en amont du deuxieme site
d'épissage. Nous avons testé dans un échantilikiDNE de muscle de porc la présence éventuelle
de transcrits présentant cette insertion. Apresesggpge (résultats non montrés), nous n’avons pas
observé la présence de l'insertion chez le porépis'sage qui se produit dépend du site consensuel
d’épissage mais également de la séquence qui bersiée, il est donc possible que, chez le porc, la
séquence ne soit pas favorable a un épissageatiferrce site. L'insertion de ces 6 acides aminés
chez le bovin se produit dans la région N-terminedequi pourrait affecter l'interaction de la sous
unitéys avec une des sous-unifes

Tous ces polymorphismes et ces épissages altarpatifiuisent a une grande variabilité des
transcrits. Il est supposé que des genes qui omtfamction vitale extrémement importante sont
particulierement protégés des mutations. Ainsi gixses codant pour des protéines chaperonnes
comme HSP70 ou pour des cyclines comme CDC2, sgsitbnservés entre les espéces et sont peu
polymorphes (Ramachandran et Bell, 1995 ; Johangsaln 2003). La présence de mutations sur
ces genes conduit généralement a I'apparition éaqtiypes pathologiques. Ces genes peuvent étre
protégés par des mécanismes particuliers inconausiem, s'il existe des mutants, ceux-ci ne se
propagent pas. A l'inverse, les génes codant pesrnholécules HLA sont trés polymorphes
(Parham et Ohta, 1996). On connait un grand nordlerdormes alléliques différentes pour
'ensemble des molécules HLA. Le polymorphisme HiéMmoigne de variations individuelles dans
la production des antigenes tissulaires et intatvi@ns la genése des maladies auto-immunes et les
défenses immunitaires. Ce polymorphisme permetdagmtation d'un répertoire étendu de peptides
et lui confére une meilleure capacité de réponseunitaire contre les substances étrangeres.
D’autres genes, chez le bovin, sont tres polym@mmenme par exemple le geneR4 codant le
recepteur 4 Toll-like (Whitest al., 2003). Ce gene possede un SNP tous les 90 ploe Eyui
concerne un gene comrm&®KAG3 qui a un role important dans le métabolisme értigng, il est
possible que le nombre important de variants soiteflet d'une adaptation a des circonstances
environnementales, et/ou d’'une influence des pratigle sélection qui varient d’'une race a l'autre
en fonction de ses différentes caractéristiquese(faitiere ou a viande, viande de plus ou moins
bonne qualité, animaux plus ou moins gros...). Qestaies polymorphismes mis en évidence au
cours de cette étude ne sont retrouvés que dansac@earticuliere, suggérant une influence de la
sélection (Charolaiss Limousin) ou le lieu d’élevage entre les racesdsafrancaisess races

italiennes). Certains d’entre eux peuvent avoirale plus particulier dans I'activité du complexe
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enzymatique AMPK, en jouant un rble dans la régauhatu complexe ou dans la liaison aux

différentes sous-unités.

Une étude préliminaire montre une association amtr@olymorphisme du géne et le taux

de glycogéne musculaire.

Les proportions des différents transcrits altefaate sont pas équivalentes. En effet, des
transcrits présentant une insertion de 18 nucléstehtre I'exon 1 et 2 sont présents en quantité
moins importante que des transcrits sans insediarette position. Ceci semble également se
produire pour le cas de I'insertion entre 'exoat9exon 10. Ce phénomeéne d’épissage alternatif a
été décrit comme une voie utilisée par les génauearyotes pour augmenter la diversité protéique
sans augmenter le nombre de genes (Laetall, 2004). Ces deux épissages difféerents peuvent
aboutir a la formation de 4 variants de transaiptdifférents a partir du méme gene. Si ces
différents variants sont traduits, ce qui n'a pte &nontré jusqu'a présent, ceci entrainerait la
production de différentes sous-unitgpouvant avoir des fonctions différentes.

Une analyse quantitative du taux de transcrits diférents alleles du geneRKAG3 a
permis de mettre en évidence une corrélation elg@raiveau de transcription et I'un des
polymorphismes du géne. L'allele possédant le mticlé C en position 2339 a un niveau
d’expression plus important que celui des autrigdesl Ce polymorphisme est situé dans I'exon 4.
Ceci suggere que les individus possédant cet alglene quantité de protéingsplus importante,
ce qui pourrait entrainer une activité différente domplexe AMPK. La quantification des
différentes formes de transcrits a été réaliséeusunombre assez faible d’animaux. Bien que
I'alléle C en position 2339 semble étre lié a ungraentation du taux d’expression du géene, on ne
peut toutefois pas exclure la possibilité de varet individuelles. De plus, il est nécessaire de
confirmer ces résultats avec des individus homogypour l'alléle C, afin de vérifier si ceux-ci
présentent également une augmentation du niveaxpré'ssion du gen®RKAG3. Cet allele
particulier ne se retrouve pas associé avec ummmiyhisme particulier dans la région promotrice
de gene. Un polymorphisme dans une région plus reont pourrait étre a l'origine de ces

variations dans le niveau d’expression des diffisr&aanscrits.

Une corrélation entre le génotype et la teneur googene musculaire a été mise en
évidence grace a une étude réalisée sur 100 veauace Holstein. On retrouve une association
significative entre ce taux de glycogene et le pamgphisme situé en position 2343. Ce
polymorphisme ne provoque pas de changement ere awiiné donc il ne semble pas étre

responsable de I'accumulation ou non du glycogemreup changement d’activité de 'TAMPK. En
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revanche, il pourrait jouer un réle de marqueur, m@me s'’il ne s’agit pas du polymorphisme
causal, il semble associé a cette accumulation.uutes différents haplotypes ne présente
d’association avec le taux de glycogene, ceci esaufait du nombre important d’haplotypes par
rapport au nombre d’animaux utilisés, et de plagjesment trois haplotypes sont retrouvés dans des
proportions correctes. Néanmoins, ce polymorphigmesemble avoir une association avec le taux
de glycogéne musculaire n’est retrouvé que dans daplotypes.

Les individus hétérozygotes ont une quantité deaggne plus importante que les deux
groupes d’homozygotes. L’effet, s’il est trop imiamt, peut subir une régulation par feed-back
négatif et réduire le taux d’accumulation. Une autypothése, peut-étre la plus plausible, est
I'existence d’'une grande variabilité entre les drgroupes. Le modele étudié comporte un fort
déséquilibre dans la répartition des alléles. Qrouge seulement 4 animaux homozygotes pour
lalléle A, 19 animaux hétérozygotes et 77 animhorozygotes pour l'allele G. L'étude réalisée
n'est qu'une étude préliminaire et les différentsmeaux ont été choisis au hasard. Afin de
confirmer ces résultats, il est nécessaire dereefette étude avec un nombre plus conséquent

d’individus, mais surtout une répartition plus ha@®aoe de la distribution des alleles.

La sous-unitéy; de 'AMPK n’a pas pu étre produite in vitro en &yse procaryote ou

eucaryote.

Nous ne disposions pas d’anticorps spécifiqueadprdtéine bovine mais nous avons pu
vérifier que I'anticorps dirigé contre la protéimaurine réagit en Western blot avec celle présente
chez le bovin. Nous observons de plus une répartde la protéine qui semble étre différente de
celle observée chez d'autres especes (homme oy. p@csous-unitéy; se retrouve dans les
muscles (RA, ST et diaphragme) mais également leaceur. L’ARN messager du geéRBKAG3
code un polypeptide; de 490 acides aminés avec une masse molécul&rdézade 55 kDa. Les
sous-unitéy; ety, ont des masses moléculaires différentes : 63 kiDayp et 37 kDa pouy;, nous
pouvons donc penser que la protéine révélée pateWieBlot est bien la sous-unitg et non une
réaction croisée avec l'une des autres sous-unitBgen que la protéine soit présente dans le coeur
ceci ne veut pas dire gu’elle soit active. La songe y; peut étre présente sans étre liée aux autres
sous-unités, et .

Le polymorphisme particulierement élevé du g&RKAG3 bovin laisse penser que, a
l'instar de ce qui a déja été démontré chez le, gamzyme AMPK pourrait se présenter sous
différentes formes fonctionnellement variables.S€@ans ce but que nous avons cherché a cloner

et a exprimer les différentes variations génétiqpeservées.
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La production de la protéine grace au systémetro a permis d’obtenir une protéine
presque pure qui correspond a la taille révélédVestern blot sur les différents tissus bovins.
Cependant, les quantités de protéines obtenuedro étaient faibles et le milieu réactionnel
contenait également d’autres protéines. Apres ipatibn, la protéine PRKAG3 était quasiment
pure, mais les quantités obtenues étaient encore falbles, ce qui s’est révélé insuffisant pour
réaliser une immunisation dans le but d’obteniramticorps spécifique. La production en plus
grosse quantité de cette protéine par ce systerpeodection a été abandonnée pour des raisons de
colt. Le moyen le plus abordable était la productie la protéine bovine par un systéeme de
production hétérologue. Neumasanal. (2003) avait produit le complexe AMPdB1y; de rat par
expression bactérienne. Cela semblait donc le eoeilmoyen de produire cette protéine et le
complexe enzymatique complet de TAMPK. Il s’esték& impossible de produire la sous-unié
chez la bactéri€e. coli, et par conséquent de produire le complexe AMPHKeenDifférents
échanges avec cette équipe nous ont appris geliss lavaient également été impossible de
produire les formes, etys; de 'TAMPK. Il semblerait que le domaine N-termird® la protéines;
soit un probléme pour I'expression de cette sou®uba sous-unitg¢ a été décrite comme étant N-
acétylée et ne comportant aucune autre modificgast-traductionnelle (Kempt al., 1999 ;
Cheunget al., 2000). Bien qu’étant décrite chez beaucoup ditisyaes et treés étudiée, il se peut
que la sous-unitgs, notamment, comporte d’autres modifications pasdtictionnelles qui sont
impossibles a effectuer chez la bactérie. Cettéépr® n’étant pas productible par un systéme
procaryote, nous nous sommes tournés vers un sysiéewpression eucaryote. Plusieurs types
cellulaires ont déja été utilisés pour produirgratéineys; comme les cellules COS7 (Barretsl.,
2004) ou encore la lignée myoblastique L6 (8tual., 2003). Nous avons choisi d'utiliser les
lignées rénales COS7 et HEK293 afin d’éviter urbjfme de présence de protéine endogene. La
lignée COS7 ne semblait pas poser de difficultésqudieéres puisque Barnes @t (2004) avaient
utilisé ce type cellulaire pour exprimer la pro&imurine. Malgré différentes mises au point et
I'utilisation de différents vecteurs d’expressiamus n'avons pu observer aucune expression dans
ces deux types cellulaires. On peut suggérer pltssiexplications a ce phénomeéne. Une des
possibilités est de considérer que, comme cette-goie n’'est pas spécifique a ce type de tissu, le
transcrits ou les protéines peuvent étre dégradldésraet a mesure de leur synthese. Cependant ce
type de probleme ne serait pas spécifique au betiil,en serait de méme pour toutes les sous-
unitésys, or la protéine;s murine a pu étre exprimée dans les cellules CB3meéset al., 2004). I
est possible aussi que la quantité massive de getmeduits dans les cellules par cette technique
entraine un phénoméne de titration de facteursralesdription indispensables et présents en

guantité limitée. Enfin, la régulation de I'exptiegsd'un transgéne dans un plasmide non intégré au
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génome peut ne pas s'effectuer de facon tout adaiecte. L'une des derniéres hypotheses que
nous pouvons faire est un probléme de faible exmregprotéique qui ne permet pas la détection de
la protéine en Western blot, ceci d'autant plus aqueis ne disposions pas d'un anticorps
parfaitement spécifique.

La réalisation des tests d’activité, principalemprévus pour étre réalisés sur les protéines
produites, a été effectuée sur des extraits pumgidotaux a partir de muscles squelettiques. L'une
des raisons pour lesquelles nous n'avons pu ohséiaetivité du complexe AMPK dans ces tissus
pourrait étre la présence d'un composeé inhibiteursde milieu réactionnel. Soit celui-ci a pu étre
introduit lors de I'extraction protéique a parti tissu, soit celui-ci est déja présent dans esusi
comme des phosphatases qui entraineraient unévitéadiu complexe enzymatique. La meilleure
solution pour cette étude d’activité aurait étéeréiser une immuno-précipitation du complexe ce
gui nous a été impossible compte tenu de la magngascificité de notre anticorps vis-a-vis de la

sous-unité; bovine.

Les différentes sous-unités bovines de TAMPK agt@racterisées et quantifiées.

Les autres genes codant les différentes isoforraessdus-unités de 'AMPK n’étaient pas
connus chez le bovin. Le séquencage du génome bopermis d’identifier leurs séquences sauf
pour PRKAB2 et PRKAG2. Nous avons établi les séquences codantes désedif§ genes et celles-
ci présentent de fortes homologies avec les séggermtes autres espéces. Quelques
polymorphismes ont été identifiés dans ces gendantdes autres sous-unités, mais ce taux de
polymorphisme est loin d’atteindre celui observéipte genePRKAG3. La quantification des
transcrits des génes des différentes sous-unitég aéalisée sur plusieurs tissus bovins. On
remarque notamment que le geRBKAG3 est exprimé de maniere plus importante dans les
muscles squelettiques, ce qui avait déja été malaing les autres especes (Migal., 2000). Les
autres sous-unités montrent, en revanche, unessipreplus ubiquitaire et un niveau d’expression
similaire suivant les tissus. On constate cependaattranscription du gereRKAAL beaucoup
plus faible dans le colon et la glande mammairei @ésse supposer que dans ces tissus, I'activité

de 'AMPK est due principalement a la sous-unité

L’étude du gen®PARG bovin a révélé la présence d’épissages intergénighez le bovin.

L’étude du genePPARG bovin nous a permis de mettre en évidence un phénem
d’épissage entre deux génes voisins (Reilat., 2006). Ces deux genes sont situés a environ 50 kb
de distance dans la méme orientation 5 ' 3 ' swhtemosome 22924 de bovin. Nous avons

identifié deux types de transcriptions chimériqueigfiérant par la présence/absence d'un exon
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intermédiaire correspondant a une séquence LINEarmaont du géner'SEN2. Le mécanisme
affectant ces deux génes n'a jamais été mis eeredgue ce soit chez I'humain ou chez la souris.
Cette situation se produit dans les ARN messag#esgeniques, cependant, les raisons pour
lesquelles ceci se produit sont toujours inconnBean que ce genre d'événement semble étre trés
rare, plusieurs exemples ont été rapportés, daagsidés les genes voisins, qui sont dans la méme
orientation, étaient affectés. Pour les multiplas décrits jusqu'ici, la distance physique entse le
genes impliqués semble n'avoir aucune influencetgFet Zaphiropoulos, 2000 ; Millat al.,
2000 ; Communkt al., 2001). La raison pour laquelle ce mécanisme eduilr entre les genes
PPARG et TSENZ2 chez le bovin reste inconnue.

L'existence de la protéine chimera vivo n'a pu étre démontrée. Ceci peut étre di au fait
gue l'expression de transcrits chimériques étegielaent inférieure a celle des transcrits du géne
PPARG, ainsi la protéine produite peut paraitre indétdet@ar immunodétection. Il est également
possible que la traduction de ces transcrits chqués ne soit pas possihitevivo. En effet, bien
gue des transcrits chimeéres aient été rapportés yogertain nombre de génes, l'existence d'une
protéine de fusion a été mise en évidence seuleda# le cas de MASK-4E-BP3 (Pouéhal .,
2003). Il est difficile d'évaluer la significatidonctionnelle d'une protéine chimérique résultamt d
la traduction de transcrits chiméres entre les ERARG et TSEN2 puisque ces deux genes ont
des fonctions spécifiques qui n'ont a priori riencemmun. Cette protéine de fusion a été produite
par expression transitoire dans des cellules CO&protéine obtenue, détectable par un anticorps
anti-PPARy, est d'une taille correspondant a la taille thgaei de la protéine chimérique. Cette
protéine se compose du domaine liant ’'ADN et d’'padie du domaine liant le ligand de PPAR
ainsi que du domaine catalytique C-terminal ded@rucléase de Sen2. La protéine Sen2 liee a
Sen34, Senl5 et Sen54, forme le complexe d’endéaseldes ARNt. Une étude plus compléte sur

cette protéine de fusion permettrait peut-étreafeprendre son role.
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Les résultats obtenus apportent les bases de hegnveinnaissances sur le gdtRKAG3
bovin, sa structure, son expression et son asgntiavec le taux de glycogéne musculaire. L'étude
du géne chez le porc a montré une associationwav@héenotype particulier sur la viande. Or, il a
déja été montré qu'un gene responsable d'un eff@n@typique dans une espéece peut étre
responsable d’'un effet similaire dans une autré@spC’est le cas du gene de la myostatine dont
plusieurs mutations sont responsables d'une hypdnie musculaire dans certaines races bovines
(Blanc-Bleu Belge, Charolais et Piemontaise) (Grabel., 1997). Ce méme caractere d’hyper-
musculature, lié a une mutation dans le géene dmyastatine, est également retrouvé chez le
mouton Texel (Clopet al., 2006). Ceci montre que des caractéres quartditatifchant plusieurs
especes ont pour origine des causes génétiquedatdesb Le géne codant la sous-unjtéde
TAMPK chez le bovin se comporte comme une entitédalable engendrant plusieurs
combinaisons de transcrits, et donc de protéiaes par la présence des polymorphismes que par la
présence de transcrits alternatifs. Chacune désriises produites pourrait avoir un réle particulier
dans la régulation de I'activité de 'AMPK, favoaist ou inhibant son activation. On peut aisément
imaginer que la présence de certaines séquencdgdigeps, qu’il s’agisse dun fragment
supplémentaire ou d’'un changement en acide amgigitasur l'affinité de la sous-unité pour
’AMP ou sur son association avec la sous-ufiit€ertains polymorphismes du géRRKAG3 se
retrouvent associés avec un effet phénotypiqueicpher. Deux d’entre eux présentent une
association particuliere avec le taux de glycogat@-musculaire. Un autre est associé avec une
augmentation du taux d’expression du gene. Ceérdiits variants peuvent alors jouer un réle dans
la régulation de I'activité enzymatique. Des étudepplémentaires pourront étre mises en ceuvre
afin d'affiner ces résultats. Une étude plus sjgue d’association avec des animaux ciblés pour
leurs génotypes pourrait permettre de confirmed'mfirmer les résultats obtenus dans I'analyse
préliminaire réalisée sur les veaux de race Halstéfin de vérifier 'augmentation du taux
d’expression associé avec un allele du polymorphaigm position 2339, il serait intéressant de
confirmer ce résultat par une étude de quantificati’expression allélique. Dans les deux cas
l'idéal serait de produire les protéines présentast deux variations et d’observer les éventuelles
conséquences sur l'activité du complexe enzymeticu la vue des données obtenues, nous
pouvons nous interroger sur la poursuite du travdiit-on approfondir I'étude d’association du
polymorphisme d€RKAG3 avec le taux de glycogéne sur un nombre plus coesd d’individus,
ou doit-on d’abord vérifier le niveau de variatidfexpression allélique a cette position, ainsi
gu’'aux positions voisines ? Si I'on réalise cetigdé d’association sur un nombre plus important

d’individus, ceci implique d’effectuer des mesudestaux de glycogene dans le cadre d’'un projet a
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grande échelle. Des études supplémentaires pouétoat mises en ceuvre afin d'affiner ces

résultats.

Le genePRKAG3 présente un polymorphisme élevé chez le bovintud@ d’haplotype
montre une distribution variable selon les racesliées. Trois haplotypes majeurs se détachent de
cette étude, néanmoins la distribution des propastihaplotypiques est différente selon les races.
Certains haplotypes en revanche ne se retrouvemtdgns une race précise, c’est le cas de
'haplotype H2 par exemple, avec une fréquencetivelment importante. Ce polymorphisme
entrainant un changement en acide aminég, et nmuvét dans la race Holstein, il serait intéressant
de mettre en relation ce polymorphisme avec desieephénotypiques comme réalisé dans le cas
de I'étude sur la race Holstein. D’autres haplosypent en revanche plus spécifiques de l'origine
des animaux. L’haplotype H32 est retrouvé uniquenutams les races d’origine italienne. En
proportion plus faible, I'haplotype H16 n’est présgue dans les races frangaises. On pourrait en

conclure a une adaptation géographique des races.

L'’AMPK a un effet stimulateur sur I'oxydation de<ides gras dans le muscle. Les
récepteurs PPARont un role majeur dans la mise en place et lalbofisme du tissu adipeux. Il
semblait de ce fait important de s’intéresser égaftd au gen®PARG bovin. Cette étude du géne
PPARG bovin a permis de mettre en évidence un phénom@péssage inter-génique. L'épissage
entre genes, résultant de la combinaison de ségsiefdRNmM entre génes distincts, est un
nouveau mécanisme identifié contribuant a la ditengrotéique. Quelques cas ont été décrits, la
plus part d’entre eux intervenant entre genes ngjsieci suggérant une cotranscription potentielle
due a une dérive de la terminaison de la transoniptl’expression d’'une protéine chimere
recombinante et sa caractérisation pourrait perend mettre en évidence son activité éventuelle.
D’autre part, il est nécessaire de disposer d'uticamps spécifique de cette protéine afin
d’identifier son existence vivo.

Il a été suggéré que I'épissage intergénique pdudtre un mécanisme d'évolution
permettant a un organisme d’acquérir des protéanes de nouvelles fonctions (Commuhial .,
2001). Le fait de combiner différents domaines @tptes peut étre un moyen d’augmenter la
complexité et la diversité des protéines, d’'uneofiagimilaire a ce qui se passe pour les
immunoglobulines. Un cas de protéine chimere, pretéTWE-PRIL, ayant une activité
enzymatique a précedemment été reporté. Les deesf&/EAK et APRIL codent respectivement
deux membres distincts de la famille des ligandgN& (Tumor Necrosis Factor) (Pradet-Balade
et al., 2002 ; Kolfschotert al., 2003). TWEAK est une protéine membranaire alor&gRIL est
une protéine sécrétée. Il existe également un driarchimére combinant des exons de ces deux
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genes et codant une protéine hybride TWE-PRIL andains la membrane comme TWEAK et
présentant le domaine de liaison de APRIL. Il £'dgin cas unigue ou la protéine hybride combine
les fonctions des deux protéines. Les deux gengissi#nés a une distance d’'un kilobase I'un de
l'autre sur le génome et on peut effectivementeseahder si, dans ce cas, il ne s’agit pas plutét de
trois transcrits alternatifs d’un seul et méme gguieposséderait plusieurs promoteurs. Cependant
la distance physique entre deux géenes n’est paplusnun argument puisqu’il existe des génes
étendus sur plusieurs centaines de kb avec demntle plusieurs dizaines de kb. Peut étre que la
définition des limites d’'un gene n’est pas auseipée que ce que l'on a toujours cru jusqu'a

aujourd’hui.

155



156






158



La rédaction du « nouveau chapitre de la théseé preposée par I'école doctorale Sciences-
technologie-Santé en collaboration avec l'assamiaernard Grégory. Il n’a pas un caractére
académique, mais il permet de faire un bilan dwwément de la these en tant que projet. Cette
analyse, qui se doit d'étre compréhensible pamdesspécialistes du sujet de thése, pourrait étre
exploitable dans la perspective d’'une valorisafiozfessionnelle de la these.

L’objectif de ce « nouveau chapitre de la thesinsation des compétences », est d’établir
un inventaire et une mise en valeur des compétenoé®s que scientifiques et techniques, qui ont

été nécessaires tout au long de la these.

1. Cadre général, enjeux et présentation.

Le génePRKAG3 code pour l'isoformey; de I'enzyme AMPK (protéine kinase AMP
dépendante). Cette enzyme joue un rdle clé dansétabolisme énergétique. La protéine kinase
AMP?! dépendante, est un complexe enzymatique compogré dous-unité catalytiqueet de deux
sous-unités régulatricgisety, chacune de ces sous-unités étant présentes saxi®ul trois formes
différentes. Ce complexe enzymatique est activépamiculier par une augmentation du taux
AMP/ATP. Lorsqu'il est activé, il stimule la syn$® d’ATF et diminue son utilisation par des
fonctions non essentielles.

Des mutations présentes sur la sous-ynitdluent sur I'activité enzymatique du complexe.
L’'une d’entre elles va notamment donner une enzgamstitutivement active. Cette mutation dans
un des domaines essentiels de la protgieatraine chez ’lhomme le syndrome de Wolf-Parkiason
White et est associé a une cardiomyopathie hygdrimoe et un taux relativement élevé de mort
subite. Le méme type de mutation a été identifidaprotéiney; chez le porc ou elle provoque une
augmentation du taux de glycogéne musculaire iadtiisne diminution des rendements lors de
I'élaboration de jambons cuits et salés.

Actuellement, aucune évaluation et donc aucunetighen’est réalisée sur la qualité de la
viande bovine. De ce fait, il n'est pas possiblepdévoir I'évolution de cette qualité suite & une
sélection pratiquée sur la croissance musculaind (gitére de sélection existant a I'heure act)ell
La qualité d’'une viande est déterminée par le nodisbe musculaire puisque celui-ci gere les
caractéristiques biochimiques du muscle. La comaBoh en glycogene musculaire au moment de
'abattage est un des facteurs les plus importdatss la qualité de la viande bovine, des taux

insuffisants pouvant s’avérer responsables d'untpip élevé et d’'une viande impropre a la

1 AMP : Adénosine Mono-Phosphate
2 ATP : Adénosine Tri-Phosphate
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consommation. Ce taux de glycogéne dans les mubcdess est tres dépendant du stress au
moment de I'abatage, du régime alimentaire, ... Aimmis avons dirigé nos recherches sur le géne
PRKAGS et réalisé une étude moléculaire de ce géne (stajcrecherche de polymorphisme,
expression des transcrits). Le répertoire hétémgintranscrits bovins est susceptible de donner
une diversité de variants protéiques. Une étudesdi@ation entre les variations génétiques et
certaines propriétés physico-chimiques de la viandesuite été réalisée.

L’AMPK est un sujet tres étudié au niveau interowadl, plusieurs équipes travaillent sur
cette protéine qui est présente dans toutes legcesp aussi bien animales, végétales que
bactériennes. Notre groupe n’est pas le seul &sdsser a I'espece bovine, ce sujet est également
étudié par une équipe américaine ainsi qu'une égcmpéenne, qui réalisent un travail similaire au
notre. Ceci est du au fait qu’au début de mon trawa ce sujet beaucoup de choses était connues
sur cette protéine chez 'homme, la souris, le poadis rien n'était disponible dans les autres

especes, en particulier le bovin.

J'ai réalisé ma these au sein de 'UMR 1061 INRA¥@rsité de Limoges sur le site de la
Faculté des Sciences et Techniques. Cette Unit@éétigue Moléculaire Animale est constituée
de trois équipes : I'équipe « Glycogénome », I'équik GEnomique et tracabilité » et I'équipe
« Génomique et muscle ». Mon travail s’inscrit desadre de cette derniere équipe. Plusieurs
critéres ont motivé mon choix d’effectuer mon DEdigoma thése au sein de ce laboratoire.

Tout d'abord, le fait de travailler sur la qualdés viandes bovines, qui est un critére
important pour le consommateur, confere au sujabutrappliqué qui se révele étre extrémement
valorisant. Outre l'intérét potentiel de cette @udians le domaine de lindustrie de la viande
bovine, l'existence d’autres mutations naturellegspntes chez le bovin serait une source
importante d’'information sur cette enzyme. De pladaboratoire m'offrait la possibilité d'utiliser
un nombre de techniques variées ce qui s'est &ésrénrichissant en terme d'apprentissage. Enfin,
la these que jai réalisée s’inscrivait dans latecwité de mon DEA, ce qui a permis une évolution

logique et rapide de mon travail.

2. Déroulement, gestion de projet et moyens migeaxnre.

Mon groupe de projet été constitué de ma directteehese Valérie Amarger, Chargée de
recherche a I'INRA, ainsi que de mon co-directeaititbse Hubert Levéziel, Directeur de recherche
a 'INRA. Ce groupe se réunissait régulierementrgarganiser, réorienter le projet mais également
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lorsque javais besoin de leurs conseils a tountpoie vue. Méme si je n'ai eu que deux
interlocuteurs principaux, ils furent treés dispdegh

De plus, j'ai pu profiter de l'aide technique ppenctuelle de deux ingénieurs ainsi que de
celle des autres membres du laboratoire. J'ai ggale bénéficié de plusieurs collaborations
permettant de faire avancer mon projet : I'équipeDt Ahmed Ouali de I'INRA de Clermont-
Ferrand/Theix, les abattoirs Spanghero (Castelmgudet I'unité de sélection MIDATEST
(Toulouse). Afin d’obtenir ces collaborations, ifadlu convaincre les différents participants lors de
réunions. Les différents partenaires de notre projétant pas tous du méme domaine, I'exercice le
plus difficile a été de présenter nos résultatsost hypothéses de maniére compréhensibles a des
partenaires non-scientifiques. Cette expérience peamis d'appréhender les avantages et les
contraintes d’un travail en équipe pluridisciplima{enrichissement mutuel lorsque nous avons su
dépasser les premiéres difficultés de compréhensitai également du faire face a I'annulation,
pour des raisons politigues extérieures a notrapéqul’une importante collaboration qui était
prévue et qui m'aurait permis, grace a l'apport atenpétences extérieures complémentaires,
d’aborder un autre aspect de mon sujet de thess.rn€a fait perdre du temps et m’a obligé a
réorienter mon projet.

Grace a une collaboration du laboratoire avec iVersité de Pise, jaEegalement pu
travailler avec une doctorante italienne. Nos pisojke recherche étant assez liés, nous avonséréalis
une partie du travail en commun.

Plusieurs fois, jai eu I'occasion de présenter nirawvail a tout le laboratoire ainsi qu'au
Séminaire des Thésards du Département de Génébigimeale de I'INRA ce qui m’a permis

d’acquérir plus d'aisance lors des communicatioakes.

Le matériel utilisé a été principalement financé [IAIRA et I'Université de Limoges. Je
disposais d'ailleurs de tous les moyens technidisggmnibles au laboratoire pour mener a lorem
projet. En effet, le laboratoire possede de nombréquipements qui m'ont été trés utiles,
notamment un appareil de PCR quantitative qui retanis de quantifier les différents transcrits des
géenes étudiés mais également de faire le génotygemydifférents polymorphismes sur les animaux
dont je disposais. De plus, jai pu apprendre ehniques de culture cellulaire sur des cellules
animales. Ces techniques sont parfaitement maitrigé niveau du laboratoire. Aucun achat ne m’'a
d’ailleurs été refusé a partir du moment ou il tépastifié. Le tableau ci-dessous récapitule les
dépenses effectuées lors de ma thése.
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Catégorie Codt (€)
67089
Doctorant
50% INRA 50% Région
Directeur 19066
Personnel Co-directeur 12062
Ingénieurs 7467
Technicien 8700
Autres 22473
Consommables 60000
Matériel
Equipement 1500
Amortissement locaux et équipement 25000
Infrastructure
Frais d'entretien 5000
Déplacements/Congrés 2800
TOTAL 230957

Les ressources pour le projet sont :
» des subventions de la région et de I'Etat,

» des fonds de I'Université.

3. Compétences développées dans le cadre du projet.

Cette these constitue pour moi une expeérience gsienelle majeure. Elle m’a permis
d’acquérir des compétences et connaissances & lacientifiques, techniques et méthodologiques.
Tout d’abord dans le domaine de la biologie ceitalg’ai appris a cultiver des lignées cellulaires
animales de type Cos ou HEK 293. Dans le domaindadeiologie moléculaire, en plus de
I'utilisation des techniques classiques (PCR, ségage, clonage...), jai pu me former a
I'utilisation de techniques de PCR quantitative (giisant les technologies TagMan ou SYBR
green) ainsi gu’'a l'utilisation de techniques dena@page des polymorphismes (analyse de

fragment sur séquenceur capillaire, génotypage NBsSpar chimie TagMan, Amplifluor ou

3 SNP : Single Nucleotide Polymorphism

162



polarisation de fluorescence). Le dernier pointlestisation de techniques biochimiques comme

les tests d’activité réalisés sur protéines.

Cette période m’a également permis d’acquérir @espétences utiles dans tout travail de
recherche : autonomie, analyse d’'un probleme, étialu des difficultés, proposition de méthodes
pour les résoudre, mise en place d’un planning.

Compétences méthodologiques en conduite de projet :

» gestion du temps : évaluation de la durée des Empstations avec une évaluation des
difficultés rencontrées et des différentes solgiarapporter

» gestion de taches menées en paralléle : défindam étapes, analyse et contréle de leur
réalisation

» adaptation : mise en place d’une stratégie expétiae en fonction des moyens techniques
disponibles au niveau du laboratoire ainsi qu’wenéuelle recherche de collaboration

» malitrise du risque : réalisation d’'un second prejetparalléle du sujet principal de thése
dans le cas ou rien de concluant sur le sujet aiaétait mis en évidence

» documentation et veille scientifique et technologiq (bibliographie : recherche
d’'informations, résumé)

» mise en valeur des résultats par le biais de conuations et articles scientifiques, synthése
des différents résultats, synthese et mise en founteavail accompli

> reéalisation du projet de recherche

L’acquisition de toutes ces connaissances fit &odjun travail personnel rigoureux. Les
difficultés techniques rencontrées m’ont amenéragserer, a réorienter mon travail et a ne jamais
me décourager.

Mes communications orales présentées lors de coragientifigues m’ont appris a gérer
mon stress et a présenter mes travaux de facoatidide. La vulgarisation d’un exposé scientifique

est un exercice difficile qu'il a fallu apprendrenaitriser.

Mon envie de participer a un congres scientifiglams le but de présenter mes résultats a la
communauté scientifique spécialisée dans le domadénda génétique animale et de rencontrer
d’autres personnes afin de trouver un post-docfmaaia suite, m’a poussé a dépasser mes limites
dans le sens ou jai di vaincre mon manque de aocdi pour imposer mon point de vue. En effet,

apres avoir convaincu mon directeur de laboratgire cette expérience était nécessaire pour ma
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these et mon projet professionnel, il a fallu trewuun financement pour le congres et organiser le
voyage.
Cette capacité de persuasion a été indispensadlienggnt pour négocier la faisabilité d’'une

manipulation ou encore I'achat d’'un produit coltenis indispensable.

Notre collaboration avec I'Université de Pise marmis d’ « encadrer » une doctorante
italienne (Elena Ciani) lors de sa venue au seinatboratoire et de lui apprendre différentes
techniques. Elle s'est révélée tres compétentalicen’q amené, trés rapidement, a lui déléguer des
travaux. Cette expérience était trés enrichisspatd’apport des résultats acquis mais surtout par
I'apprentissage de I'encadrement.

Cette these a été I'occasion pour moi de pouvitectier quelques enseignements grace a
des vacations. Tout d’abord des vacations danadeeade la formation en Master Il professionnel
Génétigue, Physiologie, Biotechnologie. J'ai pucgra ces interventions faire un exposé public,
apprendre a mettre en forme de manieres pédagagdifiérentes notions afin de les restituer de
facon compréhensible, faire passer un savoir efoldronter a un auditoire. J'ai également pu
assurer des interventions, dans le cadre d'uneafiom de I'Institut de I'Elevage, face a un
auditoire de professionnels non familiers des teghes de biologie moléculaire. Cela m’a montré
une voie différente : I'enseignement, et m’a peraiisnvisagé le métier d’enseignant-chercheur

comme une piste potentielle d’avenir.

4. Résultats, impact de la thése.

Le bilan des ces trois années passées, est aslad@ntifique et personnel. D’'une fagcon
générale, il m'a permis de renforcer mes compéteteehniques et ainsi d’acquérir une certaine
autonomie vis-a-vis de la conduite de mon projefgssionnel. Ce savoir faire technique me donne
les capacités de mener un autre projet et je stauhsi le mettre a profit en intégrant une nouvelle
équipe.

La conduite de mon projet de these m’a appris @maioe organisation du travail que je
souhaiterais comparer a celle d’'un autre labomatafm d’échanger et d’apprendre de nouvelles
techniques. Méme si je considéere que la thése mstréelle expérience professionnelle, le
fonctionnement d’'un autre laboratoire avec toutgee cela peut impliquer, me semble trés
intéressant a découvrir pour ma future intégrapiaiessionnelle. Ayant réalisé toutes mes études a
Limoges, je pense gu’il est important que jacqeiane autre expérience dans un environnement

différent afin de parfaire mes compétences et d&relopper de nouvelles.
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Je ne sais pas encore si je souhaite réaliser egttxience dans le secteur privé ou public
mais je sais avec certitude que je souhaite comtidans le domaine de la recherche. Mon objectif

premier étantde faire un travail qui me passionne.
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Amorces employées pour I'amplification PCR, le ssggage et le clonage.

PPARG-F1:
PPARG-F2:

GCCCAGGTTTGCTGAACG
ACATGAACTCCTTAATGATGGGAG

PPARG-F21: GAACTTATGCTGTGCTATTTG

PPARG-F3:
PPARG-F4:
PPARG-F5:
PPARG-F6:
PPARG-F7
PPARG-F8
PPARG-F9:
PPARG-F10:
PPARG-F11:
PPARG-F12:
PPARG-F13:
PPARG-F14:
PPARG-F15:
PPARG-F16:
PPARG-F17:
PPARG-F18:
PPARG-F19:
PPARG-F20:
PPARG-R1
PPARG-R2:
PPARG-R3:
PPARG-R4:
PPARG-R5:
PPARG-R6
PPARG-R7
PPARG-RS:
PPARG-R9:
PPARG-R10:
PPARG-R11:
PPARG-R12:
PPARG-R13:
PPARG-R14:
PPARG-R15:
PPARG-R16:
PPARG-R17:
PPARG-R18:
PPARG-R19:
PPARG-R20:
PPARG-R21:
ChimFr1-F1:

ChimFr1-R1:

ChimFr2-F1:

ChimFr2-R1:

ChimFr3-F1:

ChimFr3-R1:

PRKAA1-F1:

PRKAA1-F2:

PRKAA1-F3:

PRKAA1-F4
PRKAA1-R1
PRKAA1-R2:
PRKAA1-R3:
PRKAA1-R4:
PRKAA2-F1:
PRKAA2-F2
PRKAA2-F3
PRKAA2-F4:
PRKAA2-F5:
PRKAA2-F6:
PRKAA2-F7:
PRKAA2-F8
PRKAA2-R1:
PRKAA2-R2:

CTGGTCCTCTGTGAGTTATTCTCC
TCCCCTTGCTTAGTTGTTCAGG
AGAGAATCTGGATCGCTGTGTCA
TTGAAAAGAGCCACAACATACAAC

: CATTTGGAAACAGACGACAGAC
: CCTGAAGGAACAGTCACTTGGG

CGATGAGCCCAACTCCGAG
GGGGCACCAGACTATCCTAGAAG
CTTTTATAATTCCCAAGGCAC
CTGCTGGGTGTCAAGTAATTCC
GTCTTGTCCAACACCACAGTTC
TTTTGGCTGTGTGGGGTC
CCAGTGCCGAGGACCACAAC
GGAAGAGGCGTCGCCTTTTCCG
GTGCCGCGGACAGAGTAAGG
GGTAACGTTGCGCGCGTGCC
CGCTGCTTGACGGCAGCTGG
TGCTGTATCGAAAAGGCCCTC

: CCCTCAAAATAATAGTGCAATTGG

GTCGCTGTCATCTAATTCCAGTG
CTTGTGAGGTCCTTGCAGACAC
GCCCCTCACGATCACATGG
ACCAGGCCTGGATGGACTGG

:GATTTGTCTGTCGTCTGTTTCC
: AAGTCAAGGTTCACGGAGCTG

GATTTTATCTTCTCCCATCATAG
ATTTGTCTGTCGTCCATCATAG
CCTCTCCCGTGAAGAGACCC
CGCATAGACCAGGAAGAAGGC
CTTCGTGAACACTGTGGCTGC
CTTTCCATTTAGCAACCAGCTTAG
CTGAGAGCAGGAAGCATCAGG
GAAGACCCGGAAGGAGCTA
CAAGATTAAGAAAATTGACCTGGG
CGTTCTGAACCACAGTTTCCT
CACCCATAGTGTTAGGTACACAATAC
TGCAGCTGCAACTAATGAGCA
CCCTGCTGGGACCTCTTCG
CTTGGAGACACTGACTGACA
TCTCTACATATGGTTGACACAGAGATGC
TGAGACATCCCCACAGCAAGG
CTTCCGGAGGACAATCAGATTG
TCCCGGCCTTGTCTTCGC
AGCGTAGCGTGGAGTGGGC
GTTAAGCCTAGGTTAAAGTTCGTCCTGG
GTCAAAATCGGCCAAATGATATC
ATGAAATTACTGAAGCCAAATCAG
GAGATGTGCGCGAATCTAATT

: TGCACAGGCATATGGTGGTC
: CCATCAATACTTCGGAAATCCAG

GATTATACATGGAAGCATTTGGC
TAGCCAAAAAATCAAGTGAGCC
GGGGTATAAAAGATCCCATCACA
GATACCAGGTGATCAGCACTCC

: GAGATGGAAGCTCGGCGG
: AGCAGACAGCCCTAAAGCACG

CTGTCCATGGAATTCTCCAG
AGGCTTACACAGACCACGGTCCAGTTT
TCAGGGTACCAATAAATGGAAC
TGGAGAGCATCAATTGACAGG

: GCCGAACATGGCTGAGAAGC

TCAGCTATCTTGGCATTCATCTG
CTGAGATGACTTCAGGTGCTGC

PRKAA2-R3: CAACCAGGTACAGCTGTAAGCTC
PRKAA2-R4: CTCAGCCAAGAATGCTATTC

PRKAA2-R5: CTCTTCACTTTGCCGAAGGTGCCGACGCCC
PRKAA2-R6: TGATTTTCACAGTGCAATAACAG
PRKAA2-R7: TTTGATAATATGAGGATGACGAAAGA
PRKAA2-R8: TCTTTGTGGTTTGCTATTTCTTACT

PRKAA2-Asel: CTATGTATTAATATGGCTGAGAAGCAGAAGC
PRKAA2-Avr2: TAATATTACCTAGGATCATCAGCGTGCTAAA

PRKAB1-F1: GTGAAGCGCCTTTGTGAGACC
PRKAB1-F2: TGTGATCCAGCTTTGCTCCC
PRKAB1-F3: CCATATGAAGAGGTGGGAGCC
PRKAB1-F4: TGTAGCCATCCTGGATCTGCC
PRKAB1-R1: ATTTCCTCAGAGTGAAAGAGGTCG
PRKAB1-R2: GCTCCCACCGCTTCATATGG
PRKAB1-R3: GAAAAATCTCCACGTTCATGGG
PRKAB1-R4: GGGAATCCACCATTAAAGCGTC
PRKAB1-Avr2: GACGACTGCCTAGGCTCTTCATATGGG
PRKAB1-Ncol: CTAATTAGCCATGGGCAACACGAGCAG
PRKAB2-F1: AGGCCCGGCCCACTGTTATC
PRKAB2-F2: GCCATAATGACTTTGTTGCCATC
PRKAB2-F3: ACCTTTCCAGCTCACCCCCAG
PRKAB2-F4: TCCTAAGGCTCTGAAAGGATGAGTG
PRKAB2-F5: TTAACACAAACCTTCCATATGTGTTGT
PRKAB2-R1: AGTGGAATCTTGGTGCTCCAATTG
PRKAB2-R2: ACCTCGACAAGATGTCTCTGAGC
PRKAB2-R3: CTTAATGGACAATGCATAGAGATGG
PRKAB2-R4: GGTCCAGTCCAGAAAGGCAAGG
PRKAB2-R5f: CCAGATACCCATGAAAATTTAGCC
PRKAG1-F1: TGAGCAGTGCTGAGGGCTG
PRKAG1-F2: GCTACTTCAGCACCCTCAGGC

PRKAG1-F3:
PRKAG1-F4:
PRKAG1-R1
PRKAG1-R2
PRKAG1-R3:
PRKAG1-R4:
PRKAG2-F1:
PRKAG2-F2:
PRKAG2-R1
PRKAG2-R2:

TCCCTGCATGAATCTTCCTCTC
GGAGGAAGCTACTAATCATCCCAC
: GTGGAACTCACCTGGCATTAGG
: ACCACTGGCAGGGCTGAGAC
AGCTTTGGGCAGGCAGTGAG
CAGTGTTCCAAAAACTGGTTACC
ATGTCTGATATGCCAAAGCC
GTGCCAAACAGAAGCAAACGG
: CAAATTTGGAATAAATATCTACAAC
ATGCCGCCTGTTAAAATACCAG

PRKAG3-F1: GCGCTCATGGAGCCCGC
PRKAG3-F1bis: CTGGAGCAGCTTTGGGGG
PRKAG3-F2: AGGTCCCCATTCCAGGGC
PRKAG3-F2bis: AGCACACCTGCTACGATGCC
PRKAG3-F2ter: GTGCGTCTGTACACTTAGGACT

PRKAG3-F3
PRKAG3-F4:
PRKAG3-F5:
PRKAG3-F6:
PRKAG3-F7:
PRKAG3-F8:
PRKAG3-F9
PRKAG3-F10:
PRKAG3-F11:
PRKAG3-F12:
PRKAG3-F13:
PRKAG3-F14:
PRKAG3-F15:
PRKAG3-F16:
PRKAG3-F17:
PRKAG3-F18:
PRKAG3-F19:
PRKAG3-F20:
PRKAG3-F21:
PRKAG3-F22:
PRKAG3-F24:

: AGGACAGGTCGTGGGCCT
GCCCTCCTTCCTCTACCGCAC
AGGCCTTCTTTGCCCTGGTG
GCTGCTTTAAGCCTCTGGTCTCC
GAGGACCAAGGTCTCAAGATGG
CTCATGGATCCACTTGGATT

: ACCTCTTAGCCCCAACCTGC

AGCACCTCCTGGGTGTAGTGTCC
GTCTACACCCTCATCAAGAACCG
GTGGGTCACTCTTCTCCACACAG
GGCTCACGCAGATTCAGGC
CCGAGACTTGGCCGTGGTGCTGGACAC
GTTCCTGCACATCTTTGTGAGCCCGGGC
AGCTGATGGAGAAGGGGCTG
GTTCAGGCAGGGGCTCTGGATTC
CCACAACAGAACGAGACAGCCTCCTCG
GCTCTCTCCCCTTGAACAGGTCCCCAG
CGACTCACTATAGGGCAAGCAGTG
GCTATGGTCATCTGATCTGAACGC
GCACGCACTGTGTGGGACC
CAGGCGCCGTGCTGCA
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PRKAG3-F25

PRKAG3-F26:
PRKAG3-F27:
PRKAG3-F28:
PRKAG3-F29:

PRKAG3-F30
PRKAG3-F31

PRKAG3-F32:
PRKAG3-F33:
PRKAG3-F34:
PRKAG3-F35:

PRKAG3-R1:

: AGGTCTCAAGATGGAAAAGCC
GCACTGTGTGGGACCCCC
CGACTCACTATAGGGCAAGCAG
AAGAGAGTTCAGCTCAACTGCCTC
AGGGCTCTCAGAGAAGAAACCC
: CCACAGCAGGGTCCTTCTCTC

: CAGGCATCAGGATTCCATGTG
TCAGGGCTGGAGCAGCAG
GACACCCAATCAGAGAGAACCC
GCCCAGAATAGTGCTGCCC
CCCCCACAGCAGGGTCC
GCCTGGCAGCTCCCTTTC

PRKAG3-R1bis: GGTCCCCCAAAGCTGCTCC

PRKAG3-R2:

CCCACAAAGCTCTGCTTCTTG

PRKAG3-R26bis: GTTCTTTCCCTCCCGGATCGGGTTC
PRKAG3-R2bis: CTGTAGCATGGTGTCGAAGATG

PRKAG3-R3:
PRKAG3-R4:
PRKAG3-R5
PRKAG3-R6
PRKAG3-R7:
PRKAG3-R8:
PRKAG3-R9:

CGGGCAATCCGGTCGATG
GGGAGCACAAGCAGGGCAGG

: GTCACTGGGAGAGATGGAGACC
: CCATACGTGCTGGTTGTAGC

CCTCAGCTGCCCCAGCTCC
CGCTAGGGCAGCGTCCATGG
GCTGAGCACTAGAGCTTGAAGGA

PRKAG3-R10: TACCAGCTTCGTTGATCACCG
PRKAG3-R11: GGGCAGCAGGGTGCGCTGA
PRKAG3-R11b: GGGCAGCAGGGTGCGAAAG

PRKAG3-R12: CAATCCATCCCCCCATGCAC
PRKAG3-R13: CACCCCAGCCACAATCCC

PRKAG3-R14: ATATGTCCAGCGCGGTGAGGATGGGTGACA

PRKAG3-R15: AGCCCTGACTCCATCCCGGATCTCGAGC
PRKAG3-R16: GTCACATAGACCCCGGCTCC
PRKAG3-R17: ACTCCCCAAGTCAGACGTGG

PRKAG3-R17b: GAGCTAATGTCACATAGACCCCGGCTCCCC

PRKAG3-R18: CTGGAAGCGGAGGCTGTACAGTCGGA
PRKAG3-R19: ATGTAGACCTGAGCCCCTGGCTTCCG
PRKAG3-R20: GACCTGTCCAGCTTCGTTGATCAC
PRKAG3-R21: GAGAACGGGACAAAGCAGTG
PRKAG3-R22: GCTTATTTCTGCGCTGGTGGT
PRKAG3-R23: CTGGTGGTCATGGCTGGTG
PRKAG3-R24: GGCAGCAGGGTGCGCTG
PRKAG3-R25: GAATGTGGCCTCCAGCC
PRKAG3-R26: CCCTCCCGGATCGGGTTC
PRKAG3-Avr2: GTTTAAGCCCTAGGTTCTCAGGCCCC
PRKAG3-BamH1: GGGAGACCACAACGGATCCCCTCTAG
PRKAG3-Ndel: AATCTCTACATATGGAGCCCGCCGAG
PRKAG3-Not1.ATG:
AGATATTGCGGCCGCACCATGGAGCCCGCCG
PRKAG3-Not1.His:
AGACCTTGCGGCCGCACCATGTCTGGTTCTC
PRKAG3-Not1. TGA:
TAGACTCGAGCGGCCGCCTCAGGCCCCAAGG
PRKAG3-Xhol: GTTTAAGCCTCGAGTTCTCAGGCCCC

Amorces employées pour la quantification des tnaissdes différents génes de 'AMPK.

BgAl-F1: GATCACCACTTGACTCGGCCC
BgA1l-R1: CCGAACACGCAAATAATACGGG
BgA2-F1: GACAGCCCTAAAGCACGATGTC
BgA2-R1: GAACCAGACCTCTGCTCCACC
BgB1-F1: TCCAAGGATGGAGACAGGCC
BgB1-R1: GGGCAGGAGCTTTGTCGTTC
BgB2-F1: GCCATGCTCCGGGTAAGG
BgB2-R1: TGTGTGGGCTTTACGGAGTCC
BgG1-F2: CCCGGAATCAGGCAACACC

BgG1-R2: AAAGATGCCCAGAGCCACG
BqG2-F2: TTCGATGCTGTGCACTCGTTG
BgG2-R2: CTTTAATGATGGGAGTGTCCGGG
BgG3-F1: GCGCTCATGGAGCCCGC
BgG3-R1: GCCTGGCAGCTCCCTTTC

GAPDH-F1: GTGAAGCAGGCGTCAGAGG
GAPDH-R1: TTGAAGTCGCAGGAGACAACC

Amorces employées pour la quantification des tnaissalternatifs du geneRKAGS.

PRKAG3-11F:-TGGAGCACGCACTGTGT
PRKAG3-I11R:CGGGTCCCCCAAAGCT
Sonde I11: FAM-CTCTTCTCCACACAGACCC
PRKAG3-AI1F:GCGCACTCGCTCATGGA
PRKAG3-AILR:CGGGTCCCCCAAAGCT
Sonde All: FAM-CACTGTGTGGGACCCC

PRKAG3-12F:GGCTTCTCAAGTTCCTGCACAT
PRKAG3-I2R: TGGTGCGGTAGAGGAAGGA
Sonde 12: FAM-CTTTCAGCGCACCCTGC
PRKAG3-AI2F:CACACACAAACGGCTTCTCAAG
PRKAG3-AI2ZR:TGGTGCGGTAGAGGAAGGA
Sonde Al2: FAM-TTCCTGCACATCTTTCGCA

Amorces employées pour la quantification des tnaisdePARG et des transcrits chimeéres.

PPARg-Fql : AGCCCTTTGGTGACTTTATGGA
PPARg-Rqgl : TCCTCAATGGGCTTCACGTT
PPARg-Fg2 : TGAAGTTCAACGCACTGGAATT
PPARg-Rg2 : CTGTCGTGCACTCTTCTCTTCCT

GAPDH-F1: GTGAAGCAGGCGTCAGAGG
GAPDH-R1: TTGAAGTCGCAGGAGACAACC

Amorces employées pour le génotypage par TagMan.

G3-CT-3718F:GGATGCTGACTATCACAGACTTCA
G3-CT-3718R:CCGCCCCAGTCCAGATG

Sonde alléle 1: VIC-CATCGCTATTACCGGTCC
Sonde alléle 2: FAM-CATCGCTATTACTGGTCC
G3-AG-1428F:GCCTCCTGACTTGATCACATGTT

G3-AG-1428R:CTAACAAGGGACCTGAGATCAGAGA
Sonde alléle 1: VIC-CTGTGTGATCTGTAGCAA

Sonde alléle 2: FAM-CTGTGTGATCTGTGGCAA
G3-GC-3869F. TGTTGATGTTCTAGGTCCAGATCTATGA
G3-GC-3869R:CCCTTTGCAGGACCCTTTACC

170



Sonde alléle 1: VIC-CCCTCCAGGTCTCAA

Sonde alléle 2: FAM-CCCTCCACGTCTCAA
G3-GT-5851F.:GACCTGAATCTTTCCCCTGTCTTTT
G3-GT-5851R:AATCACATCAAAGCGGGAGTAGAG
Sonde alléle 1: VIC-CCCCTGCCCCTCC

Sonde alléle 2: FAM-TCCCCCTTCCCCTCC
G3-CT-3451F:CACCTCTATGGGACAGCAAGAAG

G3-CT-3451R:CAGAATCGCCCCACAAGGT
Sonde alléle 1: VIC-CCCACGAAGCTCT
Sonde allele 2: FAM-CCCACAAAGCTCT
G3-GT-4649F:CCGGCCCTCCTTCCTCTA
G3-GT-4649R:CGGCCAAGTCTCGGAATGT
Sonde alléle 1: VIC-CCATCCAAGATCTGG
Sonde allele 2: FAM-ACCATCCAATATCTGG

Amorces employées pour le génotypage par Amplifluor

G3-4695-Fc: GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGGCCGTGGTGCTGGAAAC
G3-4695-Ft: GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCTTGGCCGTGGTGCHRAGA

G3-4695-R: CCGGTCCACAAATATGTCCA

Annexe 1 :Amorces utilisées.

F=brin sens (forward), R= brin complémentaire (reeg
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Individus | 1428 | 2260 | 2339 | 2343 | 2547 | 2643 | 3451 | 3718 | 3869 | 4649 | 4695 | 5851 | Génotype
HO1 G/A GIT G/G | GIG GIT CIT CIC CiC G/IG | GIG CiC GIG BK
HO02 G/A G/T G/IG | GIG G/T CIT C/IC C/C GIG | GIG CiC GIG BK
HO3 AIA G/G G/IG | GIG G/G T/T C/IC C/C GIG | GIG CiC GIG BB
HO4 AIA G/G G/IG | GIG G/G T/T CiC C/C GIG | GIG C/iC GIG BB
HO5 A/A G/G G/G | GIG GIG T/T CIC CiC G/IG | GIG CiC GIG BB
HO6 G/A G/G G/G AIG G/G CIT CIT CIC G/IC | GIG CiC GIT BH
HO7 AIA G/G G/IG | GIG G/G T/T C/IC C/C GIG | GIG CiC GIG BB
HO8 AIA G/G G/IG | GIG G/G T/T CiC C/C G/IG | GIG CiC GIG BB
HO09 A/A G/G GIG A/A G/G CiC C/IC CIC G/G | GIG CiC GIG FF
H10 G/A GIT G/IG | GIG GIT CIT C/C CiC G/IG | GIG CiC GIG BK
H11l G/G G/G G/G A/A G/G CIC TT CIC CIC GIG CiC T/T HH
H12 AIA G/G G/IG | GIG G/G T/T C/IC CIT GIG | GIG CiC GIG BD
H13 G/A G/T G/IG | GIG G/T CIT CiC C/C GIG | GIG CiC GIG BK
H14 A/A G/G G/G | GIG G/G T/T C/IC C/C G/IG | GIG CiC GIG BB
H15 G/A GIT G/G | GIG GIT CIT C/C CiC G/IG | GIG CiC GIG BK
H16 G/G G/G G/G A/A G/G C/C TT CIC CIC GIG CiC T/T HH
H17 AIA G/G G/IG | GIG G/G T/T C/IC C/C GIG | GIG CiC GIG BB
H18 AIA G/G G/IG | GIG G/G T/T CiC C/C GIG | GIG CiC GIG BB
H19 A/A G/G G/G | GIG G/G T/T C/IC C/C G/IG | GIG C/C GIG BB
H20 A/A G/G G/G | GIG G/G T/T CIC CiC G/IG | GIG CiC GIG BB
H21 G/A G/G G/G AIG G/G Nd CIT C/C GIC | GIG CiC GIT BH
H22 G/A G/G G/G AIG G/G CIT CIT C/C G/IC | GIG C/C GIT BH
H23 AIA G/G G/IG | GIG G/G T/T CiC C/C G/IG | GIG C/C GIG BB
H24 A/A G/G G/G | GIG G/G T/T Nd CiC G/IG | GIG C/C GIG BB
H25 A/A G/G G/G | GIG G/G T/T CIC CiC G/IG | GIG CiC GIG BB
H26 G/A G/G G/IG | GIG G/G CIT C/C CIT G/IG | GIG CiC GIG DG
H27 AIA G/G G/IG | GIG G/G T/T C/IC C/C GIG | GIG CiC GIG BB
H28 G/A G/G G/G AIG G/G CIT CIT C/C G/IC | GIG C/iC GIT BH
H29 G/A G/G G/G AIG GIG CIT CIT CiC G/IC | GIG CiC GIT BH
H30 G/A G/G G/G AIG G/G Nd CIT CIC G/IC | GIG CiC GIT BH
H31 AIA G/G G/IG | GIG G/G T/T C/C C/C GIG | GIG CiC GIG BB
H32 G/A G/T G/IG | GIG G/G CIT CiC C/C GIG | GIG C/iC GIG BJ
H33 G/A G/G G/G | GIG GIG CIT CIC CIT G/IG | GIG CiC GIG DG

HV-1 A/A G/G G/G | GIG G/G T/T C/C CiC G/IG | GIG CiC GIG BB
H65a G/A GIT G/G | GIG GIT CIT CIC CiC G/IG | GIG CiC GIG BK
H36 G/A G/T G/IG | GIG G/T CIT CIC C/C GIG | GIG CiC GIG BK
H37 G/G G/G G/G AIG G/G C/C CIT C/C G/IC | GIG C/iC GIT GH
H38 G/A G/G G/G AIG GIG CIT CIT CiC G/IC | GIG CiC GIT BH
H39 G/A G/G G/G AIG G/G CIT CIT CiC G/IC | GIG CiC G/IT BH
H40 A/A G/G G/G | GIG GIG T/T CIC CiC G/IG | GIG CiC GIG BE
H41 AIA G/G G/IG | GIG G/G T/T C/C C/C GIG | GIG CiC GIG BB
H42 AIA G/G G/IG | GIG G/G T/T CiC C/C G/IG | GIG C/C GIG BB
H43 A/A Nd G/G | GIG G/G T/T CI/C CiC Nd GIG CiC Nd BB
H44 G/A G/G G/G AIG GIG CIT CIT CIC G/IC | GIG CiC GIT BH
H45 AIA G/G G/IG | GIG G/G T/T C/C C/C G/IG | GIG CiC GIG BB
H46 AIA G/G G/IG | GIG G/G T/T C/C CIT GIG | GIG CiC GIG BD
H47 AIA G/G G/IG | GIG G/G T/T Ci/C C/C GIG | GIG CiC GIG BB
H48 A/A G/G G/G | GIG G/G T/T C/C CiC G/IG | GIG CiC GIG BB
H49 G/A GIT G/G | GIG GIT CIT CIC CiC G/IG | GIG CiC GIG BK
H50 G/A G/G G/G AIG G/G CIT CIT C/C G/IC | GIG CiC GIT BH
H51 AIA G/G G/IG | GIG G/G T/T C/C C/C G/IG | GIG CiC GIG BB
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Individus | 1428 | 2260 | 2339 | 2343 | 2547 | 2643 | 3451 | 3718 | 3869 | 4649 | 4695 | 5851 | Génotype
H52 G/A G/G G/G AIG G/G CIT CIT CIC G/IC | GIG CiC GIT BH
H53 G/A G/G G/G AIG G/G CIT CIT C/C GIC | GIG CiC GIT BH
H54 AIA G/G G/IG | GIG G/G C/C C/IC C/C G/IG | GIG C/C GIG AA
H55 G/A G/T G/IG | GIG G/T CIT CiC C/C GIG | GIG C/iC GIG BK
H56 A/A G/G G/G | GIG GIG T/T CIC CIT G/IG | GIG CiC GIG BD
H57 G/A G/G G/G AIG G/G CIT CIT CIC G/IC | GIG CiC GIT BH
H58 G/A G/G G/IG | GIG G/G CIT C/IC C/C GIG | GIG CiC GIG BG
H59 AIA G/G G/IG | GIG G/G T/T CiC C/C G/IG | GIG CiC GIG BB
H60 G/A GIT G/G | GIG GIT CIT C/IC CIC G/IG | GIG CiC GIG BK
H61 G/A GIT G/G | GIG GIT CIT CIC CiC G/IG | GIG CiC GIG BK
H62 A/A G/G G/G | GIG G/G T/T CIC CIC G/IG | GIG CiC GIG BB
H63 AIA G/G G/IG | GIG G/G T/T C/C C/C GIG | GIG CiC GIG BB
H64 G/A G/G G/G AIG G/G CIT CIT C/C G/IC | GIG CiC GIT BH
H65 G/A GIT G/G | GIG GIT CIT C/IC CIC G/IG | GIG CiC GIG BK
H66 A/A G/G G/G | GIG G/G T/T C/C CiC G/IG | GIG CiC GIG BB
H67 G/A G/G G/G AIG G/G CIT CIT CIC G/IC | GIG CiC GIT BH
H68 AIA G/G G/IG | GIG G/G T/T C/C C/C GIG | GIG CiC GIG BB
H69 G/A G/G G/G AIG G/G CIT CIT C/C G/IC | GIG CiC GIT BH
H70 G/A GIT G/G | GIG GIT CIT C/IC CiC G/IG | GIG C/C GIG BK
H71 A/A G/G G/G | GIG G/G T/T CIC CIC G/IG | GIG CiC GIG BB
H72 AIA G/G G/IG | GIG G/G T/T C/C C/C GIG | GIG CiC GIG BB
H73 G/G G/G G/G AIA G/G C/C T/T C/C CiC GIG C/C T/T HH
H74 G/A G/T G/IG | GIG G/T CIT CiC C/C G/IG | GIG C/C GIG BK
H75 A/A G/G G/G | GIG G/G T/T CI/C CIC CiC GIG C/C GIG CcC
H76 GIG GIT G/G AIG GIT CIT CIT CIC G/IC | GIG CiC GIG IK
H77 AIA G/G G/IG | GIG G/G T/T C/C C/C G/IG | GIG CiC GIG BB
H78 G/A G/T G/IG | GIG G/T CIT C/C C/C GIG | GIG CiC GIG BK
H79 AIA G/G G/IG | GIG G/G T/T CiC C/C GIG | GIG C/iC GIG BB
H80 A/A G/G G/G | GIG G/G T/T CIC CiC G/IG | GIG CiC GIG BB
H81 G/A GIT G/G | GIG GIT CIT CIC CIT G/IG | GIG CiC GIG DK
H82 AIA G/G G/IG | GIG G/G T/T C/C C/C GIG | GIG CiC GIG BB
H83 AIA G/G G/IG | GIG G/G T/T CiC C/C GIG | GIG C/iC GIG BB
H84 A/A G/G G/G | GIG GIG T/T CIC CIC G/IG | GIG CiC GIG BB
H85 A/A G/G G/G | GIG G/G T/T C/C CIC G/IG | GIG CiC GIG BB
H86 A/A G/G G/G | GIG G/G T/T CIC CIC G/IG | GIG CiC GIG BB
H87 AIA G/G G/IG | GIG G/G T/T C/IC C/C GIG | GIG CiC GIG BB
H88 AIA G/G G/IG | GIG G/G T/T CiC C/C G/IG | GIG C/iC GIG BB
H89 G/A GIT G/G | GIG GIT CIT CI/C CiC G/IG | GIG CiC GIG BK
H90 G/A GIT G/G | GIG GIT CIT C/C CiC G/IG | GIG CiC GIG BK
H91 A/A G/G G/G | GIG G/G T/T CIC CIC G/IG | GIG CiC GIG BB
H92 G/A G/T G/IG | GIG G/T CIT C/IC C/C GIG | GIG CiC GIG BK
H93 G/A G/G G/G AIG G/G CIT CIT C/C G/IC | GIG C/C GIT BH
H94 G/A GIT G/G | GIG GIT CIT CIC CiC G/IG | GIG CiC GIG BK
H95 A/A G/G G/G | GIG GIG T/T CIC CIT G/IG | GIG CiC GIG BD
H96 AIA G/G G/IG | GIG G/G T/T C/C C/C G/IG | GIG CiC GIG BB
H97 G/G T/T G/IG | GIG T/T C/C C/C C/C GIG | GIG CiC GIG KK
H98 AIA G/G G/IG | GIG G/G T/T Ci/C C/C GIG | GIG CiC GIG BB
H99 A/A G/G G/G | GIG G/G T/T C/C CiC G/IG | GIG CiC GIG BB

H100 A/A G/G G/G | GIG GIG Nd CI/C CIT G/IG | GIG CiC GIG BD
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Annexe 2 :Génotypage des polymorphismes de type SNP suiO@yveaux Holstein. Pour chaque
SNP, I'homozygote le plus fréquent est surligné jamne, le moins fréquent en bleu et les
hétérozygotes en vert. Les positions surlignéeorange représentent les positions ou le SNP

provogue un changement en acide aminé. En roudersbgués les haplotypes F et H. Nd signifie
non déterminé.
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Poids CC | Poids CF| pH1 | pH24 | Chute pH | Glycogéne | Lactate | Perte Steak | PRE | Perte LD
1428 AJA Moyenne | 128,944 | 127,824 | 6,961 | 5,593 1,368 33,056 7,757 2,834 1,181 6,209
Ecart type | 14,231 14,485 | 0,197 | 0,186 0,144 17,194 6,843 0,657 0,126 1,897
1428 G/A Moyenne | 133,358 | 132,264 | 7,040 | 5,605 1,435 35,631 7,951 2,678 1,154 5,835
Ecart type | 13,467 13,465 | 0,167 | 0,234 0,206 14,254 7,439 0,657 0,172 1,906
1428 G/G Moyenne | 126,683 | 125,737 | 6,913 | 5,553 1,360 27,857 | 10,228 2,797 1,155 6,181
Ecart type | 6,266 5,354 | 0,229 | 0,267 0,215 18,169 5,967 0,519 0,117 0,622
Poids CC | Poids CF| pH1 | pH24 | Chute pH | Glycogene | Lactate | Perte Steak | PRE | Perte LD
2960 G/G Moyenne | 130,251 | 129,081 | 6,981 | 5,599 1,382 33,696 7,474 2,767 1,180 6,110
Ecart type | 13,004 13,115 | 0,193 | 0,192 0,158 16,806 6,339 0,628 0,135 1,834
2960 G/T Moyenne | 127,789 | 126,917 | 6,725 | 5,350 1,382 33,865 9,068 2,620 1,086 5,675
Ecart type | 28,912 28,818 | 1,402 | 1,129 0,347 13,299 8,410 0,804 0,266 2,069
2260 T/T Moyenne | 117,840 | 117,600 | 7,030 | 5,620 1,410 12,456 20,982 3,771 1,130 7,011
Ecart type ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Poids CC | Poids CF| pH1 | pH24 | Chute pH | Glycogéne | Lactate | Perte Steak | PRE | Perte LD
2343 AJA Moyenne | 128,335 | 126,385 | 6,900 | 5,640 1,260 19,931 7,178 2,338 1,255 5,589
Ecart type | 5,699 4,502 | 0,271 | 0,254 0,213 11,002 4,859 0,284 0,111 0,371
2343 AG Moyenne | 132,828 | 131,816 | 7,039 | 5,573 1,466 40,254 6,635 2,733 1,185 5,783
Ecart type | 9,963 9,533 | 0,170 | 0,195 0,145 15,087 4,957 0,569 0,164 1,825
2343 G/G Moyenne | 130,191 | 129,115 | 6,983 | 5,599 1,385 32,928 8,360 2,799 1,160 6,145
Ecart type | 14,743 14,958 | 0,190 | 0,214 0,179 15,998 7,521 0,676 0,142 1,900
Poids CC | Poids CF | pH1 | pH24 | Chute pH | Glycogéne | Lactate | Perte Steak | PRE | Perte LD
2547 G/G Moyenne | 130,439 | 129,250 | 6,986 | 5,604 1,382 33,951 7,627 2,763 1,181 6,058
Ecart type | 13,157 13,217 | 0,193 | 0,192 0,156 16,662 6,296 0,628 0,134 1,858
2547 GIT Moyenne | 131,888 | 131,088 | 7,007 | 5,564 1,443 34,256 9,066 2,738 1,125 5,992
Ecart type | 15,815 16,128 | 0,186 | 0,274 0,244 13,587 8,938 0,713 0,184 1,883
2547 T/T Moyenne | 117,840 | 117,600 | 7,030 | 5,620 1,410 12,456 20,982 3,771 1,130 7,011
Ecart type ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Poids CC | Poids CF | pH1 | pH24 | Chute pH | Glycogene | Lactate | Perte Steak | PRE | Perte LD
2643 C/C Moyenne | 127,441 | 126,191 | 6,944 | 5,623 1,321 25,297 9,894 2,770 1,213 6,248
Ecart type | 5,937 5,265 | 0,200 | 0,189 0,175 16,024 6,141 0,620 0,109 0,929
2643 C/T Moyenne | 132,909 | 131,936 | 7,026 | 5,584 1,442 37,024 7,946 2,675 1,148 5,909
Ecart type | 13,605 13,621 | 0,170 | 0,237 0,205 14,357 7,527 0,659 0,167 1,910
2643 T/T Moyenne | 128,747 | 137,105 | 6,868 | 5,484 1,383 38,160 | 10,512 2,924 1,125 6,033
Ecart type | 14,838 12,317 | 0,202 | 0,164 0,135 11,909 7,986 0,424 0,152 1,725
Poids CC | Poids CF | pH1 pH24 | Chute pH | Glycogéne | Lactate | Perte Steak | PRE | Perte LD
3451 C/C Moyenne | 130,219 | 129,143 | 6,979 | 5,598 1,382 33,050 8,352 2,790 1,159 | 6,121
Ecart type | 14,736 14,949 | 0,189 | 0,214 0,178 15,816 7,528 0,683 0,141 | 1,899
3451 C/T Moyenne | 132,828 | 131,816 | 7,039 | 5,573 1,466 40,254 6,635 2,733 1,185 | 5,783
Ecart type | 9,963 9,533 0,170 | 0,195 0,145 15,087 4,957 0,569 0,164 | 1,825
3451 T/T Moyenne | 128,557 | 126,807 | 6,903 | 5,667 1,237 21,834 9,271 2,475 1,230 | 5,689
Ecart type | 6,959 5,417 0,332 | 0,304 0,254 12,642 3,024 0,088 0,121 | 0,382
Poids CC | Poids CF | pH1 pH24 | Chute pH | Glycogeéne | Lactate | Perte Steak | PRE | Perte LD
3718 C/C Moyenne | 130,791 | 129,726 | 6,991 | 5,593 1,398 33,278 8,077 2,766 1,171 | 6,028
Ecart type | 13,892 14,039 | 0,192 | 0,209 0,181 15,088 7,188 0,659 0,148 | 1,914
3718 C/T Moyenne | 128,623 | 127,138 | 6,983 | 5,621 1,361 39,799 6,926 2,788 1,143 | 6,349
Ecarttype | 11,551 11,141 0,173 | 0,238 0,146 25,362 4,594 0,545 0,123 0,727
Poids CC | Poids CF | pH1 pH24 | Chute pH | Glycogéne | Lactate | Perte Steak | PRE | Perte LD
3869 C/C Moyenne | 137,980 | 136,805 | 6,840 | 5,613 1,228 23,109 | 12,678 2,412 1,198 | 5,779
Ecart type | 19,685 20,480 | 0,299 | 0,271 0,208 10,633 7,248 0,145 0,118 | 0,360
3869 G/C Moyenne | 132,828 | 131,816 | 7,039 | 5,573 1,466 40,254 6,635 2,733 1,185 | 5,783
Ecart type | 9,963 9,533 0,170 | 0,195 0,145 15,087 4,957 0,569 0,164 | 1,825
3869 G/G Moyenne | 129,831 | 128,729 | 6,984 | 5,598 1,387 32,855 8,202 2,801 1,159 | 6,152
Ecart type | 14,204 14,381 0,186 | 0,213 0,179 16,177 7,421 0,683 0,144 1,915

177




Poids CC | Poids CF| pH1 pH24 | Chute pH | Glycogéne | Lactate | Perte Steak | PRE | Perte LD
ca51 G/ | Moyenne | 130,220 | 129,149 | 6,976 | 5590 | 1,386 | 32878 | 8243 | 2,780 | 1,159 | 6,143
Ecarttype | 14,619 | 14,836 | 0,189 | 0,215 | 0,179 | 16,260 | 7,529 | 0,677 | 0,143 | 1,890
cao1 o/ | Moyenne | 133172 | 132,084 | 7,055 | 5594 | 1,461 | 39,203 | 6,781 | 2,740 | 1,194 | 5748
Ecarttype | 10,135 | 9,736 | 0,160 | 0,178 | 0,148 | 14,791 | 5059 | 0,584 | 0,164 | 1,871
cao1 17 | Moyenne | 128,557 | 126,807 | 6,903 | 5,667 | 1,237 | 21,834 | 9,271 | 2475 | 1,230 | 5,689
Ecarttype | 6,959 | 5417 | 0,332 | 0,304 | 0,254 | 12,642 | 3,024 | 0088 | 0,121 | 0,382
. . N Perte
Poids CC | Poids CF | pH1 pH24 | Chute pH | Glycogéne | Lactate Steak PRE Perte LD
Moyenne | 130,950 | 130,800 7'80 5680 | 1,320 54,880 | 11,007 | 37280 | 1260 | 7,772
Gen A/A Ecart
e ND ND ND | ND ND ND ND ND ND ND
Moyenne | 128,136 | 126,999 6'56 5600 | 1,368 31502 | 7510 | 2821 | 1183 | 6,206
Gen B/B
Ecart 0,20
ot 13934 | 14145 | %2% | 0105 | 0151 15,640 | 6,922 | 0676 | 0128 | 2,053
Moyenne | 128,146 | 126,798 6'34 5546 | 1,394 46,492 | 7512 | 3080 | 1136 | 5974
GenBD ¢ 0,19
e 13700 | 13525 | %09 | 0473 | 0126 27,203 | 4598 | 0465 | 0140 | 0,647
Moyenne | 130,420 | 130,000 7'30 5620 | 1,480 37,357 | 8326 | 3256 | 1210 | 7,051
Gen B/E Ecart
ot ND ND ND | ND ND ND ND ND ND ND
Moyenne | 136,420 | 136,200 6'34 5490 | 1,450 48,676 | 0,990 | 2130 | 1,020 | 6,274
Gen B/G Ecart
el ND ND ND | ND ND ND ND ND ND ND
Moyenne | 133,361 | 132,242 7'85 5599 | 1,460 39,743 | 6676 | 2726 | 1,201 | 5698
Gen BH Ecart 0,16
el 10414 | 10011 | %% | 0181 | 0,52 15062 | 5195 | 0599 | 0167 | 1,917
Moyenne | 154,040 | 150,960 | "% | 5760 | 1,320 42,885 | 13426 | 1,988 | 1,140 | 2,430
Gen B/J Ecart
el ND ND ND | ND ND ND ND ND ND ND
Moyenne | 132727 | 131,813 | "% | 5585 | 1439 31,988 | 9485 | 2760 | 1,121 | 5933
Gen BK Ecart 0,18
el 16410 | 16802 | "2% | 0274 | 0,256 12,118 | 9311 | 0748 | 0,189 | 1,975
Moyenne | 166,250 | 166,800 6'85 5450 | 1,200 26,935 | 22,900 | 2223 | 1,100 | 6,048
Gen C/C Ecart
el ND ND ND | ND ND ND ND ND ND ND
Moyenne | 133520 | 130,855 7'32 5860 | 1,260 16,745 | 5848 | 27225 | 1,085 | 7.119
Gen DIG Ecart 0,11
el 8,895 8,719 5+ | 0354 | 0240 9,789 | 7,649 | 0196 | 0007 | 0,153
Moyenne | 121,210 | 121,400 6'82 5520 | 1,400 52441 | 6151 | 2452 | 1290 | 6,682
Gen D/IK Ecart
el ND ND ND | ND ND ND ND ND ND ND
Moyenne | 127,670 | 125,120 6'39 5560 | 1,330 14221 | 0901 | 1,926 | 15330 | 5,288
Gen F/F Ecart
el ND ND ND | ND ND ND ND ND ND ND
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Moyenne | 129,960 129,400 6’88 5,500 1,480 30,018 8,559 2,978 1,080 6,598
Gen G/H Ecart
type ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Moyenne | 128,557 126,807 6’20 5,667 1,237 21,834 9,271 2,475 1,230 5,689
GenHH 0,33
type 6,959 5,417 ’2 0,304 0,254 12,642 3,024 0,088 0,121 0,382
Moyenne | 126,630 127,000 6’56 5,200 1,560 59,167 4,017 2,608 1,030 6,413
Gen I/K Ecart
type ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Moyenne | 117,840 117,600 7’83 5,620 1,410 12,456 20,982 3,771 1,130 7,011
Gen K/K Ecart
type ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

Annexe 3 :Calcul des moyennes et des écarts type de chagjiadle pour chaque polymorphisme

sur la totalité des individus.
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Structure, expression et polymorphisme du gend’RKAG3 bovin : implication dans le
métabolisme musculaire et la qualité de la viande.

Le genePRKAG3 code lisoformey; d’'une sous-unité régulatrice de lI'enzyme AMPK (AMP
dependant Protein Kinase), cette kinase étantdes principaux médiateurs de la régulation du
meétabolisme des sucres et acides gras dans leanliecgenePRKAG3 bovin a été entierement
séquencé et sa structure établie. Nous avons nésidance une trés grande variabilité au niveau
de la séquence du gene et de la population dectianglé polymorphismes de type SNPs ont été
identifiés, six d’'entre eux entrainent un changdndans la séquence protéique. L'analyse des
transcrits a montré l'existence de transcrits adBfs générés par des mécanismes d’épissage
jamais observés chez le porc ou dans d'autres esp€es transcrits, correspondant a des formes
plus longues de I'ARNmM, sont retrouvés chez tous dmimaux et présentent un taux de
transcription plus faible que les transcrits staddgale ce géne. Une étude préliminaire visant a
explorer la variabilité phénotypique des caract@ues des viandes en comparaison avec le
génotype des animaux a montré que I'un des polyhiempes serait associé statistiquement avec le
taux de glycogene. Nous avons également pu mettévidence que I'un des polymorphismes du
genePRKAG3 est associé a une augmentation du taux de tremyssuggérant une régulation de la
transcription différente en fonction des allelessl6 autres génes codant les différentes isoformes
des différentes sous-unités du complexe enzymatimpute également été caractérisés et leur
polymorphisme étudié. Un taux beaucoup plus failelgpolymorphisme a été détecté sur ces autres
génes, comparativement au nombre observé pournle RRKAG3. Une analyse quantitative des
transcrits des différents genes codant pour tdagesous-unités de 'AMPK a été réalisée. Celle-ci
nous a permis de confirmer que le transcrit du ¢RRICAG3 est préférentiellement exprimé dans le
muscle squelettique, I'expression des transcrits algres genes étant plus ubiquitaire. La qualité
d’'une viande est également due a une composaidélip dans le muscle. L'étude des transcrits
du genePPARG bovin a révélé 'existence d’un mécanisme compl@épissage intergénique, en
plus des mécanismes habituels. Celui-ci condugux dypes de transcrits chimeres entre le géene
PPARG et le gene voisiTSEN2. La présence d’'une protéine chimere n’a pu étseran évidence
dans les tissus bovins, cependant cette protgmueétre produite par expression transitoire dass de
cellules de mammifere.

Mots clés :AMPK, PRKAG3, glycogene, muscl®PARG, epissages intergéniques.
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