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Résumé 
 

Ma thèse fut orientée selon trois axes. Le premier a consisté en une étude 

bibliographique des données existantes sur les paramètres génétiques liés à la tendreté des 

viandes bovines. Ces recherches m’ont permis de formuler un scénario hypothétique 

expliquant la chronologie des événements pouvant se mettre en place après la mort de 

l’animal et dans lequel les inhibiteurs protéasiques ainsi que la mitochondrie joueraient un 

rôle tout particulier. Le deuxième volet concernait l’étude de la relation « structure-fonction » 

de la protéine bovSERPINA3-3, un inhibiteur de protéase à sérine. Cette étude a permis de 

mettre en évidence l’importance du résidu D371 dans l’inhibition de la caspase 3, protéase à 

cystéine impliquée dans le phénomène apoptotique qui surviendrait juste après la mort de 

l’animal. Elle conforte ainsi le rôle des serpines dans la maturation de la viande. De plus, ce 

résidu semble également impliqué dans le phénomène de dimérisation de cette protéine 

observé en conditions dénaturantes. Le modèle structural que nous proposons pourrait 

permettre de mieux appréhender le phénomène de polymérisation des serpines humaines 

responsables de pathologies telles que l’emphysème, la cirrhose ou encore la maladie 

d’Alzheimer. La troisième partie de ma thèse a été consacrée à la mise au point d’un test 

ELISA, utilisant l’anti-protéase recombinante comme protéine référente de la gamme 

d’étalonnage. L’utilisation de ce test devrait permettre de quantifier le taux de serpines 

bovines dans des échantillons d’intérêt mais également dans des études spatio-temporelles à 

différents stades de développement et dans différents tissus ou organes.  

Mots-clés : serpine, tendreté, muscle post-mortem, apoptose, dimérisation.  



 

Abstract 
 

 My thesis was declined in three fields of research. First, a bibliographical study was 

conduct on the data available about genetic parameters of beef tenderness. This research 

allowed me to develop a scenario which would explain the chronology of the events occurring 

after animal death by which proteases inhibitors and the mitochondrion seem to play an 

paramount role. The second research was carried out on structure function relationship of a 

bovine serine protease inhibitor (serpin), bovSERPINA3-3. This study has shown the 

significance of the amino acid D371 in the cross-class inhibition mechanism against a 

cysteine protease, caspase 3, involved in apoptosis, a mechanism which would occur after the 

death of the animal. This study confirms serpins importance during meat ageing. Moreover, it 

underlined the necessity of this residue for the dimerization of bovSERPINA3-3 under 

denaturing conditions. This situation could be used as a model for the human serpins 

polymerization phenomenon found in some diseases such as Alzheimer’s, cirrhosis or 

emphysema. Finally, the last point was related to the development and validation of an ELISA 

test, using the bacterial recombinant bovSERPINA3-3 as reference. This test will allow to 

quantify the bovine serpinA3s rate in samples of interest and to carry out a spatio-temporal 

study of the bovine serpinA3s at different developmental stages and organs or tissues. 

Keywords: serpin, tenderness, post-mortem muscle, apoptosis, dimerization. 
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 Les enzymes protéolytiques constituent des acteurs importants de la vie cellulaire. En 

effet, elles interviennent dans de nombreux mécanismes qui permettent de conserver 

l’homéostasie cellulaire, c’est-à-dire stabiliser les diverses constantes physiologiques afin de 

maintenir un état d'équilibre ou stationnaire. Ainsi, ces enzymes sont impliquées dans le 

métabolisme énergétique mais aussi dans de nombreux processus tels que la synthèse et la 

dégradation de protéines (turn-over), l’activation d’autres enzymes ou encore la 

différenciation cellulaire. En raison des multiples fonctions exercées par ces protéines, 

différentes régulations ont été mises en place afin de prévenir toute perturbation de 

l’homéostasie. Ces régulations ont lieu à différents niveaux ; de la synthèse même des 

enzymes, via la régulation de la transcription et/ou de la traduction, à la modulation de leur 

activité par des activateurs ou des inhibiteurs.  

Après la mort de l’animal, certaines protéases demeurent actives et contribuent ainsi à une 

dégradation plus ou moins importante des constituants de la fibre musculaire notamment les 

myofibrilles. Cette protéolyse ménagée, selon son degré, conditionnera alors le niveau de 

tendreté de la viande. Cependant, dans le muscle post-mortem, le contrôle dynamique de ces 

enzymes peut être modulé par les changements de conditions physico-chimiques de la cellule 

et de son milieu, comme par exemple le pH. L’action de ces protéases sera également 

modulée par les inhibiteurs présents au sein de la cellule, tels que les inhibiteurs de protéases 

à sérine qui constituent, à ce jour, le meilleur marqueur biologique de la tendreté. 

 Mon travail de thèse s’est inscrit, pour partie, dans la continuité du travail de thèse 

réalisé par Carlos Herrera-Mendez (2006), consacré à la purification, la caractérisation et la 

quantification d’inhibiteurs de protéases à sérine dans le muscle squelettique bovin. Ses 

travaux avaient notamment abouti à l’identification et la caractérisation de deux inhibiteurs 

ayant pour cibles deux protéases à cystéine appartenant à la famille des caspases.  

La partie bibliographique de mon manuscrit se décline en deux parties. La première rassemble 

des données génétiques liées à la tendreté des viandes bovines. La seconde est axée sur le 

processus de transformation du muscle en viande et se focalise sur les acteurs enzymatiques et 

leurs inhibiteurs. Une partie de mon travail concerne l’étude de la relation « structure-

fonction » de l’anti-protéase bovSERPINA3-3. J’ai ainsi pu produire et purifier différentes 

protéines recombinantes sauvage et mutantes afin de déterminer certaines caractéristiques 

biochimiques et structurales. Enfin, dans un dernier volet de ma thèse, j’ai pu mettre au point 

un test ELISA nécessaire au dosage protéique des serpines A3 dans différents échantillons 

d’intérêt.  
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 Selon l’Institut de l’Elevage, en France, le nombre de bovins a diminué, en quelques 

années, passant de plus de 21 millions de têtes en 1991 à un peu plus de 19 millions en 2007, 

dont environ 3,8 millions sont des vaches laitières et 4 millions sont des vaches allaitantes ou 

nourrices. Pour la production finie de gros bovins, les vaches constituent près de 45% de la 

production avec 1,77 millions d’animaux (soit 608 000 tonnes de poids vif). Les bœufs et les 

taureaux ne représentent que 8 et 35% de cette production, respectivement (soit 102 000 

tonnes d’une part et 465 000 d’autre part). La consommation de viande bovine a régressé au 

cours de la même période, passant de 1,7 millions de tonnes en 1991 à 1,64 millions de tonnes 

en 2008 ; ce qui par habitant représente 26 kg de viande en 2008 (contre 36 kg en 1991). Près 

de 58% de la viande consommée est d’origine allaitante, le reste étant d’origine laitière 

(Productions bovines lait et viandes, Chiffres clés 2009, Institut de l’Elevage). Les raisons de 

cette diminution sont notamment de nouvelles attitudes de consommation, des considérations 

d’ordre diététique, et surtout le rapport qualité/prix qui est souvent jugé trop faible. 

La qualité de la viande est définie par différents critéres que sont l’hygiène, la valeur 

nutritionnelle ou encore la palatabilité. La palatabilité de la viande bovine, c’est-à-dire la 

caractéristique de sa texture, est une perception assez subjective. Elle est liée aux « ressentis » 

de chacun et dépend fortement des habitudes de consommation du pays ou de la région du 

globe dont la viande est originaire. Classiquement, la qualité de la viande  est définie par 

différents critères que sont la couleur, la flaveur, la jutosité et la tendreté. Ainsi, la tendreté 

désigne la facilité avec laquelle une viande se laisse mastiquer. Cette dernière constitue 

d’ailleurs un motif récurrent d’insatisfaction de la part des consommateurs. En effet, une 

première étude menée par Means et King (1959, cité par Adams et Arthaud, 1970) a rapporté 

un coefficient de corrélation entre la tendreté et la satisfaction du consommateur de 0,90. Par 

la suite, différentes études de satisfaction menées auprès de consommateurs américains (« The 

Beef Customer Satisfaction Study ») ont montré que la tendreté représentait l’un, sinon LE 

facteur essentiel de la perception sensorielle de la viande et donc de sa qualité (Neely et al., 

1998, 1999 ; Lorenzen et al., 1999 ; Savell et al., 1999). Il ressort également de l’étude 

réalisée par Boleman et al. en 1997, que les consommateurs américains seraient prêts à payer 

un peu plus cher leur viande s’ils étaient sûrs que ses qualités organoleptiques, notamment la 

tendreté, étaient améliorées.  

En Europe, la même conclusion a été apportée par l’étude d’Alfnes et al. (2005) qui 

indique que les consommateurs norvégiens seraient prêts à payer 50% plus cher si la viande 

achetée était jugée très tendre. Par ailleurs, de nouvelles demandes sociétales se font jour et 

les consommateurs semblent désormais attentifs au bien-être de l’animal (Schnettler et al., 
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2006). Ces éléments indiquent qu’il faudrait pouvoir prendre en compte de tels aspects dans 

les méthodes d’élevage et introduire de nouveaux critères, comme la tendreté, dans les 

procédures de sélection des animaux destinés à la production de viande.  

 
Les connaissances autour du bovin sont toujours en constante évolution. Le génome 

bovin est constitué de 2,87 milliards de paires de bases (Gpb) réparties sur 30 paires de 

chromosomes (29 chromosomes autosomaux et 1 paire de chromosomes sexuels). Le dernier 

assemblage réalisé en 2007 correspond à un recouvrement de 7,15 fois le génome complet 

(Btau_4.0). Quatre-vingt dix pourcents du génome sont validés pour les 29 autosomes et le 

chromosome X  (Liu et al., 2009). Le séquençage a débuté en octobre 2003, par les méthodes 

WGS (Whole Genome Shotgun) et le séquençage de BACs. Au final, le génome bovin 

contient 26835 gènes parmi lesquels 22000 codent des protéines (Bovine Genome Sequencing 

and Analysis Consortium et al., 2009). Différents organismes ont participé au séquençage du 

génome bovin dont le Baylor College of Medicine Sequencing Centre de Houston, l’U.S. 

Meat Animal Research Center (MARC), l’USDA-Agricultural Research Service. Les 

différents instituts sont réunis au sein d’un consortium, le « Bovine Genome Sequencing and 

Analysis Consortium » auquel se sont associés un certain nombre de laboratoires dont les 

unités de Génétique Animale et Biologie Intégrative, Génétique et Génomique bovine et 

Génomique et Physiologie de la Lactation de l’INRA qui sont intervenus en tant que 

collaborateurs sur le projet.  

Le nombre de SNPs (« Single Nucleotide Polymorphism », polymorphisme d’une base) 

répertoriés atteint aujourd’hui un peu plus de 2 200 000. Le séquençage a, au départ, été 

réalisé sur une vache de race Hereford. Les données  de séquence du génome bovin sont 

disponibles sur différents sites tels que NCBI ou Ensembl (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ; 

http://www.ensembl.org/index.html). Plus récemment, le séquençage partiel d’animaux  issus 

de différentes races bovines comme les races Limousine, Jersey, Holstein, Angus, Rouge de 

Norvège ou Brahman a permis d’enrichir les banques de données en enregistrant un très grand 

nombre de nouveaux SNPs, repérés notamment par comparaison avec la séquence Hereford 

de référence. Une carte comparative des génomes bovin et humain a par ailleurs été réalisée. 

Sur les 3484 marqueurs (de type microsatellites et ESTs) fixés du génome humain, 3204 

marqueurs sont retrouvés sur le génome bovin (Everts-van der Wind, 2005). 

Au cours de cet exposé bibliographique, je vais apporter des éléments destinés à comprendre 

pourquoi la tendreté de la viande est très variable, ce qui constitue un motif majeur 

d’insatisfaction de la part du consommateur. Après avoir précisé la notion de tendreté et 
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évoqué le processus de transformation du muscle en viande, je présenterai les diverses causes 

contribuant à la variabilité de la tendreté. Ensuite, je rapporterai les connaissances actuelles 

sur le déterminisme génétique de ce caractère et, enfin, je décrirai les aspects enzymatiques de 

la tendreté. 

 

I. Qu’est-ce que la tendreté ? 

I.1 Définition de la tendreté 
 
 La tendreté correspond à une somme de sensations perçues lors de la mastication de la 

viande et désigne la facilité avec laquelle celle-ci se laisse trancher ou mastiquer. A l’inverse, 

la dureté désigne la résistance que la viande  présente au tranchage ou à la mastication. 

La tendreté dépend de deux composantes protéiques structurales. La première 

correspond aux myofibrilles, plus particulièrement aux protéines constitutives des 

myofibrilles et aux différentes protéines qui leur sont associées et qui en assurent l’intégrité 

structurale. Les myofibrilles jouent un rôle important après l’abattage, au cours de la 

transformation du muscle en viande (phase de maturation de la viande) car c’est leur 

évolution qui est à l'origine de l'attendrissage de la viande. En effet, la protéolyse ménagée qui 

a lieu après la mort de l’animal, favorisera la fragilisation de la structure myofibrillaire sous 

l'action de différents systèmes protéolytiques (Koohmaraie et al., 2002). La seconde 

composante musculaire correspond au tissu conjonctif et plus précisément au collagène. Le 

collagène est la protéine la plus abondante de la matrice extracellulaire (MEC). Elle 

représente, selon le muscle, jusqu'à 15% de la matière sèche (Purslow, 2005). Vingt-six 

variants génétiques ont été identifiés, regroupés en 21 types. Ils sont tous formés d’une triple 

hélice de pas droit constituée de chaînes α polypeptidiques donnant une superstructure dans la 

MEC (Lepetit, 2008). Cette triple hélice est constituée de 3 chaînes identiques (homotrimères) 

dans le cas des collagènes II, III, V, VI, IX et XI. Cette structure hélicoïdale confère une très 

grande résistante à cette protéine. Dans les muscles squelettiques bovins, 7 types différents de 

collagène ont été identifiés (Listrat et al., 1999; Listrat et al., 2000). Parmi eux, les collagènes 

de type I et III constituent les deux types majeurs du périmysium et de l'épimysium (avec des 

proportions allant respectivement de 55 à 75%). Dans la couche réticulée de l'endomysium, 

les proportions sont de 25% pour le collagène de type I et de 45% pour le collagène de type 

III. Dans le périmysium, des traces de collagènes de type V et VI ont également été observées. 

Dans l'endomysium, et plus précisément au niveau de la membrane basale qui est en contact 

avec le sarcolemme (la membrane plasmique des fibres musculaires), le collagène de type IV 
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est retrouvé en plus grande proportion (Light et Champion, 1984). Les proportions des 

différents types de collagène varient essentiellement en fonction de l'âge, du sexe, et du type 

de muscle de l'animal (Listrat et al., 2000). Du fait de sa résistance importante, le collagène 

donne au muscle sa dureté de base. La viande sera donc d'autant plus dure que sa teneur en 

collagène sera élevée et que sa solubilité, qui reflète le degré des liaisons existantes entre les 

molécules, sera faible. Aussi, cette propriété détermine le mode de cuisson des viandes 

(viande à bouillir ou à griller). Ainsi, des viandes pauvres en collagène sont plutôt grillées, 

tandis que des muscles riches en collagène donnent des viandes dures, classées comme des 

viandes à bouillir et nécessitant un temps et une température de cuisson plus importants.  

I.2 Mesure de la tendreté 
 

La tendreté de la viande peut être déterminée par différents tests selon l’approche qui 

est choisie, soit en réalisant des mesures objectives que sont les mesures rhéologiques, soit en 

mettant en œuvre des méthodes plus subjectives reposant sur un test de dégustation. Parmi les 

différentes méthodes de mesures physiques existantes, les plus rencontrées dans la littérature 

sont celles qui permettent soit la mesure d’une force de cisaillement soit la mesure d’une  

force de compression. 

L’estimation de la tendreté par la mesure des forces de cisaillement est l’approche la 

plus fréquemment utilisée (Boccard et al., 1981). Il s’agit de mesurer la force nécessaire pour 

trancher un dé de viande (environ 10 mm de côté), cuit ou non, perpendiculairement aux 

fibres musculaires à l’aide d’une guillotine appelée cellule de Warner Bratzler. Pour un 

échantillon de viande, un nombre minimum de dés est analysé afin d’obtenir une estimation 

fiable de la mesure. La force et l’énergie maximale obtenues lors du tranchage du produit sont 

enregistrées. 

La mesure de tendreté par force de compression se fait par un test dit de pénétrométrie. 

Un dé de viande de 10 mm de côté est comprimé progressivement. Les paramètres nécessaires 

pour atteindre un taux de compression de 20% puis de 80% de la hauteur de l’échantillon sont 

enregistrés. La compression s’effectue perpendiculairement au sens des fibres sur plusieurs 

prélèvements pour un même échantillon. La force et l’énergie maximale nécessaires sont 

enregistrées et permettent le calcul des mesures de cohésion (rapport entre le travail fourni 

lors des deux compressions) et d’élasticité (cohésion x force maximale obtenue lors de la 

première déformation). 

La tendreté de la viande peut être également mesurée en faisant appel à un jury de 

dégustation, et deux types de jury existent : soit un jury d’experts (profil sensoriel), soit un 
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jury constitué de consommateurs « naïfs » (test hédonique). Ces tests restent cependant 

subjectifs, et la fidélité, la justesse, la sensibilité de l’analyse sensorielle sont dépendantes 

d’un nombre suffisant de membres et d’un échantillonnage représentatif de la population 

testée (Harris et Shorthose, 1988). Le recours à un jury composé de 10 à 12 experts constitue 

la méthodologie souvent considérée comme référente pour acquérir des données proches de la 

perception des consommateurs. 

II. Transformation du muscle en viande 

 Il existe deux grandes phases lors de la transformation du muscle en viande, la phase 

d’installation de la rigidité cadavérique ou rigor mortis et la phase de maturation. Pendant la 

première phase, le muscle conserve encore une activité métabolique tandis que dans la 

seconde, le muscle connaît un certain nombre de modifications aboutissant à sa 

transformation en viande (figure 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Profil d’évolution de la dureté du muscle au cours de la conservation. 
P, état pantelant ; RM, rigor mortis ; M, maturation (adapté de Ouali, 1991). 

 

II.1 La phase d’installation de la rigidité cadavérique 
 
Malgré la mort de l’animal, l’homéostasie cellulaire permet de conserver son équilibre 

de fonctionnement pendant un temps variable. Ainsi, le glycogène musculaire va fournir de 

l’ATP par la phosphorylation de l’ADP. La phosphocréatine permet également la synthèse de 

l’ATP. Tant qu’elle est présente en quantité suffisante, le niveau d’ATP reste constant. 

Lorsque la phosphocréatine est épuisée, la glycolyse anaérobie prend le relais. Cette voie 

métabolique induit la production de lactate et son accumulation. Chaque molécule d’acide 

lactique produite est associée à la libération d’un proton. La diminution de pH alors 
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engendrée inactive les enzymes, conduisant alors à l’arrêt de la glycolyse et l’épuisement des 

réserves d’ATP du muscle. Cet épuisement définit l’étape de rigor mortis. Cependant, comme 

cet épuisement n’a pas lieu simultanément dans toutes les fibres, l’état de rigor ne s’installe 

pas partout au même moment provoquant ainsi des contractions au sein du muscle. La rigidité 

apparaît quant à elle progressivement (Jeacocke, 1984). Elle devient maximale lorsque le pH 

atteint une valeur voisine de 6,0.  

Ouali (1990) a décomposé ce phénomène en différentes étapes. (i) La première, dite 

période de latence, ou état pantelant, est la période durant laquelle les muscles restent 

excitables pendant une courte durée correspondant au temps de survie du système nerveux 

périphérique (l’extension du muscle demeure constante comme au moment de l’abattage). Sa 

durée est variable en fonction des réserves énergétiques de l’animal. (ii) La deuxième est la 

période d’installation de la rigidité où une chute rapide des réserves énergétiques est observée. 

Elle s’accompagne de l’acidification et l’inextensibilité du muscle, la dureté est alors 

maximale. Sa durée est notamment dépendante du type musculaire. (iii) Enfin la dernière 

étape, dite rigor installée, est caractérisée par l’inextensibilité totale du muscle. Les deux 

dernières étapes constituent la phase de rigor mortis. 

II.2 La phase de maturation 
 

C'est durant la phase de transformation, ou maturation du muscle, que la viande 

commence à s'attendrir. Elle correspond à l'étape la plus importante car elle conduit à une 

augmentation de la tendreté de la viande. Ce processus de maturation est le résultat 

principalement de mécanismes enzymatiques qui conduisent à la dégradation partielle 

(protéolyse ménagée) des constituants myofibrillaires et donc à leur fragilisation structurale. 

Plusieurs systèmes enzymatiques semblent impliqués, au niveau du tissu musculaire, et 

agissent conjointement sur la maturation. Parmi les différents systèmes évoqués figurent les 

cathepsines lysosomales, le couple calpaïnes/calpastatine, système certainement le plus 

étudié, les protéases à sérine, les matrixines, le protéasome, et les caspases, dont l’implication 

dans le processus de maturation post-mortem du muscle en viande a été mise en évidence plus 

récemment. L’activité de ces systèmes enzymatiques dépend de la température, ainsi que de la 

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

Dans la deuxième partie de cet exposé, je reviendrai plus en détail sur ces différents 

systèmes protéolytiques. 
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III. Les causes de variabilité de la tendreté 

Comme évoqué précédemment, la tendreté de la viande est un caractère dont la 

variabilité demeure importante, ce qui engendre une insatisfaction de la part des 

consommateurs. Une meilleure maîtrise de la tendreté est donc recherchée par les acteurs de 

la filière et il existe plusieurs exemples de facteurs affectant la tendreté de la viande. Certains 

de ces facteurs sont maîtrisables par l’Homme, d’autres sont liés à l’animal ou encore relatifs 

aux caractéristiques physico-chimiques du muscle. La tendreté étant pour une part sous 

contrôle génétique, la partie suivante de cet exposé est un bilan des connaissances actuelles de 

son déterminisme génétique. 

III.1 Facteurs maîtrisés par l’Homme 

III.1.1 La température 
La longueur du sarcomère influence la tendreté. Weaver et al. (2008) ont montré 

qu’une fibre ayant subi un raccourcissement présente une force de cisaillement supérieure à 

une fibre dont la longueur est augmentée. Ce raccourcissement est, en fait, influencé par la 

température à laquelle le muscle entre en rigor. L’étude menée par Locker et Hagyard (1963) 

a montré que le raccourcissement du muscle sternomandibularis est minimal lorsque le 

muscle est maintenu à une température voisine de 15°C (entre 14 et 19°C). Pour une 

température supérieure, la contraction musculaire a lieu au moment de la rigor. En dessous de 

15°C, le raccourcissement survient avant la phase de rigor. La diminution de température 

provoque l’arrêt des pompes calciques ATP-dépendantes du réticulum sarcoplasmique et 

entraîne des fuites de calcium dans le sarcoplasme (Honikel et Hamm, 1978). Chez le bovin, 

la concentration calcique passe ainsi de 16 µM à 210 µM à 3 jours post-mortem (Ji et 

Takahashi, 2006). Cette augmentation de calcium intracellulaire stimule la liaison de l’actine 

et de la myosine et provoque la contraction musculaire. Cette phase est appelée contracture au 

froid ou « cold shortening ». Selon Bouton et al. (1974), le phénomène de « cold shortening » 

semble être lié à la structure des myofibrilles et conduit à une viande plus dure. En 1996, 

Willems et Purslow ont montré que des fibres musculaires sans tissu conjonctif provenant 

d’un muscle ayant subi le phénomène de « cold shortening » étaient plus dures que des fibres 

prises dans un muscle « au repos ». 

A l’inverse, les muscles maintenus à une température trop élevée pendant de longues périodes 

post-mortem possèdent une plus grande activité glycolytique qui engendre une diminution très 
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rapide du pH. Cette chute brutale de pH ainsi que le maintien des muscles à une température 

plus élevée produit un raccourcissement qualifiant cet état de « rigor shortening » (retrouvé 

parfois sous le terme de « heat shortening »). Dans ce cas, la concentration en calcium 

cellulaire augmente également et stimule la contraction du muscle de la même manière que la 

contracture au froid. Cependant, comme il reste de l’ATP, les pompes calciques sont toujours 

activées et la libération de calcium dans la cellule est moindre. La contraction musculaire a 

donc lieu plus tard, durant la phase de rigor (Lee et Ashmore, 1985 ; Devine et al., 1999).  

III.1.2 La stimulation électrique 

La stimulation électrique est une technique employée depuis la fin des années 70 sur 

des carcasses d’agneaux en Nouvelle-Zélande. Cette méthode permet d’induire des violentes 

contractions musculaires consommant toutes les réserves énergétiques et provoquent une 

chute très rapide du pH. Les stimulations se font à différentes fréquences accompagnées ou 

non de contractions concentriques. Elles permettent de diminuer la force de cisaillement mais 

il semble qu’une stimulation de 150 Hz n’apporte pas d’amélioration par rapport à une 

carcasse stimulée à 5 Hz (Simmons et al., 2008). Ainsi, après le stockage à 0 °C et maturation 

pendant 2 semaines, des muscles bovins longissimus ayant subi une stimulation électrique 

présentent une force de cisaillement plus faible ainsi qu’une diminution du pH (40 à 70 N et 

5,5 à 6,2, respectivement) par rapport à des muscles non-stimulés. La stimulation semble 

également empêcher le durcissement de la viande enveloppée ou non dans un film de 

polyéthylène et ce, à la fois à des températures optimales ou même plus élevées au stade pre 

rigor (Rosenvold et al., 2008). 

III.1.3 L’accrochage des carcasses 

Après l’abattage des animaux, les carcasses sont stockées dans des chambres froides 

afin de permettre le phénomène de maturation post-mortem du muscle en viande. Le stockage 

se fait par accrochage des carcasses soit par suspension par les tendons d’Achille soit par 

suspension pelvienne.  

 
La suspension par les tendons d’Achille : Il s’agit de la pratique d’accrochage la plus 

couramment usitée dans les abattoirs pour stocker les carcasses. Quand une carcasse est 

suspendue, son poids permet de générer des tensions qui favorisent l’étirement de différents 

muscles (comme le longissimus) avant le début de la phase de rigor et permettent de prévenir 

le phénomène de « cold shortening ».  
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La suspension pelvienne : Cette méthode permet l’accrochage des carcasses par le 

bassin. Elle permet de prévenir le phénomène de raccourcissement par le froid en étirant les 

muscles. Cette technique s’oppose cependant à celle « classique » de suspension par les 

tendons d’Achille. En effet, les membres de la partie arrière de l’animal se retrouvent 

perpendiculaires aux vertèbres alors que dans le cas de la suspension par les tendons 

d’Achille, la carcasse est toujours en position verticale. Suivant le muscle considéré et sa 

position, l’effet de la suspension pelvienne ne permet pas toujours d’augmenter la tendreté. Si 

le muscle est étiré, une amélioration est notée. S’il est comprimé c’est le contraire. Enfin, si le 

muscle conserve sa position, la tendreté dépendra des muscles environnants (Tribot Laspiere, 

2001). D’après Holstetler et al. (1970), la suspension par le trou ischio-pubien (ou foramen 

obstrué) de la carcasse permettait d’obtenir une meilleure tendreté des muscles longissimus 

dorsi et semimembranosus mais n’aurait que peu d’influence sur celle du muscle 

semitendinosus. Plus tard, Joseph et Connolly (1977) ont testé l’effet de la suspension 

pelvienne. Ils ont pu confirmer que la tendreté était améliorée pour les muscles longissimus, 

semimembranosus, gluteus medius mais pas semitendinosus (sûrement à cause du tissu 

conjonctif et du tendon qui le relie). 

III.1.4 La cuisson 

La cuisson est également un élément à prendre en compte pour la tendreté. En effet, 

une cuisson lente améliore la tendreté. La diffusion de la chaleur qui se fait de façon lente et 

de manière homogène, augmente ainsi la solubilisation du collagène et rend la viande plus 

facile à trancher (Penfield et Meyer, 1975). Cependant, ce n’est pas le cas pour tous les 

muscles. Pour le muscle longissimus, par exemple, la tendreté varie peu quelque soit le mode 

de cuisson (Lawrence et al., 2001 ; King et al., 2003).  

III.1.5 Le régime alimentaire 

L’alimentation des animaux est un facteur non négligeable de variabilité de la 

tendreté. Selon le type d’alimentation fourni, le développement et la croissance des animaux 

mais aussi les caractéristiques musculaires seront modifiées. En cas de restriction alimentaire, 

chez les bovidés, une diminution du nombre de fibres glycolytiques est observée (Picard et 

al., 1995). Par ailleurs, une réduction du « turn-over » (synthèse et dégradation) des protéines 

myofibrillaires, une augmentation du taux de collagène ainsi qu’une baisse de sa solubilité ont 

été constatés, ce qui constitue des éléments défavorables pour la tendreté (Jones et al., 1990 ; 
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Miller et al., 1987). En cas de réalimentation des bovins (surtout au printemps après les 

limitations des rations hivernales), un phénomène de croissance compensatrice est observé. 

Selon les études, les résultats de cette croissance sur la tendreté sont variables. Ainsi, dans 

l’étude de Allingham et al. (1998), une amélioration de la tendreté du muscle semitendinosus 

est observée, potentiellement due à la synthèse de collagène soluble. Dans l’étude de Cassar-

Malek et al. (2004), la compensation semble avoir un faible impact sur les caractéristiques du 

muscle triceps brachii. Il est à noter cependant une légère amélioration de la tendreté due à 

une meilleure solubilité du collagène. Par contre, aucun changement de tendreté n’a été 

constaté par Sinclair et al. (2001) et Dufey (2006). Enfin une alimentation à base d’herbe de 

pâturages avec de faibles apports en concentrés montre un effet bénéfique sur la tendreté 

après 2 jours de maturation (French et al., 2000). 

De nombreuses substances ont également été développées afin de permettre l’amélioration du 

rendement des carcasses ainsi que leur composition. Ces substances agissent en modifiant le 

métabolisme, mais peu ont été utilisées afin d’augmenter les qualités organoleptiques de la 

viande. En effet, dans la plupart des cas, elles n’améliorent pas les qualités de la viande et lui 

confèrent une couleur noire. Ainsi, l’étude de Dikeman (2007) a montré que des implants de 

stéroïdes anabolisants diminuent le persillé ainsi que la tendreté de la viande. L’auteur a 

également souligné que les implants n’apportent rien aux qualités de la viande comme 

l’avaient constaté Morgan (1997) et plus récemment Smith et al. (2007). Barham et al. (2003) 

ont noté que chez des animaux croisés dans lesquels des implants de progestérone et 

d’oestradiol avaient été posés, la viande produite présente, après 14 jours de maturation, une 

valeur de force de cisaillement supérieure à celle provenant d’animaux n’ayant pas eu 

d’implants. L’agoniste β, le zilpaterol hydrochloride (commercialisé sous le nom Zilmax®), 

stimule la performance de croissance et la musculature des animaux. Strydom et Nel (1999) 

ont montré un impact négatif sur la force de cisaillement du muscle longissimus pour des 

animaux ayant reçu une alimentation supplémentée en zilpaterol à 45 jours. De même, 

Leheska et al. (2009) ont confirmé que cet agoniste affecte de manière négative la tendreté 

mais aussi la flaveur et la jutosité. Des vitamines ont également été testées. Seule la vitamine 

D3 semble avoir un rôle dans la tendreté de la viande. Elle augmente la quantité de sang et le 

taux de calcium et semble améliorer la tendreté de la viande à 24 heures post-mortem 

(Swanek et al., 1999). En revanche, les animaux sont moins performants et mangent moins. 

Des études ont été menées sur les vitamines E et A. Bien qu’un apport de ces substances ait 

un impact sur la viande, elles ne semblent pas agir sur la tendreté. La vitamine E améliore la 
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couleur de la viande et la vitamine A diminue le taux de gras intra-musculaire (persillé) 

(Faustman et al., 1989 ; Gorocica-Buenfil et Loerch, 2005 ; Kruk et al., 2008).  

En résumé, les facteurs technologiques influencent de façon certaine l’attendrissage de 

la viande et le niveau final de tendreté. Ainsi, la préparation et la conservation de la carcasse 

sont des éléments qui conditionneront le bon déroulement du phénomène de maturation post-

mortem du muscle en viande. De même, la tendreté sera dépendante de la méthode de cuisson 

de la viande. Celle-ci varie d’ailleurs selon les études et les pays en fonction des habitudes de 

consommation. Ainsi, une cuisson inappropriée détériorera dramatiquement les qualités 

gustatives de la viande. Le régime alimentaire fourni aux animaux semble aussi avoir un 

impact sur leur développement ce qui influera, là aussi, sur la maturation post-mortem des 

muscles. Par contre, bien qu’améliorant les rendements et compositions des carcasses, 

l’emploi de compléments alimentaires, à l’exception de la vitamine D3, n’apporte rien à la 

tendreté de la viande.  

III.2 Facteurs liés à l’animal 

III.2.1 Le comportement des animaux 

Le tempérament des animaux constitue un facteur à prendre en compte dans le 

déterminisme de la tendreté. Il a été montré que les animaux ayant un comportement 

« excité » présentent une viande plus dure que des animaux présentant un comportement 

calme (Voisinet et al., 1997 ; King et al., 2006 ; Behrends et al., 2009).  

III.2.2 Le sexe des animaux 

 Le sexe de l’animal influe non seulement sur la tendreté mais également sur la couleur 

de la viande. Ainsi, à un âge équivalent, les génisses, contrairement aux taurillons, présentent 

des viandes plus rouges résultant de l’augmentation plus rapide de la teneur en myoglobine au 

cours de la croissance (Monin, 1991). En ce qui concerne la tendreté, des résultats 

contradictoires ont été obtenus. Chez les taurillons, le taux de collagène, son insolubilité ainsi 

que la taille des fibres sont plus importants que chez les femelles, ce qui conduit à une viande 

plus dure. Soo Kim et al. (2007) et Jeleníková et al. (2008) ont observé une plus grande 

tendreté de la viande des vaches et des génisses par rapport aux bœufs et aux taureaux. Par 

contre, d’autres études ont montré une plus grande dureté de viande chez les génisses que 

chez les bœufs (Choat et al., 2006). De plus, aucune différence de tendreté n’a pu être 

mesurée entre des animaux castrés et non castrés (bien qu’une plus forte variabilité ait été 

observée chez ces derniers) et ce à n’importe quel âge (Gerrard et al., 1987). 
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III.2.3 Variation inter- et intra-races et inter-espèces 

Une variabilité individuelle importante existe au sein de chaque race, comme 

l’attestent les travaux de Dransfield et al. (2003). Une différence entre les caractéristiques 

bouchères des viandes provenant d’animaux Bos taurus ou Bos indicus a été mise en 

évidence. Plus un animal possède une part génétique de races Brahman ou Sahiwal (Bos 

indicus) élevée, plus la viande est dure avec une augmentation des valeurs de force de 

cisaillement et une plus faible appréciation gustative (Crouse et al., 1989 ; Sherbeck et al., 

1996). La viande de buffle d’eau et celle de la race Brahman présentent une différence de 

tendreté (Neath et al., 2007). Cette différence s’explique par le pH et son effet sur les 

protéases musculaires. En effet, le pH chute moins rapidement chez le buffle d’eau que chez 

un animal croisé Bos indicus. Ceci permet de prolonger l’activité des différentes protéases. 

Ainsi une diminution plus importante de la valeur de la force de cisaillement est observée 

pour le muscle semimembranosus du buffle d’eau, par rapport à l’autre espèce. Cette 

diminution est également observée dans l’étude d’Irurueta et al. (2008) sur le muscle 

longissimus dorsi du buffle d’eau élevé dans le Delta del Paraná en Argentine. Aucune 

différence significative dans les qualités sensorielles de la viande entre les races Aubrac et 

Salers (races rustiques) d’une part, et les races Charolaise et Limousine (races à viande), 

d’autre part, n’a pu être révélée, avec, tout de même, des qualités légèrement supérieures pour 

les races Limousine et Aubrac. Sinclair et al. (2001) ont montré que, bien que les notes de 

tendreté du muscle longissimus lumborum pour la race Holstein soient plus faibles que pour 

les deux autres races Aberdeen Angus et Charolais testées, cela ne reflétait aucune relation 

entre la vitesse de croissance et la tendreté. Bruce et al. (1991) ont fait le même constat pour 

des animaux ayant au final les mêmes gains de poids. Jurie et al. (2007) ont comparé les 

caractéristiques musculaires et les aptitudes bouchères sur quatre muscles, longissimus 

thoracis (LT), semimembranosus (SM), semitendinosus (ST) and triceps brachii (TB) 

provenant d’animaux de race laitière (Holstein) et de race à viande (Salers) abattus à âge 

équivalent et ayant la même note de gras. Il ressort qu’il n’y a pas de différence importante de 

tendreté entre les deux races. Cependant, le muscle ST présentait l’activité glycolytique la 

plus importante et le muscle TB avait le potentiel le plus oxydatif. En ce qui concerne la 

tendreté, le muscle ST a obtenu les meilleurs résultats. Les auteurs ont également constaté que 

plus le muscle possède un fort potentiel oxydatif et une teneur faible en collagène soluble et 

insoluble, plus la viande obtenue est tendre. Ils en conclurent que le type musculaire et non la 

race explique la variabilité de la qualité de la viande observée. Zamora et al. (1996) ont 
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montré qu’entre les muscles longissimus lumborum et longissimus thoracis provenant 

d’animaux de même race, la dureté de la viande pouvait varier d’un facteur 3 et la vitesse de 

maturation d’un facteur 20 entre les animaux. 

Dans une autre étude, Monsόn et Sierra (2004) ont cherché à évaluer l’influence de la race sur 

les caractéristiques sensorielles de la viande en fonction du temps de maturation de la viande. 

Une influence sur la tendreté a bien été constatée entre les quatre races testées (Blonde 

d’Aquitaine, Limousine, Holstein et Brown Swiss). De plus, concernant la tendreté, une très 

forte influence a aussi été constatée entre la race et la période de maturation. Au-delà de 7 

jours de maturation, les caractéristiques musculaires entre les races tendent à s’estomper. 

Dans l’étude de Vieira et al. (2007), aucune différence de tendreté du muscle longissimus 

thoracis n’a été constatée entre les races Limousine, Brown Swiss et Asturiana de los Valles ; 

une diminution de la force de cisaillement a tout de même été notée entre 14 et 28 jours de 

maturation (le jury de dégustation n’ayant, pour sa part, relevé aucune différence). 

 

Le comportement et le sexe des animaux se révèlent être des critères importants pour 

la tendreté de la viande. Le niveau de stress subi par l’animal, notamment lors de son 

transport, entraîne des modifications du métabolisme musculaire avant et après la mort de 

l'animal sur les qualités des viandes. Comme le laissent supposer plusieurs études, la variation 

inter-espèces est également très importante. Des animaux Bos taurus présentent une viande 

plus tendre que des animaux Bos indicus. De plus, des animaux issus de races à viande sont 

aptes à maturer plus rapidement que ceux issus de races laitières. 

 

III.3 Facteurs physico-chimiques et biologiques 

III.3.1 Le pH 

La phase d’installation de la rigidité cadavérique, qui suit l’abattage de l’animal, 

entraîne une chute de pH et à 24 heures post-mortem, le pH atteint son pH ultime (pHu) qui se 

situe entre 5,4 et 5,7 (Marsh, 1993). Une viande avec un pHu élevé (> 6,5) se présente comme 

une pièce noire, ferme et sèche. Le pHu élevé est dû à un taux de glycogène musculaire plus 

faible que dans un muscle normal au moment de l’abattage. Ce faible taux conduit donc à une 

faible production de lactate. La tendreté qui en résulte est sujette à controverse. Certains 

auteurs supposent que la viande est plus tendre car la diminution de substrat utilisée dans la 

glycolyse provoque un épuisement plus rapide d’ATP et un état de rigor plus précoce 

(réduisant la susceptibilité au « cold shortening »), ce qui permet de prolonger l’activité des 
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protéases (Watanabe et al., 1996). Pour d’autres, cette viande présentait des forces de 

cisaillement plus élevées (+ 46%) et une plus faible palatabilité que la viande normale (Wulf 

et al., 2002). 

Inversement, une viande avec un faible pHu a des qualités gustatives  médiocres ; les enzymes 

sont inhibées par l’acidification qui s’accompagne d’une augmentation de la perte en eau. 

L’augmentation de l’acidité dans le muscle (donc un faible pH) provoque l’inhibition des 

enzymes protéolytiques et empêche ainsi toute dégradation. De plus, le gonflement du 

collagène provoqué par son hydratation va provoquer une diminution de la température de 

« transition thermique » du collagène. Le collagène va alors pouvoir se transformer plus 

facilement en gélatine. La viande perd ses qualités organoleptiques et devient alors 

inacceptable pour le consommateur (Berge et al., 2001 ; Miles et al., 2005).  

III.3.2 Le pouvoir tampon 

Une source de variation de la tendreté de la viande est liée au pouvoir tampon de 

différents types de fibres. Les tampons sont majoritairement constitués de phosphates, des 

composés dérivés d’histidine tels que la carnosine et l’ansérine, qui sont en quantités plus 

importantes dans les muscles à fibres rapides que dans les muscles à fibres lentes (Abe, 2000). 

Cependant, aucune relation n’a pu être établie entre la tendreté et les concentrations en 

carnosine et ansérine (Boldyrev et Severin, 1990). 

III.3.3 Le tissu conjonctif 

Le tissu conjonctif est un facteur potentiellement important de la tendreté de la viande 

bovine. Il expliquerait jusqu’à 12,4% des variations constatées (Cross et al., 1973). Un des 

mécanismes pouvant survenir dans le phénomène, et lié au tissu conjonctif, est la rupture des 

liaisons covalentes qui se forment dans le collagène. Ainsi, la force du tissu conjonctif devient 

plus faible lorsque le pH diminue (Lewis et Purslow, 1991). Ainsi, à faible pH, une 

fragilisation du tissu conjonctif par rupture des liaisons covalentes surviendrait. Il faut 

également souligner qu’il existe une variation intramusculaire dans la teneur en collagène 

totale entre les muscles semimembranosus et le longissimus (7,68 et 4,52 mg/g de muscle 

respectivement ; Rhee et al., 2004) Cette quantité totale n’explique pas les différences de 

tendreté retrouvées entre les races (Norman, 1982).  

L’âge de l’animal doit également être pris en compte. Ainsi, Reagan et al. (1976) ont mis en 

évidence que la variation de force de cisaillement, observée dans le muscle longissimus de 

génisses âgées de 10 mois à 27 ans, était due à la quantité totale de collagène. Cette étude a 
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aussi montré des différences en collagène soluble entre races. Nous pouvons également noter 

que la quantité de collagène intramusculaire est supérieure chez les taureaux par rapport aux 

bœufs (Gerrard et al., 1987). Les travaux réalisés par Kopp et Bonnet (1982) et Dransfield et 

al. (2003) ont mis en évidence une très forte corrélation entre la force de cisaillement de la 

viande crue et la teneur en collagène (avec des coefficients de détermination de 0,81 dans la 

première étude et 0,95 dans la seconde). Il existe également une corrélation positive entre la 

quantité totale de collagène musculaire et la force de cisaillement de la viande cuite (Riley et 

al., 2005). Par contre, dans l’étude de Li et al. (2007a), une corrélation faible et négative entre 

la teneur totale en collagène et la dureté de la viande a été relevée, aussi bien pour une viande 

cuite que crue.  

L’étude de Jeremiah et al. (2003) a révélé que la quantité de collagène insoluble est un facteur 

(négatif) influençant fortement la tendreté de la viande et que sa variation expliquerait jusqu’à 

26% des variations observées. Plus récemment, Li et al. (2007a) ont aussi retrouvé une 

corrélation négative mais avec des valeurs plus faibles aussi bien dans la viande cuite que 

crue. Riley et al. (2005) ont eux aussi souligné l’importance du collagène insoluble sur la 

force de cisaillement chez des animaux de race Brahman, mais, cette fois-ci avec des 

coefficients de corrélation positifs, tout comme Torrescano et al. (2003) qui ont déterminé un 

fort coefficient de corrélation entre la force de cisaillement et le collagène insoluble dans 14 

muscles bovins crus de race Brown Swiss (r = 0,661, P<0,01), ou encore Failla et al. (2008) 

qui ont obtenu des corrélations plus importantes dans le cas de la viande crue que cuite (0,72 

vs 0,50 respectivement). En ce qui concerne le collagène soluble, une faible corrélation avec 

la mesure de la force de cisaillement est retrouvée (r = -0,10). 

En ce qui concerne l’élastine, les variations trouvées ne sont pas forcément associées avec la 

tendreté de la viande (Cross et al., 1973). Une étude a montré une relation positive entre la 

dureté de la viande et la quantité d’élastine musculaire (Mason et Moreau, 1975, cité par 

Lepetit, 2008).  

Au-delà de la teneur en collagène ou en élastine, c’est la matrice extracellulaire, dont les 

protéoglycanes font partie, qui joue un rôle important. Sandrin et al. (2004 et cité par Lepetit, 

2008) ont établi qu’une diminution de la capacité élastique du perimysium était due à une 

diminution de près de 20% de la matrice du protéoglycanne. Lewis et al. (1991) ont découvert 

qu’il y avait une diminution de la résistance à la traction du perimysium du muscle 

semitendinosus entre une viande crue et une viande cuisinée à 50°C.  
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III.3.4 Variation intra- et inter-musculaires 

Reuter et al. (2002) ont mené une étude afin de définir les variations de tendreté 

intramusculaire au sein de quatre muscles ronds bovins (biceps femoris, semitendinosus, 

semimembranosus et adducteur) et cela sur des bœufs Angus et Limousin-Angus (10 animaux 

en tout). Selon ces auteurs, il existe une plus grande variabilité de tendreté de la viande au 

sein de ces quatre muscles qu’entre animaux. De plus, à l’intérieur même des muscles 

semitendinosus et biceps femoris, une plus grande variabilité a aussi été trouvée par 

Shackelford et al. (1997). Ainsi, selon cette étude, le muscle semitendinosus serait, dans sa 

moitié antérieure, destiné à une consommation sous forme grillée, alors que la moitié 

postérieure devrait être consommée sous forme rôtie. Ces différences seraient dues à la 

quantité, au type et à la solubilité du collagène ainsi qu’à la chute de température post-

mortem. Par contre, l’épaisseur du perimysium n’affecte pas la tendreté de la viande, qu’elle 

soit soumise à stimulation électrique ou non (Brooks et Savell, 2004). L’étude de Denoyelle et 

Lebihan (2003) a confirmé qu’il existait bien une différence intramusculaire du niveau de 

tendreté dans le semitendinosus. Cette variation intramusculaire a également été retrouvée 

dans deux autres muscles (triceps brachii et rectus femoris) provenant de 48 carcasses de 

deux races allaitantes (Maine Anjou et Charolais) et pour lesquels les mesures de force de 

compression ont été réalisées sur des morceaux crus. 

III.3.5 Le type de fibres 

 Les résultats obtenus consernant l’effet du type de fibres sur la tendreté de la viande 

sont contradictoires. Bouley et al. (2004) ont montré, par une étude protéomique, que les 

muscles semitendinosus de taurillons Charolais, Limousins et Salers orientés dans un 

métabolisme de type oxydatif et classés selon leur tendreté sensorielle, donnent des viandes 

tendres. Ces résultats sont en accord avec les données obtenus par Bernard et al. (2007) sur 

des muscles longissimus thoracis d’animaux de race Charolaise. En revanche, il a également 

été observé que l’orientation vers le type rapide et glycolytique de muscles longissimus 

thoracis et lumborum de races Blonde d’Aquitaine et Charolaise améliore la maturation de la 

viande et donc sa tendreté finale notamment pour des viandes (crues ou cuites) ayant subi une 

maturation de moins d’une semaine  (Monsòn et Sierra, 2004). Il semblerait, en fait, que le 

pourcentage de fibres rapides oxydoglycolytiques (type IIA) soit un facteur défavorable à la 

tendreté de la viande, et non pas les proportions de fibres lentes oxydatives (type I) ou rapides 

glycolytiques (type IIB ; Dransfield et al., 2003). La dureté de la viande Charolaise a été 

positivement corrélée avec la capacité oxydative (par la mesure de l’activité de la citrate 
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synthase) de la fibre ou avec des fibres ayant des activités plus oxydatives que glycolytiques 

(Zamora et al., 1996 ; Ozawa et al., 2000). Strydom et al. (2000) ont, quant à eux, montré que 

les muscles ayant une forte proportion de fibres oxydatives à contraction lente ou ayant une 

faible proportion de fibres glycolytiques à contraction rapide présentent une viande plus 

tendre. Ceci est, en revanche, en contradiction avec les résultats de Vestergaard et al. (2000) 

qui n’ont trouvé aucune relation entre le type de fibres des muscles semitendinosus, 

longissimus dorsi ou supraspinatus et la qualité de la viande.  

 

Les caractéristiques physiologiques propres à chacun des muscles vont leur conférer 

des propriétés physico-chimiques qui conditionneront leur maturation post-mortem. Le tissu 

conjonctif est aussi une caractéristique qui apportera une dureté basale à la viande, établissant 

alors sa classification en temps que viande à cuire ou à bouillir. 
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IV. Déterminisme génétique de la tendreté 

Depuis des siècles, les éleveurs ont sélectionné les meilleurs animaux dans différentes 

races bovines afin d’en améliorer les caractéristiques, soit pour la production de lait, soit pour 

la production de viande. Les caractères concernés sont par exemple la quantité de lait et les 

taux protéiques ou butyreux dans le premier cas, et les paramètres de croissance ou de 

conformation dans le second cas. Le principe des méthodes de sélection utilisées jusqu’à 

présent repose sur le recueil de performances en ferme et l’évaluation génétique des taureaux 

en fonction des performances de leurs descendants. Globalement, les caractères pris en 

compte ont été ceux pour lesquels la mesure des performances peut être réalisée assez 

aisément sur un très grand nombre d’animaux et qui possèdent une bonne héritabilité. 

Cependant, cette méthodologie n’a pas permis de considérer des caractères faiblement 

héritables ou difficiles à mesurer (mesures trop coûteuses ou nécessitant l’abattage 

systématique des animaux) et possède donc des limites. Les producteurs de bovins allaitants 

ont donc fait appel aux chercheurs pour les aider à améliorer les qualités des viandes qui 

représentent aujourd’hui l’exemple même de caractères non soumis à sélection. Comme nous 

l’avons évoqué rapidement, les connaissances sur le génome bovin se sont beaucoup enrichies 

ces dernières années, et, nous disposons maintenant de nombreux outils moléculaires 

(marqueurs microsatellites et SNPs) et de technologies d’investigation performantes (analyses 

transcriptomiques et protéomiques notamment). L’objectif est donc d’élaborer des procédures 

de sélection se basant sur la connaissance du génotype des animaux soit pour certains 

marqueurs, soit plus exactement pour certains gènes dont il aurait été établi que les 

polymorphismes sont en relation (en association) avec la variabilité des caractères d’intérêt.  

 Comme nous l’avons vu précédemment, de nombreux facteurs de variation de la 

tendreté ont été mis en évidence. Très tôt, les scientifiques se sont intéressés à savoir s’il 

existait un déterminisme génétique de la tendreté. Cette donnée est essentielle pour envisager 

de mieux la maîtriser en influant sur la part génétique de la variabilité qui pourrait exister. 

Yao et Hinner (1953) ont ainsi été les premiers à chercher si la tendreté était un caractère 

déterminé génétiquement via la mesure de l’héritabilité. L’héritabilité est une statistique 

estimant le degré d’influence probable des facteurs génétiques pour un phénotype donné dans 

une population donnée. Elle permet donc de quantifier la part des facteurs environnementaux 

(acquis) et des facteurs génétiques (inné) dans la constitution du phénotype d'une population. 

Dans les tableaux I et II est répertorié un certain nombre de mesures d’héritabilité publiées 

pour le caractère de tendreté estimée soit par mesure de la force de  
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Tableau I : Liste des indices estimés d’héritabilités obtenues par mesure de la force de cisaillement pour le caractère de tendreté (adapté et actualisé de 
Burrow et al., 2001) 
 
Héritabilité    Méthode Race                    Nombre     Sexe             Muscle     Référence 

   d’animaux 
0,77 PHSC Shorthorn N.D. B N.D. Yao et Hiner (1953) 

0,86-1,02† PHSC F1 Brahman x Hereford et Hereford 38 B LD et ST Cover et al. (1957) 

0,92 PHSC Angus 60 B et G N.D. Kieffer et al. (1958) 

0,62-0,69 PHSC Angus 176 B et G LD Christians et al. (1961) 

0,39 ± 0,26 PHSC Croisés Bos indicus x Bos taurus  241 N.D. N.D. DuBose et Cartwright (1967) 

0,51 PHSC Hereford 217 B LM Adams et Arthaud (1970) 

0,00 PHSC Hereford 679 B LD Dinkel et Busch (1973) 

0,17 ± 0,10 PHSC Hereford x (Angus x Friesian) 646 B et G LD Wilson et al. (1976) 

0,31 ± 0,08 PHSC Clay Centre GPE groups 2453 B LD Koch et al. (1982) 

0,30 ± 0,07 HM3 Charolais, Blonde d’Aquitaine, Limousine, 
INRA 95 et Coopelso  1828 T LD Renand (1985) 

0,00 PHSC Friesian 218 B LD More O’Ferrall et al. (1989) 

0,09 ± 0,13 REML Groupes du programme GPE (Clay Centre)  682 B LD Van Vleck et al. (1992) 

0,12 ± 0,08 REML 3 races Bos taurus composites 1599 B LD Gregory et al. (1994) 

0,65 ± 0,19 REML Groupes du programme GPE (Clay Centre) 555 B LD Shackelford et al. (1994) 
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Tableau I  (suite) 

0,05 ± 0,09 Groupes de races pures du programme GPE 
(Clay Centre) 1153 

0,31 ± 0,17 Groupes de Bos taurus composite du 
programme GPE (Clay Centre) 441 

0,12 ± 0,08 

PHSC 

Groupes du programme GPE (Clay Centre, 
toutes races confondues) 1594 

B LD Gregory et al. (1995) 

0,12 ± 0,10a 

0,28 ± 0,15b 

0,12 ± 0,10c 

0,29 ± 0,15d 

0,36 ± 0,18e 

0,14 ± 0,11f 

0,31 ± 0,16g 

HM3 
Croisés Bos Taurus  
(mesure à 1 jour (a), 4 jours (b), 7 jours (c), 14 jours (d), 21 jours (e), 
35 jours (f) post-mortem et mesure totale (g)) 

392 B et G LD Wulf et al. (1996) 

0,02 ± 0,06 Groupes du programme GPE (données du  
Groupe I) 1431 B et G 

0,27 ± 0,29 Groupes du programme GPE (données du 
Groupe II) 237 B et T 

0,31 ± 0,29 

REML 

Groupes du programme GPE (données 
combinées des groupes) 1668 B, T et G 

LD Barkhouse et al. (1996) 

0,37 ± 0,12 PHSC Groupes du programme GPE (Clay Centre) 888 B LD Wheeler et al. (1996) 

0,20 ± 0,16h 

0,17 ± 0,15i 

0,47 ± 0,20j 

0,27 ± 0,17k 

0,36 ± 0,18l 
0,19 ± 0,10m 

REML 
Races Bos taurus et Bos indicus et croisements 
(mesure à 1 jour (h), 4 jours (i), 7 jours (j), 14 jours (k), 21 jours (l), 
35 jours (m) post-mortem) 

575 B et G LD O’Connor et al. (1997) 
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Tableau I (suite) 
 

0,02n 

0,24o 

0,36p 

REML Races Bos taurus, Bos indicus et croisements  
(part génétique de Brahman : n, faible; o, modéré ; p, fort) 1530 B LD Crews et Franke (1998) 

0,58q 

0,17r 

0,25s 

0,43t 

0,42u 

REML 
Races Bos taurus Angus  (A), Bos indicus 
Brahman (B) et croisements  
(q, A x A ; r, B x B ; s, A x B ; t, ½A  ½B x A ; u, ½A  ½B x ¾A ¾B) 

486 B LD Elzo et al. (1998) 

0,26 ± 0,06 REML Groupes du programme GPE (Clay Centre) 3704 B LD Splan et al. (1998) 

0,24 ± 0,12 

0,29 ± 0,12 
PHSC Groupes du programme GPE (Clay Centre) 854 B LT Wheeler et al. (2001) 

0,11 Angus, Hereford, Shorthorn et Murray Green 3357 ST 

0,09 Brahman, Belmont Rouge et Santa Gertrudis 3322 LD+LT 

0,42 Angus, Hereford, Shorthorn et Murray Green 3587 ST 

0,30 

REML 

Brahman, Belmont Rouge et Santa Gertrudis 3506 

T 

LD+LT 

Johnston et al. (2003) 

0,14v 

0,14w 

0,06x 

REML Brahman  
(mesure à 7 jours (v), 14 jours (w), 21 jours (x) post-mortem) 504 B et G LD Riley et al. (2003) 
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Tableau I (suite) 
 

0,29 ± 0,06 REML Groupes du programme GPE (Clay Centre) 3652 B LD Nephawe et al. (2004) 

0,16 ± 0,15 PHSC Groupes du programme GPE (Clay Centre) 568 B LT Wheeler et al. (2004) 

0,40 REML Groupes du Carcass Merit Traits 7179 B et G LD Dikeman et al. (2005) 

0,24 ± 0,05 Charolais 401 

0,22 ± 0,05 Limousin 446 

0,23 ± 0,05 

REML 

Blonde d’Aquitaine 367 

B LT Renand (2006) 

0,29 ± 0,14y 

0,20 ± 0,11z 
REML Brahman (mesure à 7 jours (y) et 14 jours( z) post-mortem) 2155 B LM Smith et al. (2007) 

 
REML (Restricted Estimated Maximum Likehood) : maximum de vraisemblance résiduelle 
HM3 (Henderson’s Method 3) : méthode 3 de Henderson 
PHSC (Paternal half-sib intraclass correlation) : modèle mixé des moindres carrés et du maximum de vraisemblance 
B : Bouvillon, G : Génisse, T : taureau ou taurillon 
LM, LD ou LT : longissimus muscle, longissimus dorsi, longissimus thoracis  
ST : semitendinosus 
† dépend du mode cuisson 
 



 

 

27 

Tableau II : Liste des indices estimés d’héritabilités obtenues par jury de dégustation pour le caractère de tendreté (adapté et actualisé de Burrow et al., 2001) 
 
Héritabilité    Méthode Race                   Nombre       Sexe Muscle     Référence 

d’animaux 
0,30 PHSC Shorthorn N.D. B N.D. Yao et Hiner (1953) 

0,28 à 1,19  PHSC F1 Brahman x Hereford et Hereford 38 B LD et ST Cover et al. (1957) 

0,00 PHSC Shorthorn et croisés 100 

0,51 PHSC Brahman 90 

1,29 PHSC Combinés Shorthorn x Brahman 190 

N.D. LD Alsmeyer et al. (1958) 

0,23 ± 0,11 PHSC Hereford x (Angus x Friesian) 646 B et G LD Wilson et al. (1976) 

0,09 ± 0,19 PHSC Friesian 218 B LD More O’Ferrall et al. (1989) 

0,10 ± 0,13 REML Groupes du programme GPE (Clay Centre) 682 B LD Van Vleck et al. (1992) 

0,21 ± 0, 08 REML 3 races Bos taurus composites 1599 B LD Gregory et al. (1994) 

0,22 ± 0,08a 1594 

0,12 ± 0,09b 1153 

0,51 ± 0,18c 

PHSC Groupes du programme GPE (Clay Centre) 
(toutes races confondues(a), races pures(b) et (c) races composites) 

441 

B LD Gregory et al. (1995) 

0,08 ± 0,09 HM3 Croisés Bos taurus 392 B et G LD Wulf et al. (1996) 

0,06 ± 0,07 Groupes du programme GPE (données du  
Group I) 1431 B et G LD 

0,03 ± 0,28 Groupes du programme GPE (données du  
Group II) 237 B et T LD 

0,02 ± 0,28 

REML 

Groupes du programme GPE (données 
combinés des groupes) 1668 B, T et G LD 

Barkhouse et al. (1996) 

0,50 ± 0,12 PHSC Groupes du programme GPE 888 B LD Wheeler et al. (1996) 
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Tableau II  (suite) 
 

0,31 ± 0,18 REML Races Bos taurus et Bos indicus et croisements 575 B et G LD O’Connor et al. (1997) 

0,31 ± 0,08 REML Groupes du programme GPE 2386 B LD Splan et al. (1998) 

0,24 ± 0,12 PHSC Groupes du programme GPE 854 B LT Wheeler et al. (2001) 

0,18 Angus, Hereford, Shorthorn et Murray Green 1152 

0,31 
REML 

Brahman, Belmont Rouge et Santa Gertrudis 1585 
T LT+LD Johnston et al. (2003) 

0,26 ± 0,08 REML Groupes du programme GPE 2360 B LD Nephawe et al. (2004) 

0,25 ± 0,19 PHSC Groupes du programme GPE 568 B LT Wheeler et al. (2004) 

0,37* REML Groupes du Carcass Merit Traits 7179 B et G LD Dikeman et al. (2005) 

0,50 ± 0,06 Charolais 397 

0,12 ± 0,03 Limousin 440 

0,21 ± 0,05 

REML 

Blonde d’Aquitaine 361 

B LT Renand (2006) 

* overall tenderness : comprend les différentes qualités organoleptiques (flaveur, jutosité, tendreté) 
REML (Restricted Estimated Maximum Likehood) : maximum de vraisemblance résiduelle 
HM3 (Henderson’s Method 3) : méthode 3 de Henderson 
PHSC (Paternal half-sib intraclass correlation) : modèle mixé des moindres carrés et du maximum de vraisemblance 
B : Bouvillon, G : Génisse, T : taureau ou taurillon 
LM, LD ou LT : longissimus muscle, longissimus dorsi, longissimus thoracis  
ST : semitendinosus 
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cisaillement soit par un jury de dégustation. Les valeurs d’héritabilité obtenues avec la mesure 

par force de cisaillement sont très variables allant de 0 à 92%. Comme l’ont souligné Wheeler 

et al. (1996), les variations observées sont principalement dues à l’absence de réels protocoles 

standardisés pour mesurer la force de cisaillement. Cependant, les variations obtenues par un 

jury de dégustation sont bien plus importantes encore puisque l’héritabilité varie de 0 à 129%, 

certainement en raison du caractère subjectif de cette approche. Néanmoins, les valeurs 

moyennes d’héritabilités estimées sont relativement proches indépendamment  de la méthode 

de mesure employée (environ 30% dans le cas de la mesure par force de cisaillement et 

environ 28% pour la mesure de la tendreté par jury de dégustation). Ces études indiquent qu’il 

existe bien une base génétique responsable du caractère de tendreté, ce qui autorise à imaginer 

qu’une amélioration par sélection est possible, étant entendu que les facteurs 

environnementaux, notamment ceux maîtrisables par l’Homme, jouent également un rôle 

important dans la détermination de la tendreté de la viande bovine (Miller et al., 1996).  

IV.1 QTL et tendreté 

 Chez le bovin, comme dans toute autre espèce, les caractères présentant une 

importante variabilité phénotypique et génétique sont en général considérés comme des 

caractères quantitatifs gouvernés par l’action combinée de nombreux gènes, en nombres 

variables mais chacun ayant un petit effet, et des effets de l’environnement. La variabilité 

d’origine génétique est due à des polymorphismes génétiques (aussi appelés mutations) dont 

l’identification permettrait à la fois de mieux comprendre le déterminisme des caractères et de 

proposer des procédures pour sélectionner les reproducteurs les plus intéressants. La 

recherche de ces mutations peut être organisée en plusieurs étapes. Une approche consiste à 

repérer dans un premier temps les régions chromosomiques portant un ou plusieurs gènes (ou 

loci) impliquées dans le contrôle de ces caractères dits quantitatifs, et dont des formes  

alléliques seraient responsables de la variabilité. Les loci impliqués dans la variation des 

caractères quantitatifs sont appelés « Loci de Caractères Quantitatifs » et « Quantitative Trait 

Loci » ou QTL en anglais. Ils sont caractérisés par deux paramètres : leur position sur le 

génome et leur effet sur le caractère cible. Cette première étape se prolonge le plus souvent 

par un travail supplémentaire dit de cartographie fine qui vise à localiser le QTL dans une 

région chromosomique aussi petite que possible. La primo-détection fournit des intervalles de 

localisation de l’ordre de plusieurs dizaines de centiMorgan, qui correspondent à plusieurs 

dizaines de millions de bases et à plusieurs centaines de gènes, rendant problématique 

l’identification de gènes candidats. Dans un second temps, la recherche du ou des gènes sous-
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jacents aux QTLs peut être entreprise et diverses approches sont employées dans cette étape : 

elles ont pour objectif, par des méthodes d’analyses structurelles et fonctionnelles, de retenir 

les meilleurs candidats positionnels et fonctionnels dont l’étude approfondie pour identifier 

des mutations et estimer leurs effets sont à entreprendre ensuite.  

Des QTLs pour la tendreté ont été recherchés et répertoriés dans les bases de données 

internationales. L’analyse de ces QTLs a permis de mettre en avant plusieurs gènes candidats 

au cours des dernières années. 

 

IV.2 QTL et banques de données 

La recherche de QTLs pour le caractère de tendreté de la viande bovine a permis 

l’identification de différentes régions chromosomiques réparties sur le génome et dont la taille 

varie selon le QTL considéré. L’ensemble de ces QTLs est répertorié dans des banques de 

données telles que CattleQTLdb et bovineQTL Viewer 

(http://www.animalgenome.org/QTLsdb/cattle.html ; http://genomes.sapac.edu.au/bovineqtl/). 

Selon les études, pour la détection de ces QTLs, différentes mesures ont été réalisées. Ainsi, 

en plus des mesures « classiques » de force de cisaillement et par panel de dégustation, 

certains auteurs ont utilisé l’indice de fragmentation myofibrillaire et/ou la mesure de 

compression. Aujourd’hui, près d’une vingtaine de QTLs, localisés sur 12 chromosomes, sont 

répertoriés pour la tendreté et les informations sont récapitulées dans le Tableau III. Je vais à 

présent préciser et compléter quelques points en examinant la situation pour chacun des 

chromosomes portant un ou plusieurs QTLs. 

 

Chromosome bovin 2 : Le premier QTL identifié est celui situé sur le chromosome 2 

(Casas et al., 1998). Cette région chromosomique correspond en fait au locus du gène de la 

myostatine, dont la localisation était l’un des deux objectifs de l’étude (l’autre étant 

l’évaluation des effets de la présence d’une copie du gène muté sur les caractères liés à la 

carcasse et les caractères de naissance). Cependant, lors de son étude, aucun effet sur la 

tendreté n’a été constaté pour des animaux ne présentant qu’une seule copie du gène muté. 

Wheeler et al. (2001) ont, quant à eux, montré une amélioration de la tendreté pour des 

animaux ayant une ou deux copies du gène de la myostatine inactivée(s). Plus récemment, 
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Tableau III : Liste des QTLs pour le caractère de tendreté disponibles dans les bases de données CattleQTLsdb et Bovine QTLs Viewer 
(http://genomes.sapac.edu.au/bovineqtl; http://www.animalgenome.org/QTLsdb/cattle.html) 
 

Chromosome (BTA) Position (cM) Marqueurs extrêmes Animaux Références Base de données 

2 0 BMC9007* 

Descendants ¼ Blanc Bleu Belge et ¼ 
Piedmontese issus de croisements mâles de 
race Piedmontese x Angus ou Blanc Bleu 
Belge x MARC III avec des femelles 
MARC III 

Lines et al., 2009 CattleQTLsdb 

4 3,9-30,6 BL1024 BMS1237 Casas et al., 2001 
Bovine QTLs 

Viewer 
CattleQTLsdb 

32-83 AGLA293 DIK5176 

Mêmes animaux que Casas et al., 1998 

Casas et al., 2000 
Bovine QTLs 

Viewer 
CattleQTLsdb 5 

0-6,7 BMS1095 BM6026 Descendants F2 issus de croisements 
Wagyu x Limousin Alexander et al., 2007 CattleQTLsdb 

7 116-123,5 ILSTS006 INRA053 Animaux issus de croisements Charolais–
Brahman x Rouge Belmont  Davis et al., 2008 CattleQTLsdb 

79,1-101,4 BMS2641 BL1134 Descendants  F2 issus de croisements 
Wagyu x Limousin  Alexander et al., 2007 CattleQTLsdb 

59,3-92,9 INRA071 CSSM46 Animaux issus de croisements Charolais–
Brahman x Rouge Belmont Davis et al., 2008 CattleQTLsdb 10 

59,98-77,81 RM888 CSRM60 Gutierrez-Gil et al., 
2008 CattleQTLsdb 

11 92,17-112,5 HUJV174 BMS607 

Animaux F2 issus de croisements 
d’animaux F1 Charolais x Holstein entre 
eux ou avec des animaux de race Holstein 
ou Charolais 

Gutierrez-Gil et al., 
2008 CattleQTLsdb 
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37,962-39,07 HEL1 BMS1782 
Descendants issus de croisements de 
taureaux Brahman-Hereford avec des 
vaches Bos taurus ou croisés Bos taurus 

Keele et al., 1999 
CattleQTLsdb 
Bovine QTLs 

Viewer 
15 

31,21-48,21 JAB1 BMS2684 

18 30,15-42,13 INRA121 HAUT14 

19 15,9-65,7 HEL10 CSSM65 

Animaux F2 issus de croisements 
d’animaux F1 Charolais x Holstein entre 
eux ou avec des animaux de race Holstein 
ou Charolais  

Gutierrez-Gil et al., 
2008 CattleQTLsdb 

20 52-75 BMS1719 BMS521 

Animaux issus de croisements d’un 
taureau Hereford x Brahman avec des 
vaches Bos taurus MARC III ou GPE 
Cycle IV   

Casas et al., 2003 
Bovine QTLs 

Viewer 
CattleQTLsdb 

25 31,59-53,37 BM737 INRA222 

Animaux F2 issus de croisements 
d’animaux F1 Charolais x Holstein entre 
eux ou avec des animaux de race Holstein 
ou Charolais 

Gutierrez-Gil et al., 
2008 CattleQTLsdb 

36,6-54,78 BMS2149 MNB141 Mêmes animaux que Casas et al., 1998  

42-52,41 BL1100 BMC6004 Mêmes animaux que Casas et al., 1998 et 
2000 

Casas et al., 2000, 
2003 

Bovine QTLs 
Viewer 

CattleQTLsdb 

29 

40,16-69,73 DIK94 MNB-101 

Animaux F2 issus de croisements 
d’animaux F1 Charolais x Holstein entre 
eux ou avec des animaux de race Holstein 
ou Charolais 

Gutierrez-Gil et al., 
2008 CattleQTLsdb 

 
 * Un seul marqueur est indiqué car le QTL correspond au locus du gène de la myostatine 
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Lines et al. (2009) ont confirmé la présence de ce QTL, par des mesures de compression et de 

force de cisaillement, dans les 10 premiers centimorgans du chromosome.  

 

− Chromosome bovin 4 : En utilisant le même panel d’animaux, Casas et al. (2001) ont 

permis d’identifier un autre QTL sur le chromosome 4 bovin. De plus, les auteurs ont pu 

établir une interaction entre ce QTL et le gène de la myostatine. Ainsi, un animal ayant reçu 

l’allèle de la myostatine inactive d’un animal MARC III présente une plus faible valeur de 

force de cisaillement qu’un animal ayant reçu cet allèle d’un animal Blanc Bleu Belge. Le 

phénomène inverse est observé lorsque l’allèle hérité est « actif ».  

 

− Chromosome bovin 5 : Pour compléter l’étude de Wheeler et al. (2001), d’autres 

QTLs ont été recherchés sur des animaux présentant une copie du gène de la myostatine 

inactivée. Différents QTLs ont ainsi été identifiés pour de nombreux caractères et notamment 

un QTL, pour le caractère de tendreté à 14 jours post-mortem, situé sur le chromosome 5 

(Casas et al., 2000). Une interaction a été mise en évidence entre ce locus et le gène de la 

myostatine situé sur le chromosome 2 : des animaux hétérozygotes pour le gène de la 

myostatine ayant une part d’Angus donnent une viande pour laquelle la force de cisaillement 

observée est plus élevée que lorsque la viande est issue d’animaux ayant un héritage de 

Piedmontaise. Par ailleurs, sur le chromosome 5, 4 SNPs, situés au niveau du locus NOL1 

(nucleolar antigen 1), ont été décrits comme étant associés à la force de cisaillement à 14 jours 

post-mortem ainsi qu’au gain moyen quotidien (Average daily gain, ADG) ou, dans une 

moindre mesure, au poids à l’abattage (Stone et al., 2005). Enfin, sur ce même chromosome 

5, un second QTL a été mis en évidence : il affecte aussi bien la tendreté globale que la 

fragmentation myofibrillaire. Ce dernier est localisé au début du chromosome (à 0 cM ; 

Alexander et al., 2007). 

 

− Chromosome bovin 7 : L’équipe de Drinkwater et al. (2006) a mis en évidence deux 

QTLs sur le chromosome 7 : un, dans lequel est retrouvé le gène de la calpastatine (CAST), 

l’inhibiteur des calpaïnes, et l’autre dans lequel est retrouvé le gène de la lysyl oxidase (LOX), 

protéine impliquée dans la formation du tissu conjonctif et plus précisément dans la formation 

des fibres de collagène et d’élastine. En 2008, Davis et al. ont également retrouvé un QTL 

pour la note de tendreté et la mesure de compression de la viande mais ici il s’agit uniquement 

du QTL dans lequel le gène de la calpastatine est localisé. 
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− Chromosome bovin 10 : La première étude relatant l’existence sur ce chromosome 

d’un QTL affectant la force de cisaillement est celle d’Alexander et al. (2007). Par la suite, 

Davis et al. (2008) ont également trouvé un QTL pour la compression sur ce chromosome 

mais à une position différente. Enfin, Gutiérrez-Gil et al. (2008) ont mis en évidence 

différents QTLs dont un qui affecte la texture de la viande grillée, et situé à une position 

intermédiaire entre les deux précédents. Il est à noter que l’allèle Charolais montre un bon 

effet de dominance (d= -0,37, P < 0,001).  

 

− Chromosome bovin 11 : Gutiérrez-Gil et al. (2008) ont mis en évidence deux QTLs 

sur ce chromosome dont un affecte la dureté de la viande cuite. Pour ce QTL, l’allèle 

Charolais montre, ici aussi, un bon effet de dominance (d= -0,39, P < 0,001).   

 

− Chromosome bovin 15 : Keele et al. (1999) ont détecté un QTL localisé sur le 

chromosome 15 dont l’effet sur la force de cisaillement, mesuré à 14 jours après abattage, 

n’est observé que sur un des quatre groupes d’animaux utilisés pour l’étude. L’hypothèse 

émise par les auteurs pour expliquer l’absence de détection dans les autres groupes serait liée 

à l’influence de facteurs environnementaux non identifiés « masquant » l’effet du QTL. Casas 

et al. (2003), sans négliger cette explication, supposent que ce QTL serait un « faux positif ». 

Plus récemment, Guitiérrez-Gil et al. (2008) décrivent la présence d’un QTL dans cette même 

région qui affecte l’indice de fragmentation des myofibrilles. Cette mesure reflète la 

dégradation des myofibrilles par protéolyse et les fortes valeurs correspondent à  une viande 

plus tendre. Dans cette étude, les plus fortes valeurs sont associées avec l’allèle Charolais. 

L’allèle Holstein présente, quant à lui, un effet de dominance. Par ailleurs, la comparaison des 

cartes de liaison des chromosomes BTA15 et humain 11 a permis d’identifier 4 gènes 

candidats dans le QTL à savoir le gène codant le facteur de transcription MYOD1, le gène de 

régulation du taux de calcium intracellulaire CALCA, le gène de l’adénylate cyclase ADCY2 et 

enfin, le gène du transporteur du glucose-6-phosphate G6PT1 (Rexroad III et al., 2001). 

 

− Chromosomes bovins 18 et 19 : Sur ces deux chromosomes ont été localisés deux 

QTLs pour l’indice de fragmentation des myofibrilles. Dans un cas (BTA 18), l’allèle 

Holstein est associé avec les plus fortes valeurs du caractère et possède un effet de 

dominance. Dans l’autre cas (BTA 19), c’est l’allèle Charolais qui présente un effet favorable. 
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− Chromosome bovin 25 : Comme dans le cas du QTL situé sur le chromosome 10, le 

QTL identifié affecte la texture de la viande grillée. L’étude de Guitiérrez-Gil et al. (2008) a 

aussi décelé un très faible effet de l’allèle Charolais (a = -0,01) et une dominance de l’allèle 

Holstein. 

 

− Chromosomes bovins 20 et 29 : L’étude de Casas et al. (2000) a permis de définir 

un QTL putatif pour la force de cisaillement à 3 et 14 jours post-mortem sur le chromosome 

29. Dans une étude publiée en 2003, ces auteurs ne confirment pas son existence alors qu’ils 

détectent dans la même région un QTL pour la force de cisaillement mesurée à 14 jours post-

mortem. Ces mêmes auteurs ont également rapporté la présence sur le chromosome 20 d’un 

QTL qui affecte la force de cisaillement mesurée à 3 et 14 jours post-mortem. Il est à noter 

que le gène de la µ-calpaïne (CAPN1), qui code une protéase qui serait impliquée dans la 

maturation du muscle en viande et sur lequel je reviendrai ultérieurement, est situé dans la 

région portant le QTL détecté sur le chromosome 29. De plus, ce gène est  localisé près du pic 

maximum de probabilité de présence du QTL récemment détecté par Guitiérrez-Gil et al. 

(2008), pour la mesure de la dureté et de la texture de la viande grillée. Il est situé dans la 

partie distale du chromosome. 

 

 Enfin, un dernier QTL a été trouvé sur le chromosome 8 et affecte l’adhérence qui est  

une mesure de la facilité avec laquelle le muscle peut être séparé, reflétant ainsi la dureté du 

tissu conjonctif et donc, du réseau de collagène (Davis et al., 2008).  

 

En résumé, comme l’ont souligné Davis et al. en 2008, la plupart des QTLs mis en 

évidence dans une étude, ne sont pas retrouvés dans d’autres. Plus d’une trentaine d’études 

ont ainsi été menées pour localiser des QTLs influençant les caractéristiques sensorielles des 

viandes. Parmi ces études, près d’une dizaine ont permis l’identification de 18 QTLs répartis 

sur 12 chromosomes bovins. Dans ces études, le nombre d’animaux testés, le type de mesure 

ainsi que les races diffèrent. Ainsi, en moyenne, environ 430 animaux d’âges et de sexes 

différents (veaux, génisses, bouvillons ou encore bœufs) ont été utilisés. Les mesures de 

tendreté ont été réalisées, le plus fréquemment par force de cisaillement avec cependant des 

méthodologies qui peuvent différer selon les auteurs. De plus, dans certaines études (Davis et 

al., 2008 ; Gutierrez-Gil et al., 2008), la tendreté a été estimée par jury de dégustation, force 

de compression ou encore par mesure de l’adhérence du tissu conjonctif. Dans la majorité des 
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cas, le muscle testé est le longissimus dorsi. Enfin, bien que la méthode de détermination des 

QTLs repose sur la statistique F, le seuil de significativité diffère selon les auteurs ce qui 

pourrait expliquer l’absence de recouvrement entre ces études. Tout ceci tendrait à montrer 

qu’il existe un grand nombre de QTLs pour un caractère donné (Mayo, 2004). 

 

IV.3 Gènes candidats 

Les scientifiques, parallèlement ou suite à l’identification de QTLs, ont également 

recherché des gènes impliqués dans le phénomène de tendreté et dont le fonctionnement 

pourrait expliquer une part de la variabilité observée. Ainsi, chez le bovin, différents gènes 

candidats ont été mis en évidence. Les paragraphes qui suivent décrivent certains de ces gènes 

identifiés soit par l’étude de leur polymorphisme soit par des approches différentielles de type 

transcriptomique ou protéomique. Soulignons, dès à présent que parmi les gènes cités, 

nombreux sont ceux qui ne sont pas localisés dans des régions portant des QTLs. Ceci illustre 

les limites de détection par cette approche et incite à mettre en œuvre des démarches 

complémentaires. Dans la mesure du possible, pour chaque cas traité, un complément 

d’information concernant les gènes chez d’autres espèces d’intérêt agronomique, dont les 

espèces ovine et porcine, sera apporté. 

 
− L’Acyl-Coenzyme A Deshydrogenase (ACAD), membre 8 : le gène ACAD8 code 

une protéine appartenant à une famille de flavoenzymes mitochondriales impliquées dans le 

catabolisme des acides gras et de certains acides aminés. Le huitième membre intervient dans 

le catabolisme de la valine. Un SNP a été identifié dans la partie 3’-UTR en position 13408. Il 

s’agit d’une substitution qui permet l’apparition d’un nouveau site de restriction Hinf I. Trois 

génotypes ont ainsi été définis et l’analyse d’association a permis de montrer un effet 

important de ce SNP sur le gain de poids journalier et la tendreté. L’allèle favorable est 

l’allèle G et les animaux homozygotes GG possèdent une viande plus tendre. Il convient 

toutefois de rester prudent car bien que les auteurs indiquent le nombre et les races des 

animaux testés (178 provenant de 5 races Luxi, Angus, Hereford, Quinchuan et croisés 

Simmental x Mengollian), ils ne donnent aucune indication sur le type de mesure réalisé pour 

le caractère de tendreté ni sur le (ou les) muscle(s) testé(s) (Li et al., 2007b). Notons 

cependant que ce gène est localisé sur le chromosome 15, chromosome sur lequel a été 

identifié, dans plusieurs études, un QTL pour la tendreté (Keele et al., 1999 ; Gutierrez-Gil et 

al., 2008). Cependant, la région chromosomique définie n’inclut pas ce gène. Il est possible 
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que lors de la recherche du QTL sur ce chromosome, le seuil de détection dans cette région 

n’ait pas été suffisant pour l’inclure dans le QTL (Li et al., 2007b).  

Les génomes du porc et du mouton étant en cours de séquençage et d’assemblage, 

l’identification du gène ACAD8 n’a pas, pour l’heure, pu être réalisée.  

 

− L’Homogentisate 1, 2 Dioxygenase (HGD) : le gène HGD code une des 6 enzymes 

impliquées dans le catabolisme des acides aminés aromatiques phénylalanine et tyrosine. 

Neuf polymorphismes de type RFLP ont été identifiés dans 224 bœufs de race rouge Chinoise 

(Zhou et al., 2010). Parmi eux, un polymorphisme (G/A) a été localisé dans le codon stop et 4 

autres sont retrouvés aux positions 11205 (A11205G), 29858 (G29858A), 34232 (C34232G) 

et 42332 (C42332T), respectivement. Ces 4 polymorphismes provoquent un changement 

d’acide aminé (N/S, R/H, T/S et L/V). Ils ont tous été associés de façon significative à la force 

de cisaillement. Ainsi, pour le polymorphisme A11205G, l’allèle G et le génotype 

homozygote GG sont considérés comme favorables et sont associés à une meilleure tendreté. 

Pour les polymorphismes G29858A, C34232G et C42332T, l’allèle G et le  génotype GA, 

l’allèle C et le génotype CC et l’allèle T et le génotype TT sont considérés comme favorables 

car associés à de plus faibles valeurs de force de cisaillement, respectivement. Enfin pour le 

polymorphisme situé dans le codon stop, l’allèle favorable G et le génotype GG sont associés 

à la tendreté. Il convient toutefois de rester prudent car, bien que les auteurs indiquent le 

nombre et la race des animaux testés, aucune indication précise n’a été fourni sur le (ou les) 

muscle(s) testé(s) ni sur la durée de maturation qu’il a (ou qu’ils ont) subi avant la mesure de 

la force de cisaillement réalisée. 

 Chez le porc, le gène HGD est localisé sur le plus grand chromosome acrocentrique, le 

chromosome 13. Sur ce dernier, un grand nombre de QTLs ont été identifiés dont certains 

sont associés aux caractères de qualité de la viande. Un de ces QTLs est associé au caractère 

de force de cisaillement de la viande (Yu et al., 1999 ; Malek et al., 2001 ; De Koning et al., 

2001 ; Yue et al., 2003). Chez le mouton, ce gène n’a pas encore été identifié. 

 

− La Leptine : la leptine est une hormone peptidique impliquée notamment dans la 

régulation des réserves lipidiques de l’organisme, du dépôt de gras ou encore de l’ingestion de 

nourriture (Buchanan et al., 2002 ; Geary et al., 2003 ; Lagonigro et al., 2003). Comme la 

teneur en lipides dans la viande est un élément influençant la tendreté, il n’est pas étonnant de 

retrouver le gène de la leptine associé au phénomène d’attendrissage des viandes. Le gène de 



______________________________________________________________________ Exposé bibliographique _____________ 
 

38 

la leptine (LEP) est constitué d’un intron et de deux exons. La partie 5’-UTR est, par ailleurs, 

très importante. A ce jour, plus d’une cinquantaine de polymorphismes de type SNP ont été 

identifiés. Parmi ces SNPs, cinq ont été utilisés dans l’étude de Schenkel et al. (2005) pour 

évaluer leurs associations possibles avec des critères de qualité de la viande sur des animaux 

Bos taurus croisés entre plusieurs races (Angus, Charolais, Limousin et Simmental). Trois 

SNPs sont situés dans la région promotrice et deux dans l’exon 2 du gène (E2JW et E2FB). 

Une interaction significative entre ces deux derniers a été retrouvée et les résultats montrent 

une association entre ces deux polymorphismes et la tendreté dans le muscle longissimus 

thoracis à 2, 7, 14 et 21 jours post-mortem. En revanche, aucune association n’a pu être 

établie dans le muscle semitendinosus. Dans cette étude, les génotypes E2JW.E2FB les plus 

défavorables ont été déterminés comme étant AT.TT, les plus favorables AT.CT. Pour E2JW, 

l’allèle A semble être favorable (l’allèle T étant relativement rare, autour des 4%) mais aucun 

avantage ne se dégage vraiment pour l’un ou l’autre des allèles du marqueur E2FB (les 

différences des allèles C – T varient de +0,24 pour la force de cisaillement à 2 jours post-

mortem à -0,15 pour la force de cisaillement à 14 jours post-mortem). Il faut également noter 

que ce gène, localisé sur le chromosome bovin 4, n’est pas inclus dans la région comportant 

un QTL pour la tendreté. 

Chez les ovins, le gène de la leptine serait impliqué dans le contrôle de la prise de 

nourriture des brebis (Henry et al, 1999 ; Blache et al, 2000 ; Morrison et al, 2001), mais 

aucune étude de son effet sur les qualités de la viande n’a été réalisée à ce jour. Cependant, la 

mise en évidence de polymorphismes ouvre la voie à des recherches sur ce caractère et plus 

généralement sur les qualités de la viande (Zhou et al., 2009a).  

Chez le porc, le gène de la leptine est situé sur le chromosome 18. Comme chez les 

ovins, l’influence de ce gène sur la prise de nourriture a été rapportée (de Oliveira Peixoto et 

al., 2006 ; Kennes et al., 2001), mais aucune étude n’a encore été entreprise pour étudier son 

effet sur le caractère de tendreté. 

 

− L’Hormone de croissance : l’hormone de croissance (GH) est une hormone 

peptidique qui intervient, entre autre, dans la croissance des cellules chez les vertébrés. Chez 

le bovin, le polymorphisme provoquant la substitution d’une leucine par une valine en 

position 146 de la séquence peptidique semble affecter la composition des carcasses (dépôt de 

gras) ainsi que la qualité du lait (Falaki et al., 1996 ; Taylor et al., 1998 ; Barendse et al., 

2006). L’étude de Di Stasio et al. (2002) n’a pas montré d’effet des variants alléliques de ce 

gène sur les différents critères évalués et liés aux caractères de production de la viande. En 
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2003, cette même équipe a mis en évidence une association entre un polymorphisme de type 

RFLP situé dans l’intron 3, et le caractère de tendreté, à 11 jours post-mortem en race 

Piémontaise, l’allèle favorable étant l’allèle C (l’effet de substitution et de dominance sont 

respectivement de α = -0,65 kg, p = 0,05 et d = -1,084 kg, p = 0,02). En revanche, l’étude de 

Costello et al. (2007), utilisant ce même polymorphisme, n’a pas montré d’association avec la 

tendreté. Ceci est peut-être dû au fait que, dans cette étude, la fréquence allélique de l’autre 

allèle est faible (9,9%). 

Chez le porc, l’hormone de croissance influence la croissance des cellules somatiques 

et diminue le dépôt de gras (Etherton, 2000). Son administration induit une hypertrophie 

musculaire ou encore un changement de la distribution du type de fibres musculaires 

(Beermann et al., 1990 ; Ono et al., 1995). Nielsen et Larsen (1991) ont montré que des 

polymorphismes de type RFLP dans le gène GH étaient associés à des variations de la 

concentration sanguine de l’hormone. Knorr et al. (1997) ont noté quant à eux une association 

entre ces variants et le taux de gras.  

Chez le mouton, une relation entre la sécrétion de GH et la composition de la carcasse 

a été établie entre les animaux présentant une hyperplasie du tissu adipeux dans la région 

postérieure (stéatopyges) (Carter et al., 1989). L’injection de l’hormone GH chez des brebis 

gestantes augmente la croissance du fœtus (de Boo et al., 2008). A la différence des bovins et 

des porcins, le gène ovin GH présente un polymorphisme du nombre de copies du gène. Il 

existe deux « allèles » à ce locus : l’allèle GH1 avec une seule copie du gène et l’allèle GH2 

avec deux copies (GH2-N et GH2-Z) (Valinsky et al., 1990 ; Gootwine et al., 1993). Selon le 

génotype des animaux, une amélioration de la production de lait dans la race de la région de la 

Montagne de l’Etoile (Serra da Estrela) a été observée (Marques et al., 2006). Cependant, 

chez cette espèce, comme chez le porc, aucune étude n’a été menée pour vérifier l’impact de 

ce gène sur la tendreté. 

 

− La Myostatine : la myostatine, autre désignation du produit du gène GDF8 qui code 

le facteur de différenciation 8 (« growth differentiation factor 8 »), joue un rôle clé dans la 

régulation du développement musculaire. Elle inhibe la prolifération et la différenciation des 

myoblastes, notamment dans les muscles squelettiques lors du développement embryonnaire. 

Chez le bovin, ce gène est localisé sur le chromosome 2, à 4,8 cM de l’extrémité 

centromérique, et dans la région portant le QTL détecté pour le caractère de tendreté. 

Plusieurs mutations décrites dans le gène de la myostatine conduisent à des protéines non 

fonctionnelles et provoquent un phénotype hypermusclé (caractère culard bien connu des 
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éleveurs). Les animaux hypermusclés de la race Blanc Bleu Belge portent une délétion de 11 

paires de bases, (Grobet et al., 1997 ; Kambadur et al., 1997 ; McPherron et Lee, 1997 ; 

Bellinge et al., 2005). Ils présentent une augmentation de près de 20% de la masse musculaire 

(Grobet et al., 1997). La délétion de 11 paires de bases au niveau de la base 821 (ou « del 

11 ») conduit à la production d’une protéine tronquée non fonctionnelle du fait de l’apparition 

prématurée d’un codon stop. En général, les animaux hypermusclés sont considérés comme 

donnant une viande plus tendre, aussi bien cuite que crue, en raison notamment d’une 

diminution du taux de collagène total (Ngapo et al., 2002), cependant cette viande contient 

également moins de gras. Dans la race Limousine, un variant du gène myostatine a été mis en 

évidence mais les animaux présentent des phénotypes moins « sévères » que pour la mutation 

« del 11 ». Cette mutation correspond au remplacement d’une cytosine par une adénosine en 

position 282 dans l’exon 1 et conduit à la substitution d’une leucine par une phénylalanine en 

position 94 de la protéine (F94L ; Sellick et al., 2007). Les animaux homozygotes pour cette 

mutation présentent une diminution de 15,4% du pic de force par rapport à des animaux non 

mutés et une différence de 9,8% dans la dureté de compression pour une viande ayant maturé 

pendant 26 jours, quelque soit l’âge des animaux (Lines et al., 2009). Par ailleurs, cette 

mutation provoque une hyperplasie plutôt qu’une hypertrophie, contrairement à la mutation 

« del 11 » qui présente les 2 modifications; la teneur en collagène et le diamètre de la 

myofibrille ne contribuent pas aux variations observées. Dans l’étude de Wiener et al. (2009), 

un animal de race South Devon homozygote pour la mutation « del 11 » présente une 

augmentation de la force de cisaillement bien que cela ne soit pas statistiquement significatif. 

De même, les études de Casas et al. (1998), Oliván et al. (2004) et Gill et al. (2009) n’ont 

trouvé aucune association entre la tendreté et le génotype. Ces résultats sont en contradiction 

avec ceux de Wheeler et al. (2001) qui indiquent que la viande d’animaux croisés de race 

Piémontaise, porteurs d’une copie du gène myostatine muté de façon ponctuelle, est plus 

tendre que celle d’animaux « sauvages ». 

 Chez le porc, différents SNPs ont été mis en évidence pour le gène GDF8 (Stratil et 

Kopecny, 1999 ; Cieślak et al., 2003 ; Yu et al., 2007 ; Stinckens et al., 2008). Guimaraes et 

al. (2007) ont établi plusieurs corrélations entre le niveau de transcrits du gène de la 

myostatine et des caractéristiques de croissance ou de qualité de la viande. Par exemple, des 

corrélations de 0,13 et -0,36 ont été déterminées pour la tendreté et le persillé. 

 Chez le mouton Texel, un QTL affectant les caractéristiques de conformation 

musculaire de la carcasse a été mis en évidence (Laville et al., 2004 ; Walling et al., 2004 ; 

Johnson et al., 2005a, b). Ce QTL est localisé dans une région qui comporte le gène GDF8. 



______________________________________________________________________ Exposé bibliographique _____________ 
 

41 

La mutation la plus remarquable est la substitution G en A localisée dans la région 3’-UTR en 

position 6723. Cette transition génère un site cible pour 2 micro-ARNs (mir1 et mir206) qui 

vont inhiber la traduction de la myostatine (Clop et al., 2006). En diminuant la quantité de 

protéine, ces 2 micro-ARNs provoquent un développement musculaire plus important pour la 

race Texel. 

 Chez le poulet et la chèvre, différents SNPs ont été identifiés (Gu et al., 2002 ; Li et 

al., 2006). Chez le poulet, 3 SNPs sont localisés dans la région 5’ en positions 304, 322 et 334 

(G304A, A322G et C334T) et deux autres  dans la partie 3’ en positions 6935 et 7263 

(A7263T et A6935G). Dans l’étude de Li et al. (2006), à partir de 17 races locales chinoises 

caprines, 8 SNPs ont été identifiés ; un seul étant situé dans l’exon 2, les autres étant 

positionnés dans l’exon 3. Leurs effets sur la tendreté n’ont pas encore été mesurés. 

 

− La Lysyl oxidase : Un brevet a été déposé sur des marqueurs génétiques pour le 

caractère de tendreté (Barendse, 2002). L’un de ces marqueurs correspond à un 

polymorphisme du gène LOX. Ce gène est situé sur le chromosome bovin 7, dans une région 

flanquant un QTL pour la tendreté (Drinkwater et al., 2006). La lysyl oxidase est une enzyme 

qui intervient dans la formation de ponts entre les fibres de collagène du tissu conjonctif. Le 

tissu conjonctif est un élément intervenant dans la détermination de la tendreté, il est logique 

de penser que toute mutation modifiant l’activité de cette protéine aura pour conséquence de 

modifier également le nombre de liaisons entre les fibres et influencera ainsi les 

caractéristiques de la viande. Plus il y aura de liaisons formées entre les fibres, plus la viande 

sera dure. Dans le brevet, l’auteur relate une association entre un polymorphisme de type 

RFLP, détecté à l’aide de l’endonucléase HinfI, et la tendreté (via les mesures de l’adhésion et 

de la compression du muscle semitendinosus). Cependant, ceci n’a jamais été, depuis, 

confirmé par d’autres études.  

Chez le mouton comme chez le porc, ce gène n’a pas encore été localisé de manière 

précise.  

 

− La Calpastatine : le gène CAST code la calpastatine qui est l’inhibiteur des  

calpaïnes, protéines impliquées dans la maturation post-mortem du muscle en viande. Des 

marqueurs génétiques de ce gène sont intégrés dans le brevet déposé par Barendse (2002). Le 

gène CAST est localisé sur le chromosome 7 bovin (Bishop et al., 1993 ; Gu et al., 2000), 

dans la région où a été défini un QTL pour la tendreté (Drinkwater et al., 2006). Chez le 
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bovin, ce gène est constitué de 35 exons répartis sur environ 135 kbp. Initialement, différents 

polymorphismes de type RFLP ont été identifiés mais aucune association avec la tendreté 

n’avait été établie (Bishop et al., 1993 ; Lonergan et al., 1995). Par la suite, des 

polymorphismes de type SNP ont été identifiés. Un SNP, situé en position 2959 dans la 

région 3’-UTR et provoque la transition d’une guanidine en adénine. L’allèle T et le génotype 

homozygote TT sont considérés comme favorables et ils sont associés à une meilleure 

tendreté aussi bien chez les animaux Bos taurus et Bos indicus ou les animaux croisés (Casas 

et al., 2006 ; Morris et al. 2006 ; Schenkel et al., 2006 ; Smith et al., 2009).  

Il faut également noter que ce SNP est inclus dans un test commercial GeneSTAR® 

Tenderness, appelé aujourd’hui GeneSTAR® MPV, qui a fait l’objet d’une validation (Van 

Eenennaam et al., 2007). Le test GeneSTAR® MPV est le premier test commercial disponible 

pour l’industrie de la viande bovine. Ce test utilise 4 marqueurs d’ADN indépendants dans 

leurs effets mais cumulatifs pour leur effet global sur la tendreté.  

Dans l’étude de Corva et al. (2007), un polymorphisme de type RFLP a été identifié dans la 

partie 3’-UTR du gène. Il ne semble pas associé à la tendreté chez des animaux Bos taurus. 

Selon les auteurs, ceci pourrait être dû au manque de déséquilibre de liaison entre le marqueur 

et une éventuelle mutation causale, ou bien au fait que la mesure de tendreté ait été réalisée 

sur des muscles n’ayant pas (ou peu) subi de maturation post-mortem.  

Chez le porc, le gène CAST est situé sur le bras long du chromosome 2, dans une 

région où Rohrer et al. (2006) ont mis en évidence la présence de deux QTLs pour la force de 

cisaillement (« slice shear force ») et la réflectance de la couleur verte dans une population 

Duroc-Landrace. Meyers et al. (2007) ont ensuite identifié deux QTLs sur ce même 

chromosome, pour la force de cisaillement et la tendreté notée par un panel de dégustation, 

dans une population Berkshire-Duroc. Un de ces deux QTLs est localisé à la même position 

que le gène CAST. Comme chez le bovin, différents marqueurs de type SNP ont également 

permis de mettre en évidence une association avec la tendreté et ce, dans différentes races 

(Ciobanu et al., 2004 ; Meyers et al., 2007 ; Lindholm-Perry et al., 2009).  

En revanche, chez le mouton, bien que ce gène présente également un polymorphisme 

(notamment avec une mutation non-synonyme changeant l’acide aminé Q en L, Zhou et al., 

2007b), aucune association avec la tendreté n’a été rapportée (Zhou et al., 2008b ; 

Bickerstaffe et al., 2008). 
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− Les Calpaïnes : les calpaïnes sont des protéases calcium-dépendant impliquées dans 

la maturation post-mortem du muscle en viande. Trois calpaïnes ont été identifiées chez le 

bovin, la micro-calpaïne (µ-calpaïne), la milli-calpaïne (m-calpaïne) et p94 (calpaïne 3  ou 

calpaïne spécifique du muscle). Elles sont codées respectivement par les gènes CAPN1, 

CAPN2 et CAPN3.  

Calpaïne 1 : Le premier gène, CAPN1, est localisé sur le chromosome bovin 29 sur lequel a 

été détecté un QTL pour la tendreté (Smith et al., 2000). A ce jour, il existe plus de 100 SNPs 

référencés pour ce gène. Deux d’entre eux provoquent un changement d’acide aminé : l’un 

dans l’exon 14 qui entraîne la substitution d’un résidu Alanine par une Glycine en position 

316, et l’autre dans l’exon 9, qui correspond au remplacement d’une Valine par une 

Isoleucine en position 530. Ces 2 SNPs ont été associés à une diminution de la force de 

cisaillement chez des animaux Bos taurus et croisés à 14 jours post-mortem (Page et al., 2002, 

2004) et sur des muscles n’ayant pas ou peu subi de maturation (Corva et al., 2007). Par 

contre, Casas et al. (2005) ont montré que chez les animaux Bos indicus, les marqueurs 316 et 

530 ne sont pas en ségrégation (seuls des individus homozygotes ont été retrouvés dans la 

population testée). De plus, dans l’étude de White et al. (2005), aucune association avec la 

tendreté n’a été retrouvée pour le marqueur 530 sur des animaux Bos taurus, Bos indicus ou 

croisés provenant du cycle 8 du Germplam Evaluation (GPE). Ces deux SNPs ne semblent 

donc pas constituer de bons marqueurs pour des animaux Bos indicus. Ceci est en 

contradiction avec l’étude de Morris et al. (2006) qui a montré que le marqueur 530 était 

associé à la tendreté chez des animaux Bos taurus, Bos indicus ou croisés. Enfin l’étude plus 

récente de Costello et al. (2007), menée sur des animaux irlandais âgés de 22 à 28 mois, a 

montré qu’il existait une association entre les génotypes du marqueur 530 et la tendreté à 14 

jours post-mortem mais aucune association n’a été trouvée avec le marqueur 316. En résumé, 

l’ensemble de ces études a permis de définir l’allèle C du marqueur 530 comme étant l’allèle 

favorable aussi bien pour les animaux Bos taurus que pour des animaux Bos indicus.  

L’un des objectifs de l’étude de White et al. (2005) était de trouver de nouveaux marqueurs 

pour des animaux Bos indicus (Brahman) et si possible pour des animaux Bos taurus. Ainsi, 3 

polymorphismes de type SNP ont été identifiés mais 2 d’entre eux ne sont pas polymorphes 

chez des animaux Bos taurus. En revanche, le marqueur 4751 est associé à la tendreté à 14 

jours post-mortem aussi bien chez des animaux Bos taurus que des animaux Bos indicus et 

même pour des individus croisés. Le génotype favorable est CT avec l’allèle favorable C pour 

le caractère de tendreté. De même, ce marqueur semble avoir un effet favorable sur la tendreté 

(également mesurée à 14 jours post-mortem) chez des animaux de la race rustique brésilienne 
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Nellore (Bos indicus) ou croisés Bos taurus (Curi et al., 2009). L’étude de Smith et al. (2009) 

a montré que chez les animaux Brahman, le marqueur 316 est associé à la force de 

cisaillement à 14 jours mais pas à 7 jours. Le marqueur 4751 est, quant à lui, faiblement 

associé à la tendreté à 7 et 14 jours post-mortem. Ces deux marqueurs 316 et 4751 sont 

utilisés dans les tests IgenityTenderGENE® et GeneSTAR® MPV qui sont aujourd’hui 

commercialisés et proposés pour identifier les animaux susceptibles de produire les viandes 

les plus tendres. 

Chez le porc, CAPN1 présente du polymorphisme mais aucune association avec la 

tendreté n’a été déterminée (Yang et al., 2007, 2008 abstracts). 

 

Casas et al. (2006) ont évalué l’effet des deux loci CAST et CAPN1 sur la tendreté de 

la viande à 14 jours post-mortem, en se basant sur le marqueur 4751 pour CAPN1 et sur un 

polymorphisme situé en position 2959 dans la région 3’-UTR du gène CAST. Sur les animaux 

du cycle 8 du GPE, il a été conclu que les animaux possédant le génotype CC du gène CAST 

produisaient une viande moins dure quand ils héritaient également du génotype CC de gène 

CAPN1. Barendse et al. (2007) ont cherché à déterminer quelle était l’interaction d’un gène 

sur l’autre, c’est-à-dire leur relation d’épistasie. Dans cette étude, ces auteurs ont également 

recherché les mutations causales sur la tendreté de la viande. Il apparaît que le SNP 

CAST:c.155C>T (transition de la base C en T en position155), qui modifie l’acide aminé 

proline 52 en leucine, présente la plus forte association avec la tendreté. Pour le gène CAPN1, 

aucun des différents SNPs identifiés ne se démarque par un effet particulier sur la tendreté. 

Les différents génotypes observés des gènes CAST et CAPN1 montrent une forte épistasie 

pour les quatre races testées avec majoritairement des effets de type additif x dominant (70% 

des composants sont ad + da) signifiant que l’effet dominant à un locus (c’est-à-dire 

l’interaction entre les allèles d’un même locus) est modifié par l’effet additif à l’autre locus. 

 

Calpaïne 2 : Le gène CAPN2 est constitué de 19 exons. Un polymorphisme de type RFLP a 

été trouvé dans la séquence codant la région régulatrice de la protéine. Ce polymorphisme a 

permis de définir 3 génotypes (AA, AB et BB). Cependant les seules études menées pour 

évaluer l’effet de ce polymorphisme sur la tendreté n’ont révélé aucune association (Zhang et 

al. 1996 ; Costello et al., 2007). 

 

Calpaïne 3 : Le gène CAPN3 est situé sur le chromosome 10 dans la région où un QTL pour 

la tendreté a été détecté. Le but de l’étude de Barendse et al. (2008) était de découvrir des 
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polymorphismes dans ce gène et d’évaluer leurs effets sur la tendreté dans différentes races. 

Parmi les différents SNPs trouvés, 3 ont été analysés pour leur effet sur la tendreté et une 

association significative a été déterminée dans les races Brahman et Belmont rouge mais pas 

dans la race Santa Gertrudis. Ainsi, le génotype GG du SNP c.1538+225G>T présente l’effet 

le plus important pour ce caractère avec un effet additif de a = -0,147 kg (Pa = 0,026) et un 

effet de substitution de α = 0,169 kg (Pα = 0,003) pour la race Brahman. 

Chez le mouton, le gène CAPN3 est polymorphe (Zhou et al., 2007a) et une 

association a été décrite entre l’un des SNPs et le poids à la naissance (Chung et al., 2007). En 

revanche, aucune association n’a pu être déterminée avec la tendreté (Zhou et al., 2009b). 

Ceci est peut-être dû au fait que seuls 3 SNPs, situés dans l’exon 10, ont été utilisés pour 

l’étude. 

Chez le porc, des polymorphismes dans le gène CAPN3 ont été identifiés mais aucune 

étude n’a été menée pour analyser leur effet sur la tendreté (Larsen et al., 1998). 

 
En résumé, près d’une dizaine de gènes ont été identifiés comme impliqués dans le 

phénomène de tendreté. Ces gènes ont été mis en évidence par l’étude de leur polymorphisme 

de type RFLP ou SNP. Cependant, du fait du faible nombre d’études menées sur ces gènes 

candidats, très peu ont permis l’élaboration d’outils permettant une sélection des animaux qui 

donneraient la viande la plus tendre. Ainsi, parmi les gènes candidats et les marqueurs qui ont 

été identifiés, seuls 3 ont fait l’objet d’un dépôt de brevet (DNAJA1, CAST, LOX) et trois ont 

permis le développement de deux outils commerciaux pour les professionnels de la filière 

secteur anglo-saxone, les tests multi-marqueurs GeneSTAR® MPV et IgenityTenderGENE®. 

Il reste donc un important travail à mener pour essayer de mieux comprendre les mécanismes 

mis en jeu lors de l’attendrissage et ainsi définir de nouveaux gènes candidats et de nouveaux 

marqueurs qui serviront à la sélection. 

 

En parallèle de l’identification de marqueurs génétiques, un important effort est réalisé 

sur l’identification de marqueurs dits biologiques. Un marqueur biologique est une 

caractéristique de l’expression d’un gène, observée au niveau des transcrits ou des protéines et 

associée à une particularité du phénotype. L’identification de marqueurs biologiques passe 

donc par l’étude des ARN messagers ou transcrits (transcriptome) et des protéines (protéome) 

d’un tissu ou d’une cellule et qui dans notre cas correspond au tissu musculaire. Finalement, 

le développement de ces analyses de transcriptomique ou de protéomique constitue une 

démarche de criblage afin de repérer les gènes influençant la mise en place des phénotypes 
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d’intérêt pour les producteurs ou les consommateurs. L’analyse du transcriptome se révèle 

être une approche intéressante dans l’identification de gènes potentiellement impliqués dans 

l’attendrissage des viandes. En effet, elle permet d’observer non pas un seul gène mais 

d’évaluer de manière globale l’ensemble des transcrits qui pourraient être différentiellement 

exprimés dans des muscles de tendreté différente. Cette approche peut non seulement révéler 

un ou plusieurs gènes d’intérêt mais elle conduit également à dégager des mécanismes ou des 

voies métaboliques qui seraient impliqués, permettant une meilleure compréhension du 

phénomène. Il est tout de même important de souligner qu’une étude transcriptionnelle ne 

reflète pas obligatoirement l’expression au niveau protéique. Les deux démarches sont donc 

généralement complémentaires. Pour le caractère de tendreté de la viande, au moins deux 

études ont été menées en suivant ce type de démarche. 

 

− L'Homologue à DnaJ (Hsp40), sous-famille A, membre 1 : Bernard et al. (2007) 

ont cherché à identifier de nouveaux marqueurs moléculaires pour les qualités sensorielles de 

la viande (jutosité, tendreté et flaveur). Ainsi, par l’analyse transcriptomique du muscle 

longissimus thoracis de taurillons Charolais, 42 gènes se sont révélés être différentiellement 

exprimés pour ces 3 qualités. Parmi ces gènes, 9 sont sous-exprimés ; le gène DNAJA1 est 

considéré comme particulièrement intéressant car une forte corrélation négative entre son 

niveau d’expression et la tendreté a été observée (r = -0,66). Ce résultat a fait l’objet d’un 

dépôt de brevet (Bernard et al. 2007 ; Patent Application PCT/EP2007/059585). Cependant, 

cette observation est à confirmer car la corrélation relevée a été déterminée en étudiant  un 

petit nombre d’animaux (14 animaux) et la situation mérite donc d’être examinée sur un 

nombre plus important d’animaux, dans différentes races, ainsi que sur d’autres muscles. La 

protéine codée par le gène DNAJA1 appartient à la famille des protéines de choc thermique de 

40 kDa ou Hsp40. C’est une protéine chaperonne qui, associée à la protéine de choc 

thermique de 70 kDa (Hsp70), permet d’inhiber l’apoptose, mécanisme qui semble intervenir 

lors de la maturation post-mortem du muscle en viande (Herrera-Mendez et al., 2006). 

A l’instar du gène ACAD8, le gène DNAJA1 n’a pas encore été identifié chez le mouton ou le 

porc bien que dans cette dernière espèce, d’autres membres de la famille des Hsp40 aient été 

identifiés. 

 

Une autre étude (Kee et al., 2008) a été menée sur 10 animaux de race Hanwoo (Bos 

taurus). Ces auteurs ont montré que le niveau d’expression de 70 gènes (sur 7991 testés) était 

corrélé avec la force de cisaillement. Une analyse de ces gènes a ensuite été entreprise et a 
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permis de les regrouper selon leur fonction. Ainsi, par exemple, certains gènes sont impliqués 

dans le métabolisme des protéines ou encore dans la signalisation cellulaire. Les gènes de ce 

groupe présentent une forte corrélation négative avec la force de cisaillement (donc la dureté 

de la viande). A l’inverse, les gènes impliqués dans le métabolisme énergétique ou le 

métabolisme des acides gras sont eux corrélés positivement  (|r| ≥ 0,80). Il faut rester prudent ;  

un plus grand nombre d’animaux doit être testé pour confirmer la relation entre la variation 

des niveaux d’expression des transcrits et celle de la tendreté. Dans les deux études, les 

mesures de tendreté ont été réalisées suivant des méthodes différentes. L’étude réalisée par 

Kee et al. (2008) a été effectuée sur le muscle longissimus dorsi après seulement une nuit de 

maturation à 4°C et sur un échantillon de viande d’abord testé pour la perte en eau à la 

cuisson puis maintenue à un température interne de 70°C dans un bain-marie, avant de 

réaliser la mesure de la force de cisaillement. Dans l’étude de Bernard et al. (2007), les 

mesures ont été faites à 14 jours post-mortem sur un échantillon utilisé uniquement à cette fin. 

 

L’analyse protéomique est une approche complémentaire à l’analyse transcriptomique 

et constitue le second volet de la génomique fonctionnelle. La protéomique est une science 

récente qui étudie des ensembles de protéines synthétisées par une cellule, leurs rôles, leurs 

structures, leurs localisations et leurs interactions. L’analyse protéomique permet de faire 

l’inventaire des protéines présentes dans une cellule ou dans un compartiment cellulaire ou 

encore un tissu dans des conditions données. Alors que le génome d’une cellule est constant, 

son protéome varie et reflète l’état et le fonctionnement de la cellule. En quelque sorte, il 

constitue une photographie de la cellule à un instant donné. Le protéome se distingue d’un 

autre autant par la variation de quantité d’une protéine donnée que par la présence ou 

l’absence de certaines protéines ou de leurs isoformes. L’analyse protéomique permet donc de 

réaliser un suivi de l’évolution des protéines au cours de la maturation (Bendixen, 2005). 

Dans le paragraphe qui suit, je vais rapporter quelques résultats obtenus par cette approche.    

 

 Sawdy et al. (2004) ont noté, par l’analyse du protéome de muscle longissimus dorsi à 

36 heures post-mortem, une variation d’intensité dans 7 bandes qui sont corrélées 

positivement avec la tendreté à 7 jours. Parmi ces bandes, deux ont été identifiées comme 

étant des fragments de myosine. L’équipe de Bouley et al. (2004) a étudié le protéome de 

muscles semitendinosus de taurillons de trois races bovines (Charolaise, Limousine et Salers) 

qui ont été classés en fonction de leur niveau de tendreté par un jury de dégustation. Cela a 

permis de montrer une différence d’expression pour 10 protéines, parmi lesquelles 6 sont des 
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protéines de l’appareil contractile, 1 est impliquée dans la voie métabolique du calcium, 1 

dans la glycolyse et la dernière est une protéine de stress. De plus, entre les races à viande, 4 

protéines sont communes alors qu’une seule protéine l’est entre la race à viande Charolaise et 

la race rustique Salers. Morzel et al. (2008) ont montré, sur le muscle longissimus thoracis 

issus de taurillons de race Blonde d’Aquitaine, que la quantité de succinate déshydrogénase, 

une enzyme du métabolisme oxydatif, était le meilleur prédicteur de la tendreté globale et 

initiale de la viande, et qu’à elle seule, elle pouvait expliquer respectivement 58% et 66% de 

la variation dans la tendreté initiale et globale. De plus, les taux de HSP27 dans le muscle 

frais et les fragments de HSP 27 dans le muscle maturant expliquent jusqu’à 91% de la 

variabilité de la tendreté. Par ailleurs, la comparaison des protéomes à 1 heure et 14 jours 

post-mortem a montré une variation de la quantité de certaines protéines structurales et 

chaperonnes. Jia et al. (2006a) ont effectué une comparaison de profils protéomiques sur les 

muscles semitendinosus (ST) et longissimus dorsi (LD) de bouvillons Hostein Friesian. Ils ont 

comparé leurs profils protéiques au moment de l’abattage et après 24 heures post-mortem. 

Ainsi, 13 protéines ont été identifiées dans le muscle LD et 18 dans le muscle ST. Parmi les 

protéines identifiées, on retrouve des protéines structurales, myofibrillaires, des enzymes 

métaboliques et des protéines de stress. Cette même équipe (Jia et al., 2006b) a par ailleurs 

démontré une évolution de la quantité de certaines enzymes métaboliques dans le muscle 

longissimus dorsi avant et après la mort de l’animal. Il ressort ainsi une augmentation de 

certaines enzymes de la glycolyse et du cycle de Krebs dans les quelques heures qui suivent la 

mort de l’animal. De même, une forte augmentation des protéines de stress est constatée. Peu 

après, ces mêmes auteurs (Jia et al., 2007) ont analysé les protéomes de muscle longissimus 

thoracis issus de taurillons de race Rouge Norvégienne pendant les 24 heures suivant 

l’abattage. L’analyse protéomique a permis de détecter 39 protéines dont le taux varie au 

cours des 24 premières heures post-mortem. Ils ont pu classer ces protéines en 5 groupes : les 

enzymes métaboliques, les protéines de stress et de défense, les protéines structurales, une 

enzyme protéolytique et un groupe « divers » contenant entre autre des facteurs de 

transcription. L’équipe de Kim et al. (2008) a, quant à elle, identifié 4 protéines dans le 

muscle longissimus dorsi différentiellement exprimées entre des animaux présentant des 

différences de caractéristiques bouchères (couleur, capacité de rétention d’eau, teneur en gras 

intramusculaire) et de force de cisaillement. Parmi ces 4 protéines, 2 sont des protéines 

chaperonnes (TCP-1 et HSP27), 1 est une protéine myofibrillaire (l’actine alpha) et la 

dernière est impliquée dans la voie de régulation du calcium (IP3R1). Par ailleurs, HSP27 et 

IP3R1 se sont révélées être corrélées négativement avec la tendreté. Enfin, très récemment, 
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l’équipe de Zapata et al. (2009) a réalisé une analyse protéomique de fractions myofibrillaires 

de muscles longissimus dorsi issus de 22 bouvillons croisés Angus. Une partie du muscle a 

été conservée 36 heures post-mortem pour permettre l’analyse et l’autre partie a été utilisée 

pour réaliser la mesure de la tendreté à 72 heures et 14 jours post-mortem par force de 

cisaillement. L’analyse différentielle, menée entre les échantillons les plus tendres et les 

moins tendres à 72 heures et 14 jours post-mortem ainsi qu’entre des échantillons présentant 

une différence de tendreté durant cette période, a révélé des taux différents pour certaines 

protéines structurales, myofibrillaires, de stress et d’enzymes métaboliques. 

 

Ainsi, l’ensemble de ces différentes analyses protéomiques, bien qu’ayant été réalisées 

par différentes équipes sur différents animaux issus de différentes races, montre que certaines 

protéines et/ou catégories de protéines sont communes, comme par exemple les protéines 

myofibrillaires, les protéines structurales ou les protéines de stress. Cette redondance permet 

à l’analyse protéomique, mise en place récemment, d’offrir  de nouvelles perspectives dans la 

compréhension des mécanismes mis en jeu lors de la maturation, par l’étude d’un grand 

nombre de profils de muscles bovins. Ainsi, ceci permettra la découverte de nouveaux 

marqueurs biologiques en relation avec la tendreté autorisant une meilleure maîtrise de ce 

caractère lors de l’élevage et de la sélection des animaux.  

IV.4 Notions d’eQTL et de pQTL 

Il existe une « extension » de la notion de QTL qui est appelée eQTL (expression 

Quantitative Trait Loci). A l’instar du QTL, le Locus de Caractères Quantitatifs d’Expression 

est une région qui permet d’identifier une variation génomique pouvant potentiellement 

expliquer certains caractères observés. La différence entre le QTL et l’eQTL est qu’une 

région eQTL contrôle la variabilité d’expression d’un gène ou d’un groupe de gènes qui lui 

sont liés. Si certaines régions QTLs et eQTLs, identifiées dans un seul et même dispositif, 

sont co-localisées, il est possible que le gène responsable des variations phénotypiques pour le 

caractère d’intérêt soit aussi responsable de la variation d’expression des gènes reliés à la 

région eQTL. Le recours à une telle stratégie « eQTL » a pour but de tenter de mieux 

caractériser sur le plan fonctionnel les régions QTLs responsables de la variabilité d’un 

caractère quantitatif, ce qui permet ainsi d’avoir de solides hypothèses quant au gène causal 

sous-jacent. Par ailleurs, dans l’approche de type QTL, on ne se focalise que sur un petit 

nombre de caractères. Dans l’identification de l’eQTL, ce nombre peut être fortement 

augmenté puisque l’on peut s’intéresser à des centaines de caractères, c’est-à-dire à l’étude de 
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l’expression de centaines de gènes, cette approche débouchant sur la découverte d’autant de 

QTLs. Une démarche analogue, concernant l’étude de l’expression au niveau protéique, peut 

s’envisager. Elle aboutirait à la situation de pQTL. Il est logique de penser que la découverte 

de tels QTLs, influençant fortement un caractère donné, serait prise en compte dans les 

travaux visant à identifier les gènes responsables de la variabilité de la tendreté. 

 

Comme nous l’avons vu, différents gènes se sont trouvés être associés avec la tendreté 

de la viande. Cependant, parmi ceux-ci, seules les calpaïnes et son inhibiteur, la calpastatine, 

constituent un système protéolytique qui a été très étudié. En effet, la maturation post-mortem 

du muscle en viande correspond à une protéolyse ménagée impliquant des systèmes 

protéolytiques. Dans la seconde partie de cet exposé bibliographique, je vais donc aborder la 

maturation de la viande sous son aspect enzymatique. 
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V. Activités protéolytiques et modifications post-mortem du muscle  

 La maturation post-mortem du muscle en viande est un processus enzymatique qui 

conduit à la dégradation, par des protéases, des structures myofibrillaires, et, dans une 

moindre mesure, des collagènes présents dans le tissu conjonctif. Ainsi, lors de la 

transformation post-mortem du muscle en viande, des enzymes protéolytiques endogènes vont 

cliver les liaisons peptidiques des protéines contractiles musculaires et structurales, 

conduisant ainsi à la déstructuration de la structure myofibrillaire. C’est donc la cinétique de 

protéolyse qui va conditionner l’attendrissage de la viande et par suite sa tendreté (Ouali, 

1992 ; Taylor et al., 1995a). Selon Koohmaraie (1992a), pour qu’une protéase soit un 

candidat à prendre en compte lors de la protéolyse post-mortem, elle doit répondre à certains 

critères. Elle doit notamment être présente dans la cellule musculaire et être au contact du 

substrat, les différentes structures myofibrillaires notamment. De plus, cette protéase doit 

pouvoir hydrolyser, in vitro, les protéines dégradées lors de la maturation post-mortem. 

Cependant, les scientifiques « spécialistes de la viande » n’ont pas testé l’influence de 

chacune des protéases sur l’attendrissage des viandes. Ces protéases sont ubiquitaires dans le 

monde vivant et jouent des rôles essentiels dans différents processus intracellulaires et 

extracellulaires. Elles sont impliquées notamment dans la régulation des voies physiologiques, 

telles que la dégradation par le protéasome des protéines mal repliées, la coagulation 

sanguine, la maturation protéolytique des précurseurs polypeptidiques, le contrôle de 

l’apoptose, la défense immunitaire ou encore le clivage du peptide signal. Les enzymes qui 

possèdent une activité exoprotéasique, permettant l’hydrolyse des protéines par élimination 

des acides aminés à partir de leurs extrémités N- ou C-terminale, sont appelées peptidases. 

Celles qui hydrolysent la liaison peptidique, au niveau de sites spécifiques internes, sont 

désignées sous le nom de protéinases. De façon exceptionnelle, certaines d’entre elles 

présentent ces deux activités. 

V.1 Les exoprotéases  

 Parmi les protéases possédant une activité exoprotéasique, on retrouve les 

carboxypeptidases, les aminopeptidases, les dipeptidases et les dipeptidylpeptidases.  

V.1.1 Les carboxypeptidases 

 Elles nécessitent la présence d’une charge négative au voisinage de la liaison 

peptidique à cliver. Deux carboxypeptidases, les cathepsines A et B, sont présentes dans le 

muscle squelettique. Ce sont des métalloprotéases à ion zinc. La cathepsine A clive tous les 
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résidus à l’extrémité C-terminale à l’exception de l’arginine, la lysine et la proline. La 

cathepsine B, quant à elle, libère surtout les résidus C-terminaux de la lysine et de l’arginine.  

V.1.2 Les aminopeptidases 

 Les aminopeptidases sont des protéases qui nécessitent la présence d’une charge 

positive au voisinage de la liaison peptidique à cliver. Elles agissent donc à l’extrémité N-

terminale de la protéine. Elles sont divisées en deux classes, les leucine-aminopeptidases et 

les arylamidases. Ces deux classes sont des métalloprotéases à ion zinc. Les leucine-

aminopeptidases sont capables de cliver tous les résidus N-terminaux en dehors de la lysine et 

de l’arginine. Les arylamidases clivent, quant à elles, tous les résidus.  

V.1.3 Les dipeptidases 

 Les dipeptidases sont des métalloprotéases qui requièrent à la fois la présence de deux 

charges positive et négative. Elles hydrolysent leur cible en dipeptide dans le cytosol des 

cellules de mammifères. Différentes dipeptidases telles que la prolyl dipeptidase, la prolinase, 

la glycylleucine dipeptidase ou encore la glycylglycine dipeptidase ont été identifiées et sont 

regroupées dans la base de données MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk/) sous une seule 

entité appelée carnosine dipeptidase II.  

V.1.4 Les dipeptidylpeptidases 

 Les dipeptidylpeptidases constituent une catégorie d’enzymes intermédiaire entre les 

exoprotéases et endoprotéases. Elles libèrent un dipeptide à l’extrémité N-terminale de la 

protéine cible. Dans le muscle, 4 dipeptidylpeptidases (I à IV) sont présentes. La 

dipeptidylpeptidase I est une protéase à cystéine aussi connue sous le nom de cathepsine C 

(ou J). Tandis que les dipeptidylpeptidases II et IV sont des protéases à sérine, la 

dipeptidylpeptidase III est une métalloprotéase à ion zinc.  

 Bien que présentes au sein du tissu musculaire, les exoprotéases, ou peptidases, jouent 

un rôle très limité dans la transformation du muscle en viande. 

V.2 Les endoprotéases  

Certaines protéinases existent au sein du muscle squelettique et constituent une classe 

d’enzymes jouant un rôle majeur dans la protéolyse post-mortem. Dans la partie suivante, je 

vais donc présenter les principales protéinases existantes au sein du muscle squelettique et 

leur implication potentielle dans la transformation du muscle en viande. 
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V.2.1 Le protéasome 

 Le protéasome est un complexe protéique ubiquiste de grande taille responsable de la 

dégradation des protéines intracellulaires. Il est présent chez les archées, chez quelques 

bactéries, jusqu’aux eucaryotes où il joue un rôle essentiel. Les protéines à « éliminer » sont 

couplées à une chaîne d’au minimum 4 molécules d’ubiquitine qui servent de signal 

d’adressage au protéasome. Cette dégradation nécessite une importante quantité d’ATP, 

jusqu’à 300 à 400 molécules d’ATP par protéine dégradée. Le protéasome est constitué de 

deux sous-complexes : un « cœur », appelé protéasome 20S, possédant l’activité catalytique et 

un ou deux complexes régulateurs 19S (connus sous le nom de PA700 en raison de leur masse 

moléculaire voisine de 700 kDa) lié(s) au « cœur ». L’ensemble constitue le protéasome 26S 

d’environ 2,5 MDa à activité multicatalytique (DeMartino et Gillette, 2007). Le protéasome 

20S est un cylindre creux de 15 nm de long et 11 nm de diamètre extérieur et 1,2 à 1,5 nm de 

diamètre intérieur. Sa masse est d’environ 750 kDa. Il est formé de 2 anneaux externes α et 2 

anneaux internes β (figure 2). Chaque anneau est constitué de 7 sous-unités différentes α ou β  

(d’une taille de 20 à 35 kDa). Ainsi, la structure se décompose en α1-7 β1-7 β1-7 α1-7 

(Baumeister et al., 1998). Seules les sous-unités β1, β2 et β5 possèdent un site catalytique. Le 

cœur du protéasome présente 6 sites protéolytiques portés par les sous-unités β1, β2 et β5. La 

sous-unité β1 possède une activité « caspase-like », la sous-unité β2 présente une activité 

« trypsin-like » et, enfin, la sous-unité β5 une activité « chymotrypsin-like ». Les protéines 

cibles vont être dégradées en peptides de 3 à 15 résidus. Ces sites sont situés à l’intérieur de la 

cavité du protéasome 20S. De par le faible diamètre intérieur du cylindre, une protéine 

structurale ne peut pas entrer directement sans avoir été « débobinée ». Cette destructuration 

préalable des protéines constitue donc un mécanisme capable de contrôler l’activité du 

protéasome. 

 Le protéasome 19S est le complexe régulateur ATP-dépendant qui va reconnaître et 

déstructurer les protéines cibles. Il se lie à une extrémité du protéasome 20S (aux 2 extrémités 

s’il y a 2 complexes régulateurs 19S). Il possède une vingtaine de sous-unités classées en 

deux groupes, les sous-unités ATPasique et non ATPasique, chacun étant constitué de 

protéines de 10 à 110 kDa. Le complexe 19S peut être divisé en deux parties : la « base » et le 

« chapeau ». Ce dernier contient 9 protéines à activité non-ATPasique. Sa principale fonction 

est d’éliminer les groupements d’ubiquitine présents sur la protéine à dégrader. La base est, 

quant à elle, composée de 6 sous-unités à activité ATPasique et 4 sous-unités non 

ATPasiques. Trois fonctions sont associées à la base : la capture des protéines via la 
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Figure 2 : Structure du protéasome 20S (PDB 3HYE). (A) Représentation schématique du « cœur ». 
(B) Structure en rubans 3D vue de profil (1) et vue de dessous (2). Le protéasome 20S est un cylindre 
creux de 750 nm de long, 11 nm de diamètre et 1,2 nm de diamètre intérieur. 
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reconnaissance de l’ubiquitine, la dénaturation de la protéine et l’ouverture de l’intérieur du 

cylindre (Goll et al., 2008 ; Tanaka, 2009).   

Dans le muscle bovin et la viande d’autruche, le protéasome 20S participe à la 

dégradation de composants des filaments fins d’actine et les fragments de chaîne légère de 

myosine des filaments épais. Il participe aussi à la dégradation de la troponine T ou encore la 

nébuline (Robert et al., 1999 ; Thomas et al., 2004). Ainsi, l’action du protéasome provoque 

un épaississement des disques Z masquant les bandes I. Au final, ceci aboutit à la dégradation 

de ces éléments (Dutaud et al., 2006b). Il est à noter que le même phénomène est retrouvé 

dans les myofibrilles de lapin (Otsuka et al., 1998). En revanche, aucun changement 

morphologique n’a été observé dans les myofibrilles de mouton (Koohmaraie, 1992b). La 

dégradation des myofibrilles musculaires se ferait en fait par étapes. L’action du protéasome 

ne serait pas directe. Les myofibrilles musculaires seraient d’abord soumises à l’action des 

calpaïnes ou des cathepsines puis ensuite à l’action du protéasome et des enzymes 

lysosomales (Calkins et Seideman, 1988 ; Robert et al., 1999 ; Taylor et al., 1995b). 

Sekikawa et al. (2001) ont démontré l’implication du protéasome dans la dégradation de 

protéines couplées à l’ubiquitine. Ces auteurs émettent l’hypothèse que le protéasome 26S 

fonctionnerait jusqu’à épuisement de l’ATP ; puis le protéasome 20S, libéré après 

dissociation des complexes régulateurs 19S (Peters et al., 1994), prendrait seul le relais. Dans 

l’étude protéomique de Houbak et al. (2008), l’utilisation d’inhibiteurs des activités 

« chymotrypsin-like » et « trypsin-like » du protéasome empêche la dégradation de protéines 

structurales comme la troponine T ou des fragments d’actine du muscle squelettique ou des 

protéines métaboliques comme la créatine kinase. Le protéasome semble bien impliqué dans 

la protéolyse post-mortem. Il joue donc un rôle dans l’attendrissement du muscle. Dans le 

muscle bovin, le protéasome est toujours actif après 7 jours post-mortem, à un pH inférieur à 

6 et proche du pH ultime (Lamare et al., 2002). L’étude de Dutaud et al. (2006a) a montré 

que, dans les conditions physico-chimiques retrouvées dans le muscle post-mortem, le 

protéasome 20S conserve toujours 50% d’activité après 5 semaines de stockage de la viande à 

4°C. Cette perte d’activité est similaire, voire moindre, à ce qui a été observé dans cette étude 

pour les calpaïnes et notamment la calpaïne 1.  

V.2.2 Les cathepsines  

 Les cathepsines (terme issu du grec καθέψω « digérer ») constituent une famille 

d’enzymes homologues ayant un nombre de fonctions très importantes et qui sont présentes 

dans tous les types de cellules et tissus à l’exception des hématies (Bond et Butler, 1987). A 
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ce jour, de nombreuses cathepsines ont pu être identifiées (Tableau IV) et beaucoup d’entre 

elles sont retrouvées dans le lysosome dans lequel les premières cathepsines ont été 

identifiées. Le lysosome est un organite cellulaire de 0,2 à 0,5 microns présent dans le cytosol 

de toutes les cellules eucaryotes animales. Son pH acide, voisin de 4,0, permet aux différentes 

enzymes présentes d’être actives. La concentration en cathepsines à l’intérieur du lysosome 

peut dépasser 1 mM. La plupart des cathepsines, présentes dans le lysosome, sont des 

protéases à cystéine, comme la papaïne, d’où la terminologie anglo-saxonne parfois retrouvée 

de « papain-like cysteine cathepsins ». Certaines d’entre elles sont cependant des protéases à 

sérine ou à aspartate (Tableau IV).  

Les cathepsines sont synthétisées sous forme de proenzymes inactives (zymogènes), d’une 

taille variant de 37 à 55 kDa, glycosylées et dirigées vers le lysosome via le récepteur du 

mannose-6-phosphate. Après clivage du propeptide, elles peuvent rester dans l’organelle ou 

être libérées dans le cytosol (Chwieralski et al., 2006). Seules les endoprotéases sont capables 

d’autocatalyse. Les exoprotéases nécessitent l’action d’endoprotéases pour éliminer le 

propeptide (Dähl et al., 2001). La plupart des cathepsines « papain-like » sont des protéines 

monomériques dont la masse varie de 22 à 50 kDa et contenant un pont disulfure interne. La 

seule exception connue est la cathepsine C qui est un tétramère d’environ 200 kDa (Dolenc et 

al., 1995). 

Dans le muscle squelettique, seules 8 cathepsines à activité endopeptidique sont 

retrouvées, toutes présentes dans le lysosome. Il s’agit des cathepsines B, D, E, F, H, K, L et S 

(Sentandreu et al., 2002). 

Les cathepsines peuvent-elles jouer un rôle dans la protéolyse post-mortem du muscle? Il faut 

pour cela que ces enzymes se retrouvent à l’extérieur de l’organelle et que le pH du milieu 

soit optimal, proche de 5,5. Après la mort de l’animal, le pH diminue jusqu’au pH ultime 

voisin de 5,5. Ce pH permet donc aux cathepsines d’agir. Pour leur libération des lysosomes, 

Zeece et al. (1992) ont démontré une dégradation totale des vésicules du muscle 

semimandibularis après 14 jours post-mortem. De plus, O’Halloran et al. (1997) ont mis en 

évidence une augmentation de la libération des cathepsines B et L des lysosomes dans le 

muscle glycolytique longissimus dorsi favorisée par le faible pH dans ce tissu. Ceci a été 

confirmé par Pulford et al. (2009) qui ont observé, à faible pH ultime, une augmentation de 

l’activité de la cathepsine B à partir de 2 jours et jusqu’à 8 jours post-mortem. Il semblerait 

donc que la rupture membranaire du lysosome débute à 2 jours post-mortem. Les cathepsines 

constituent donc un bon candidat pour l’attendrissage de la viande.  
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Tableau IV : Propriétés des différentes cathepsines des mammifères (adapté des bases de données MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk/) et BRENDA 
(http://www.brenda-enzymes.org/). N.D., non déterminé.  

      
    Exoprotéase 

Nom Endoprotéase 
Carboxypeptidase Aminopeptidase 

Type catalytique Localisation pH 

Cathepsine A + + ― protéase à sérine lysosome 4 à 7,5 ; optimum à 5,5 

Cathepsine B + + 
 

+ 
dipeptidase 

protéase à cystéine lysosome, mélanosome 4 à 6 

Cathepsine C ― ― 
 

+ 
dipeptidase 

protéase à cystéine lysosome 4,5 à 6,8 

Cathepsine D + ― ― protéase à aspartate lysosome 4 à 7 

Cathepsine E + ― ― protéase à aspartate endosome (+++), lysosome (+) 4 à 7,4 

Cathepsine F + ― ― protéase à cystéine lysosome 4,5 à 7,2 ; optimum de 5,2 à 6,8 

Cathepsine G + ― ― protéase à sérine membrane cellulaire optimum à 7,5 

Cathepsine H + ― 
 

+ 
monopeptidase 

protéase à cystéine lysosome 4 à 8 

Cathepsine K + ― ― protéase à cystéine lysosome (+++), endosome (+) 4 à 8 

Cathepsine L + ― ― protéase à cystéine lysosome 4 à 7 

Cathepsine M + N.D. N.D. protéase à cystéine lysosome N.D. 

Cathepsine N + ― ― protéase à cystéine lysosome N.D. 

Cathepsine O + N.D. N.D. protéase à cystéine cytoplasme, cytosquelette N.D. 

Cathepsine P + N.D. N.D. protéase à cystéine lysosome (N.D.) N.D. 

Cathepsine R + N.D. N.D. protéase à sérine lysosome (N.D.), cytoplasme 4,8 à 7 

Cathepsine S + ― ― protéase à cystéine lysosome, extracellulaire 4,5 à 8 

Cathepsine T + ― ― protéase à cystéine lysosome 6,5 à 7,5 
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Tableau IV (suite) 
 

     Exoprotéase 
Nom Endoprotéase 

Carboxypeptidase Aminopeptidase 
Type catalytique Localisation pH 

Cathepsine V + ― ― protéase à cystéine lysosome 4 à 7,2 

Cathepsine W N.D. N.D. N.D. protéase à cystéine cytoplasme N.D. 

Cathepsine X ― 
 

+ 
mono-/di-peptidase 

― protéase à cystéine lysosome N.D. 
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 Différentes études ont montré, chez le mouton, que les cathepsines sont capables de 

dégrader certaines protéines constitutives des myofibrilles et des myofilaments. L’incubation 

pendant 22 heures d’un extrait lysosomal de myofibrilles de muscle longissimus ovin avec des 

myofibrilles du même muscle provoque la dégradation de la myosine (chaînes lourdes et 

légères), de l’α-actinine, de la desmine et de la troponine-I (Whipple et Koohmaraie, 1991). 

De plus, après injection d’une solution de chlorure de zinc dans des carcasses de mouton, 

Koohmaraie (1990) a constaté un arrêt de la protéolyse post-mortem et de l’attendrissage. Les 

ions Zn2+ inhibent les protéases à cystéine et bloquent ainsi l’activité des calpaïnes et des 

cathepsines, notamment B et L.  

 Chez le lapin, les travaux de Matsuishi et Okitani (2003) indiquent que la cathepsine H 

dégrade non seulement la chaîne lourde de myosine, ce qui contredit les travaux préalables 

effectués par Ouali et al. (1988), mais aussi l’actine, la tropomyosine et la troponine I. Les 

cathepsines B et L dégradent aussi la chaîne lourde de myosine, l’actine et la troponine T 

comme l’ont montré Matsukura et al. (1981) et Matsuishi et al. (1992).  

 Chez le porc, les travaux de Gil et al. (1998) mettent en évidence l’implication des 

cathepsines dans l’attendrissage de la viande. En effet, l’activité des cathepsines B et L est 

très importante, ce qui explique la rapidité d’attendrissage post-mortem observée (environ 

80% en 5 jours). Cependant, aucune dégradation de la myosine ou de l’actine par les enzymes 

lysosomales n’a pu être montrée (Koohmaraie et al., 1991a). Une injection d’épinéphrine et 

des exercices physiques avant l’abattage des animaux provoque une diminution de l’activité 

des cathepsines B et L dans la fraction myofibrillaire probablement due à une diminution de 

la libération des cathepsines en raison de l’augmentation du pH ultime (Ertbjerg et al., 1999). 

A l’inverse, une stimulation électrique des carcasses provoque pratiquement le doublement de 

l’activité de ces enzymes dans la fraction myofibrillaire du muscle longissimus dorsi (Maribo 

et al., 1999). Enfin, l’étude de Garcìa-Garrido et al. (2000) a montré que la pâleur des 

jambons crus espagnols, défaut provoqué par une dégradation accrue des protéines 

myofibrillaires post-mortem, était due à une plus forte activité des cathepsines B et L. 

 Chez le bovin, les résultats obtenus sont contradictoires. Calkins et al. (1987) ont 

déterminé que l’activité totale des cathepsines B et L ainsi que celle de la β-glucuronidase 

(une autre enzyme lysosomale) mesurées dans l’heure suivant l’exsanguination 

interviendraient à hauteur de 37% à 59% dans la variation de tendreté observée à 7 jours post-

mortem. Les variations des activités des cathepsines B et H expliqueraient, quant à elles, 

jusqu’à 35% des changements mesurés de force de cisaillement entre 1 et 14 jours post-

mortem (Calkins et Seideman, 1988). Les travaux de Johnson et al. (1990) indiquent que les 
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activités des cathepsines B et L sont supérieures chez des animaux de race Angus par rapport 

à des animaux de race Brahman. De plus, l’augmentation de l’activité totale de ces deux 

enzymes a été associée positivement avec une augmentation de la tendreté. Ces deux enzymes 

auraient donc une influence sur les changements intervenant durant la maturation. Wheeler et 

al. (1990) et Shackelford et al. (1991a) n’ont, en revanche, observé aucune différence 

d’activité des cathepsines B et L chez des animaux de race Hereford ou Brahman. Ils ont 

cependant noté une augmentation (non expliquée) de leurs activités à 14 jours post-mortem. 

O’Halloran et al. (1997) ont établi qu’une augmentation de l’activité des cathepsines B et L 

libres était associée avec une augmentation de la tendreté dans le muscle longissimus dorsi. 

Enfin, Whipple et al. (1990) n’ont pu établir de relation entre l’activité de la cathepsine B à 1 

ou 14 jours post-mortem et la mesure de la force de cisaillement ou entre cette activité et 

l’évaluation de le tendreté par un jury de dégustation. La différence entre ces deux études peut 

être due au fait que, dans l’étude de Whipple et al. (1990), la mesure a été réalisée à 1 ou 14 

jours post-mortem alors que les observations de O’Halloran et al. (1997) ont été réalisées 

avant et après ces dates. De plus, dans l’étude de Koohmaraie et al. (1991a), aucune 

dégradation des protéines myofibrillaires du muscle longissimus par les cathepsines B et L n’a 

pu être observée. Les travaux d’Uytterhaegen et al. (1994) ont remis en cause l’action des 

protéases à cystéine lysosomales. En effet, dans cette étude, l’utilisation de l’inhibiteur E-64, 

spécifique des protéases à cystéine (protéases lysosomales et calpaïnes), provoque un arrêt 

complet du processus d’attendrissage. En revanche, l’injection de Z-Phe-Phe-CHN2, 

inhibiteur des cathepsines B et L, et de Z-Phe-Ala-CHN2, inhibiteur spécifique de la 

cathepsine L, ne modifie pas les valeurs de force de cisaillement par rapport à un échantillon 

non traité. Ils ont ainsi pu conclure que les cathepsines lysosomales n’interviennent pas (ou 

peu) dans le phénomène de maturation. De même, l’injection de pepstatine, un puissant 

inhibiteur de la cathepsine D, ne modifie pas la dégradation des protéines myofibrillaires et 

les valeurs de force de cisaillement. Cette enzyme est une protéase à aspartate lysosomale, qui 

est capable de dégrader l’hémoglobine, la myosine et l’actine chez le rat et le lapin (Schwartz 

et Bird, 1977) mais également, dans une moindre mesure, le collagène (Scott et Pearson, 

1978). Enfin, Caballero et al. (2007) ont évalué le rôle des cathepsines lysosomales dans la 

maturation de la viande chez des animaux issus de deux races locales du nord de l’Espagne. 

Trois groupes d’animaux ont ainsi été utilisés : un groupe « sauvage », un groupe homozygote 

pour le gène muté de la myostatine et un dernier groupe hétérozygote pour ce gène. Il ressort 

de cette étude que l’activité des cathepsines se révèle être plus rapide chez les animaux 

homozygotes mutés que chez les animaux sauvages. Par ailleurs, les cathepsines interviennent 
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tout le long du phénomène de maturation. Ainsi, les cathepsines B et L agiraient avant la 

cathepsine D, qui elle n’interviendrait qu’à partir du 14ème jour. 

 Enfin, chez le poisson, différents auteurs ont mis en évidence que la dégradation des 

structures myofibrillaires et du tissu conjonctif serait principalement due à l’action des 

cathepsines lysosomales. L’étude de Chéret et al. (2007) a montré que la cause principale de 

dégradation protéique post-mortem dans le muscle blanc du bar était due aux cathepsines B et 

L, le système des calpaïnes n’intervenant que secondairement. Chez le flétan, les cathepsines 

B et L mais aussi la cathepsine D participent ensemble à la dégradation des chaînes lourdes de 

myosine, de l’actine et de la tropomyosine. De plus, les cathepsines agiraient avant les 

calpaïnes (Ladrat et al., 2003 ; Delbarre-Ladrat et al., 2004). L’étude de Godiksen et al. 

(2009) a confirmé l’implication de ces trois enzymes dans la texture des muscles de truites 

arc-en-ciel. Les deux cathepsines B et L provoquent une diminution de la quantité de 

protéines dans les fibres musculaires conduisant ainsi à une augmentation de la quantité d’eau 

intracellulaire (Hagen et al., 2008). 

V.2.3 Les métalloprotéinases 

 Les métalloprotéinases (aussi appelées matrixines ou MMPs) constituent un groupe 

d’enzymes impliquées dans le remodelage de la matrice extracellulaire notamment dans la 

dégradation du collagène. Ceci a suscité l’intérêt des chercheurs. En effet, la dégradation du 

collagène est importante dans différents mécanismes comme la régénération tissulaire ou 

certaines maladies telles que l’arthrite, certains cancers ou l’athérosclérose. Ces protéines sont 

retrouvées dans différents organismes du règne animal (la drosophile, le nématode, l’hydre, 

l’oursin) et végétal (Arabidopsis thaliana). Chez l’Homme, 23 gènes codant ces protéines ont 

été identifiés.  

Les matrixines sont des endoprotéases à multiples domaines de liaison aux ions Zn2+, 

indispensables à la réaction catalytique. Elles nécessitent également d’autres ions comme les 

ions Ca2+ (figure 3A). Ces protéinases sont caractérisées par un cœur catalytique, le site de 

liaison au zinc, d’environ 170 résidus, constitué d’un motif conservé HEXXHXXGXXH 

(figure 3B). Les matrixines sont synthétisées sous forme de pré-proenzymes (proMMP) avec 

un peptide signal. Le propeptide, d’environ 80 acides aminés, contient le motif PRCGXPD 

dans lequel le résidu cystéine interagit avec le domaine actif, rendant ainsi le proMMP inactif 

ou latent (Van Wart et Birkedal-Hansen, 1990). Dans la plupart de ces enzymes, il existe un 

peptide de liaison de longueur variable, aussi appelée région charnière, ainsi qu’un domaine  
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Figure 3 : La métalloprotéinase MMP-12 du macrophage humain (PDB 
3BA0). (A) Représentation en rubans 3D. Les ions zinc du site 
catalytique sont représentés par des sphères rouges et les ions calcium 
par des sphères bleues. (B) Représentation schématique des différents 
domaines de MMP-12. Le peptide signal et le propeptide sont représentés 
en rouge et en jaune, respectivement. Le domaine catalytique, le domaine 
de liaison au zinc et le domaine hémopexine sont en rose, bleu et en 
violet, respectivement. Dans le propeptide, on retrouve la cystéine (en 
rouge) du motif PRCGVPD rendant la proenzyme inactive. Dans le 
domaine de liaison au zinc, les trois résidus histidine conservés (en bleu) 
assurent la liaison à l’ion.  
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hémopexine d’environ 200 résidus contribuant à la spécificité vis-à-vis du substrat et des 

inhibiteurs endogènes (Cauwe et al., 2007). 

Cette famille de protéases est divisée en trois sous-groupes comprenant les collagénases, les 

gélatinases et les « Membrane-Type » metalloprotéinases (MT-MMPs) (Birkedal-Hansen et 

al., 2003). Les collagénases sont au nombre de 3 : la collagénase 1 (MMP-1), la collagénase 2 

(MMP-8 ou « neutrophile collagenase ») et la collagénase 3 (MMP-13). Elles sont 

responsables principalement du clivage des fibres de collagène de type I, II et III et, 

accessoirement les collagènes de type VII et X. Les gélatinases sont au nombre de 2 et sont 

appelées gélatinases A (MMP-2) et B (MMP-9). Elles dégradent les molécules de collagène 

dénaturées, la gélatine ainsi que des constituants de la matrice extracellulaire comme les 

collagènes natifs de type IV, V ou XI, la laminine, l’élastine, le protéoglycane et la 

fibronectine. Par ailleurs, MMP-2 est également capable de digérer les collagènes natifs de 

type I, II et III (Murphy et Nagase, 2008). Une relation semble exister entre le collagène, plus 

exactement dans la notion de collagène soluble et insoluble, et la tendreté de la viande. 

Cependant, aucune recherche n’a été menée sur la relation entre les métalloprotéinases, en 

particulier les collagénases, et le collagène durant la maturation post-mortem ainsi que sur la 

tendreté de la viande. Une telle étude serait cependant intéressante sachant que dans le muscle 

squelettique, la matrice extracellulaire est constituée de protéoglycannes, de glycoprotéines et 

de fibres de collagène de type I, III à VI, XII et XIV (Listrat et al., 1999). Ces fibres étant des 

cibles potentielles des collagénases 1 à 3 et des gélatinases A et B, il serait intéressant 

d’observer l’effet de ces protéinases sur le tissu conjonctif en général, ainsi que sur les 

« liaisons » entre ce tissu et les fibres musculaires, MMP-2 et -9 étant capables de détruire les 

liaisons entre la membrane cellulaire et la matrice (Matsumura et al., 2005). 

 
V.2.4 Les calpaïnes 

 
 Parmi les protéases à cystéine, les calpaïnes représentent certainement l’un des 

groupes les plus importants avec de très nombreuses peptidases structuralement très proches. 

Ce sont des protéases à cystéine calcium-dépendantes d’où leur nom initial de « Calcium-

Activated Proteases Neutral» ou CAPN (figure 4A). A ce jour, 14 membres ont été identifiés. 

Elles sont, selon le cas, ubiquistes ou tissu-spécifiques (tableau V). Les deux calpaïnes 

ubiquistes les plus étudiées sont sans conteste la calpaïne 1 (ou µ-calpaïne) et la calpaïne 2 

(ou m-calpaïne). Ces deux protéases sont actives à des concentrations de calcium de l’ordre 

du micro- et du milli-molaire, respectivement. Les calpaïnes sont des hétérodimères  
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Figure 4 : Les calpaïnes. (A) Structure tridimensionnelle de la m-calpaïne (PDB 3DF0) avec les ions calcium 
(10, en jaune) nécessaires pour activer la calpaïne en jaune. (B) Grossissement de la zone catalytique avec les 
résidus histidine, cystéine et asparagine en vert, rouge et orange, respectivement. (C) Représentation 
schématique des différents domaines retrouvés dans la calpaïne 2. Les séquences « EF-hand » des domaines IV 
et VI des sous-unités 80 kDa et 30 kDa sont symbolisées par les boîtes noires. Quatre de ces domaines fixent le 
calcium, le dernier assure une liaison entre les deux sous-unités. Les lettres C, H et N représentent les trois 
acides aminés impliqués dans la triade catalytique et la boîte jaune correspond au « linker ». (D) Structure de la 
calpaïne-3. Le domaine NS est inséré en amont du domaine I alors que les domaines IS1 et IS2 sont des 
séquences insérées entre les domaines IIa et IIb, III et IV, respectivement. Les domaines I, IIa, IIb, III et IV ont 
les mêmes propriétés que pour les calpaïnes 1 et 2 (d’après Goll et al., 2003). 
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constitués de deux sous-unités, une sous-unité catalytique de 80 kDa et une sous-unité 

régulatrice d’environ 30 kDa. La grosse sous-unité possède l’activité protéasique et est 

spécifique de la calpaïne considérée. La sous-unité régulatrice est, quant à elle, commune à 

l’ensemble des calpaïnes (figure 4C). La sous-unité catalytique est constituée de 4 domaines 

(numérotés de I à IV) : le domaine I, situé du côté N-terminal, contient le site de clivage 

autolytique. Le domaine II, catalytique, contient les trois résidus impliqués dans la réaction 

enzymatique, une cystéine, une histidine et une asparagine (figure 4B). En absence de 

calcium, le résidu cystéine est trop éloigné des deux autres résidus pour interagir. En 

revanche, une fois l’ion Ca2+ fixé, il s’opère un changement conformationnel qui va permettre 

la formation de la triade catalytique. Le domaine III assure la liaison entre le domaine de 

fixation du calcium (domaine IV) et le domaine catalytique (II). Entre ces deux domaines se 

trouve une séquence appelée « linker ». La forte homologie de séquence avec les protéines de 

liaison du calcium appartenant à la famille « EF-hand » a conduit à donner à ce domaine le 

nom anglais de « calmodulin-like calcium domain ». La sous-unité régulatrice est constituée 

des domaines V et VI. Le domaine V, localisé à l’extrémité N-terminale, est hydrophobe et 

contient de nombreux résidus glycine. Cette sous-unité régulatrice possède également un 

domaine de liaison de plusieurs proline qui connecte ce domaine au domaine VI. Ce dernier 

est très similaire au domaine IV de la sous-unité catalytique. A l’instar du domaine IV, il 

possède 5 domaines « EF-hand » capables de fixer le calcium. Les 4 premiers fixeraient les 

ions Ca2+ tandis que le dernier servirait de site de liaison entre les deux sous-unités (Carafoli 

et Molinari, 1998 ; Goll et al., 2003). Les calpaïnes 1, 2 et 3 (la calpaïne 3 étant aussi connue 

sous le nom de p94) sont présentes dans le muscle squelettique. p94 est une isoforme 

spécifique du muscle squelettique retrouvée au niveau du disque Z, des bandes M, I et au 

niveau des jonctions myotendineuses (Taylor et al., 1995a ; Taveau et al., 2003). En plus des 

4 domaines de la sous-unité catalytique, elle est constituée de 3 séquences insérées, NS, IS1 et 

IS2, situées respectivement à l’extrémité N-terminale, dans le domaine II et à la fin du 

domaine III (figure 4D). La séquence NS est riche en proline et correspond au propeptide 

régulateur retrouvé dans certaines protéases à cystéine. IS1 contient 3 domaines autolytiques 

et IS2 est important dans le contrôle de l’activité de la calpaïne 3 (Duguez et al., 2006). En se 

basant sur la composition de leur domaine et leur distribution tissulaire, les membres de la 

superfamille des calpaïnes sont classés en 3 groupes : ubiquitaires (calpaïnes 1 et 2), tissu-

spécifiques (calpaïne 3, nCl-2 et nCl-4) et atypiques ou non-conventionnels pour les autres 

calpaïnes (Croall et Ersfeld, 2007). 
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Tableau V : Les calpaïnes identifiées chez les mammifères 
 

Protéine Autres noms Gène Distribution 

Calpaïne 1 CAPN1, µ-calpaïne capn1 Ubiquitaire 
Calpaïne 2 CAPN2, m-Calpaïne capn2 Ubiquitaire 
Calpaïne 3 nCL-1, p94, Lp82, Lp85, Rt88 capn3 Muscle squelettique, rétine 
Calpaïne 5 Htra3, nCL-3 capn5 - 
Calpaïne 6 CAPNX, calpamoduline capn6 Placenta 
Calpaïne 7 palBH capn7 Ubiquitaire 
Calpaïne 8 nCL-2 capn8 Muqueuse stomacale 
Calpaïne 9 nCL-4 capn9 Voies digestives 
Calpaïne 10  CAPN10, CAPN8 capn10 Ubiquitaire 
Calpaïne 11   capn11 Testicules 
Calpaïne 12 capn12 Ubiquitaire  
Calpaïne 13   capn13 Ubiquitaire 
Calpaïne 14   capn14 Testicules et poumons 
Calpaïne 15 Sol H capn15 Ubiquitaire 

Petite sous-unité 1 CAPN4 capn-s1 ou cpns1 Ubiquitaire 
Petite sous-unité 2    capn-s2 ou cpns2 - 
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Il existe un grand nombre d’arguments permettant de lier les calpaïnes au processus de 

maturation post-mortem du muscle en viande. Les calpaïnes sont des protéases à cystéine 

calcium-dépendantes. Avant de déterminer le rôle des calpaïnes dans la maturation, il a fallu 

démontrer le rôle des ions calcium dans l’attendrissage. Ainsi, l’étude de Davey et Gilbert 

(1969) a montré que la présence d’EDTA empêche la fragilisation et la disparition du disque 

Z. Par la suite, Busch et al. (1972) démontrèrent que la fragmentation des myofibrilles était 

stoppée par l’action de l’EDTA mais induite par les ions calciques. Des résultats similaires, en 

présence d’EGTA (un chélateur d’ions à forte affinité pour les ions calcium), furent obtenus 

par l’équipe de Koohmaraie et al. (1989). Puis, Koohmaraie (1990) montra que l’incubation 

de carcasses ovines dans du chlorure de zinc provoque l’arrêt de l’attendrissage, les ions Zn2+ 

inhibant l’activité des calpaïnes et des cathepsines. Le rôle majeur des calpaïnes a été établi 

par l’étude d’Uytterhaegen et al. (1994) ; l’administration in situ d’inhibiteurs exogènes des 

calpaïnes dans des morceaux de muscles longissimus thoracis empêche la protéolyse post-

mortem. Zamora et al. (1996) suggérèrent que la vitesse de diminution d’activité de la 

calpaïne 1 reflétait le mieux l’état de protéolyse lors de la maturation. Enfin, Huff-Lonergan 

et al. (1996), en incubant la µ-calpaïne avec un extrait protéique de myofibrilles de 

longissimus thoracis, ont obtenu le même profil de dégradation de la desmine que lors de la 

protéolyse post-mortem. Dans le muscle bovin et ovin, l’activité post-mortem de la calpaïne 1 

diminue alors que celle de la calpaïne 2 reste stable (Kretchmar et al., 1990; Zamora et al., 

1998; Geesink et Koohmaraie, 1999a; Veiseth et al., 2001; Ilian et al., 2001); la contracture 

au froid (« cold shortening ») ne modifie pas les quantités de calpaïnes, les faibles 

températures diminueraient seulement leur activité expliquant la dureté de la viande dans ces 

conditions (Zamora et al., 1998). De plus, chez le bovin, la concentration calcique est 

d’environ 200 µM à 3 jours post-mortem (Ji et Takahashi, 2006) ce qui ne permet pas 

d’activer la calpaïne 2. La preuve la plus flagrante de l’action de la calpaïne 1 a été apportée 

par l’analyse des muscles d’une souris knockout pour le gène capn1. L’étude a clairement 

démontré que, chez cette souris, la protéolyse post-mortem était très fortement inhibée 

(Geesink et al., 2006). Cela a également permis d’identifier la desmine, la nébuline, la 

dystrophine, la méta-vinculine et la troponine T comme étant des cibles des calpaïnes. En 

1992, Dransfield proposa un modèle théorique dans lequel les paramètres régissant l’activité 

de la calpaïne 1 permettraient de prédire jusqu’à 68% des variations de dureté de la viande. 

Enfin en 2004, Salem et al. montrèrent que l’attendrissage de muscle de truite pouvait être 

accéléré par l’activation des calpaïnes par l’apport de calcium exogène. 
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La calpaïne 3 semble également impliquée dans la maturation de la viande car elle est 

liée à la titine (ou connectine) au niveau de la ligne N2, une zone sensible à la protéolyse lors 

de l’attendrissage. Une corrélation positive existe également entre le taux d’autolyse de cette 

calpaïne et la protéolyse post-mortem dans les muscles ovins longissimus thoracis et 

lumborum (Ilian et al. 2004a; b). De plus, la calpaïne 3 n’étant pas inhibée par la calpastatine 

(Sorimachi et al., 1993), son activité peut être maintenue durant tout le processus de 

dégradation de protéines myofibrillaires. Cependant, Parr et al. (1999) n’ont pas constaté de 

différence de taux d’autolyse ou de quantité de calpaïne 3 dans des muscles longissimus de 

cochons phénotypés tendres ou durs. Enfin, l’étude structurale comparative et protéolytique 

de muscles post-mortem de souris knockout pour le gène codant la calpaïne 3 et de souris 

sauvages a permis de montrer que l’autolyse constatée de la calpaïne 3 est indépendante de la 

dégradation protéique. Cette protéine joue donc un rôle mineur dans la protéolyse post-

mortem du muscle (Geesink et al., 2005).  

 

Si pour certains auteurs, les calpaïnes sont les seules protéases impliquées dans la 

maturation post-mortem du muscle en viande, différentes études remettent en question ce 

postulat. Ainsi, l’étude récente de Camou et al. (2007) a montré que la calpaïne 1, obtenue à 

partir de 4 muscles bovins, perd près de 90% de son activité au bout de 24 heures post-

mortem et, après 48 heures, la calpaïne est totalement inactive. De plus, l’activité des 

calpaïnes 1 et 2 est dépendante du pH ultime et de la température. En effet, à un pHu de 5,8 et 

à 4°C, plus aucune activité des deux calpaïnes n’est constatée au bout de 24 heures. 

L’ensemble de ces résultats suggère donc que les calpaïnes ne sont pas les seules à agir et que 

le processus de maturation implique d’autres enzymes. 
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V.2.5 Les protéases à sérine  
 
 Parmi les enzymes protéolytiques, les protéases à sérine représentent plus du tiers des 

26000 protéases référencées dans la base de données MEROPS. Initialement, les peptidases à 

sérine ont été répertoriées en 22 familles regroupées en 6 clans (Rawlings et Barrett, 1993 ; 

Barrett et Rawlings, 1995). Aujourd’hui, en se basant sur leur structure tridimensionnelle, 

elles sont divisées en 13 clans et près de 40 familles (tableau VI). Les protéases à sérine sont 

retrouvées dans tous les organismes ainsi que dans les bactéries et les virus. Les clans SB et 

SC sont majoritaires chez les archées, les procaryotes, les champignons et les plantes. Le clan 

PA, retrouvé exclusivement chez les eucaryotes, est le plus étudié. Il comporte le plus grand 

nombre de membres dont la trypsine, la chymotrypsine ou l’élastase. Dans la suite de ma 

présentation, je m’appuierai sur les données existantes relatives à ce clan.  

 

V.2.5.1 Structure et mécanisme catalytique des protéases à sérine 

 Leur nom est du à la présence du résidu nucléophile sérine situé dans le site actif et 

responsable de la catalyse. Outre ce résidu omniprésent, un ou deux autres résidus 

supplémentaires interviennent dans le site actif, constituant ainsi la dyade ou la triade 

catalytique (tableau VI). L’activation de la plupart des protéases à sérine de type trypsique 

nécessite au préalable le clivage du précurseur enzymatique, ou zymogène, inactif. Le clivage 

se produit au même endroit pour tous les membres du clan PA, entre les résidus 15 et 16. 

Après clivage des 15 premiers résidus amino-terminaux, un pont salin se forme entre le 

premier résidu (Ile 16) et l’aspartate 194 dans le cas de la chymotrypsine, ce qui induit un 

changement de conformation de l’enzyme (figure 5). Ceci permet alors la structuration, d’une 

part, de la triade catalytique et, d’autre part, de la poche qui permet de stabiliser la triade 

durant la réaction enzymatique (figure 6). Dans ce clan, les trois résidus formant la triade 

catalytique sont la sérine 195, l’histidine 57 et l’aspartate 102. Un réseau de liaisons 

hydrogène entre ces acides aminés va permettre d’orienter et de stabiliser l’ensemble de la 

triade. Ainsi, des liaisons vont s’opérer entre les atomes d’oxygène de l’aspartate 102 et 

l’atome d’hydrogène porté par un atome d’azote du noyau imidazole de l’histidine 57. Le 

second atome d’azote du noyau imidazole forme une liaison hydrogène avec l’atome 

d’hydrogène de la fonction hydroxyle de la sérine 195. La poche, qui stabilise la triade 

catalytique, est formée par les atomes d’azote de la glycine 193 et de la chaîne principale de la 

sérine 195. Ces atomes forment une poche chargée positivement qui va stabiliser la charge 
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Figure 5 : Les acides aminés de la triade catalytique de la chymotrypsine bovine (PDB 1YPH). Les 
trois résidus Ser195, Asp102 et His 57 constituent la triade catalytique. Elle est stabilisée par des 
liaisons hydrogène (pointillés noirs) et un pont salin (pointillés verts) formé par l’isoleucine 16 et 
l’aspartate 194. Les atomes d’oxygène, d’azote et de carbone sont représentés par des sphères rouges, 
bleues et grises, respectivement. 
 

Tableau VI : Les clans, familles et résidus catalytiques des protéases à sérine 
 

Clan Nombre de Familles Exemple Résidus catalytiques 

PA 12 Trypsine His, Asp, Ser 
SB 2 Subtilisin Asp, His, Ser 
SC 6 Prolyl oligopeptidase Ser, Asp, His 
SE 3 D-Ala-D-Ala carboxypeptidase Ser, Lys 
SF 2 Répresseur LexA Ser, Lys/His 
SH 1 Assembline du Cytomegalovirus His, Ser, His 
SJ 3 Lon Ser, Lys 
SK 3 Clp Ser, His, Asp 
SP 1 Nucléoporine His, Ser 
SQ 1 Aminopeptidase DmpA Ser 
SR 1 Lactoferrine Lys, Ser 
SS 1 L,D-carboxypeptidase Ser, Glu, His 
ST 1 Rhomboïde His, Ser 

Asp 102 

His 57 

Asp 194 

Ser 195 

Gly 193 

Ile 16 
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négative de l’intermédiaire tétraédrique formé lors de la réaction enzymatique. La catalyse de 

la liaison peptidique passe par deux intermédiaires tétraédriques. Au départ, l’atome 

d’oxygène de la fonction hydroxyle de la sérine 195 attaque le substrat, avec l’aide de 

l’histidine 57. Ce premier intermédiaire tétraédrique est stabilisé par les atomes de la poche. Il 

génère l’acylenzyme stabilisé par l’histidine 57. Une molécule d’eau vient déplacer le 

fragment polypeptidique libre, attaque l’acylenzyme et produit le second intermédiaire 

tétraédrique. Celui-ci est stabilisé par la poche. Il en résulte la libération de la seconde partie 

du substrat avec régénération des résidus sérine 195 et histidine 57.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6 : Représentation schématique du mécanisme d'action des protéases à sérine. Dans cette 
représentation, seules les chaînes latérales de la poche catalytique sont indiquées. La réaction 
enzymatique avec la cible (RCONHR’) nécessite la contribution d’un atome d’oxygène de la sérine 
195 ainsi que l’hydrogène de sa chaîne principale. Le clivage de la cible passe par la formation de 
deux intermédiaires réactionnels tétraédriques et conduit à la libération des molécules R’NH2 et 
RCOOH (adapté de Hedstrom, 2002). 
 

V.2.5.2 Protéases à sérine et maturation post-mortem du muscle 

 Peu d’études ont été menées sur l’implication possible des protéases à sérine dans 

l’attendrissage de la viande. En effet, il a été constaté que l’activité des protéases à sérine 

résultait d’une contamination par des cellules non musculaires comme les mastocytes, cellules 

que l’on retrouve principalement dans le tissu conjonctif (Woodbury et al., 1978 ; Libby et 

Goldberg, 1980). Les protéases à sérine ne semblaient pas présentes au sein des cellules 

musculaires, mais plutôt dans la matrice extracellulaire (Birkedal-Hansen et al., 2003). Il a 

fallu attendre, l’étude par immunolocalisation de Stauber et al. (1983), pour établir la 

présence de ces protéases dans des cellules musculaires. Depuis, différentes protéases à sérine 

ont été purifiées dans les muscles de différents organismes, comme la souris, le porc, 

l’autruche ou certains poissons. Chez la souris, il a été montré une dégradation des 

constituants myofibrillaires par la protéase M extraite (Ishiura et al., 1985 ; Sangorrín et al.,  
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Figure 7 : Représentation schématique d'une procaspase de mammifère. Elle est constituée d’un 
prodomaine (DD) en position N-terminale, une grande sous-unité (p20) et une petite sous-unité (p10). 
L’activation de la procaspase nécessite son clivage.  
Les sites de clivage sont indiqués par les flèches et la séquence conservée QACXG porteuse de la 
cystéine catalytique est représentée par le symbole    (adapté de Chowdury et al., 2008).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Représentation schématique (A) et tridimensionnelle (B) de la caspase 3 (PDB 3EDQ). La 
caspase est un homodimère d’hétérodimères constitué de deux grandes sous-unités p20 et deux petites 
sous-unités p10. Structuralement, la caspase est un cylindre (B2) avec en son centre, douze feuillets β 
(6 pour chaque hétérodimère) et 5 hélices α (B3). Chaque caspase contient deux sites actifs situés aux 
deux extrémités du tétramère (flèches noires en B1) (adapté de Chowdury et al., 2008).  
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2000, 2002 ; Ohkubo et al., 2004 ; Tshidino et al., 2009 ). Bien que peu d’études aient été 

menées sur l’implication des protéases à sérine dans la maturation de la viande, certaines ont 

permis d’établir, de façon indirecte, un rôle pour ces enzymes dans ce processus. Ainsi, 

l’utilisation de PMSF (PhenylMethylSulfonyl Fluoride), un inhibiteur des protéases à sérine, 

sur des morceaux de viande provoque une augmentation de la dureté et montre ainsi 

l’implication de ces protéases dans le phénomène d’attendrissage (Uytterhaegen et al., 1994 ; 

Alarcon-Rojo et Dransfield, 1995).  

V.2.6 Les caspases 

 Les caspases (« cysteine-dependant aspartyl-specific protease ») appartiennent à une 

famille de protéases à cystéine qui clivent leur cible après un résidu aspartate contenu dans un 

motif tétrapeptidique spécifique pour chaque caspase considérée. Elles sont essentielles dans 

l’initiation et l’exécution de l’apoptose ainsi que dans la maturation des cytokines 

inflammatoires. Les caspases sont synthétisées sous forme de zymogènes inactifs appelés 

procaspases constituées d’une seule chaîne polypeptidique de 30 à 55 kDa organisée en trois 

régions (figure 7). Un prodomaine appelé domaine de mort (DD pour « Death Domain ») de 

taille variant de 3 à 24 kDa est situé à l’extrêmité N-terminale. Ce domaine est responsable de 

la transduction du signal apoptotique. Chaque domaine DD contient deux sous-domaines, le 

domaine effecteur de mort (DED pour « Death Effector Domain ») et le domaine de 

recrutement de caspase (CARD pour « CAspase-Recruitment Domain »). Structuralement, ces 

deux sous-domaines sont chacun formés par 6 ou 7 hélices α qui permettent l’interaction avec 

d’autres protéines ayant ces mêmes domaines par des liaisons électrostatiques ou 

hydrophobes. Une petite région catalytique (p10), de 10 à 13 kDa, est localisée en position C-

terminale. Le centre de la proenzyme correspond à la grande sous-unité catalytique (p20). Elle 

contient la cystéine catalytique appartenant au motif conservé ‘QACXG’ (figure 8A). Chaque 

procaspase devient active après trois coupures en position C-terminale des résidus aspartate 

spécifiques. Ainsi, les caspases peuvent potentiellement s’autoactiver. Les sous-unités 

générées forment un hétérotétramère actif. De manière plus détaillée, une sous-unité p10 va 

s’associer avec une sous-unité p20 formant un hétérodimère qui va s’associer avec un autre 

hétérodimère, donnant ainsi un homodimère d’hétérodimères. Les sous-unités de chaque 

hétérodimère sont liées par des interactions hydrophobes leur conférant une structure 

cylindrique compacte avec en son centre, un feuillet β composé de 6 brins anti-parallèles. 
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Figure 9 : Les caspases chez les mammifères. 

Classe I : caspases inflammatoires 

Classe II : caspases initiatrices de l’apoptose 

Classe III : caspases effectrices (exécutrices) de l’apoptose 

Les différents domaines des caspases (DED, CARD, petite sous-unité (p10) et grande sous-unité (p20) 

catalytiques) sont représentés par des rectangles de couleur (adapté de Rupinder et al., 2007). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 10 : Schéma de l'inflammasome. Il résulte de l’assemblage du pyroptosome et d’un membre de 
la famille NLR, ici NALP3. Le pyroptosome est constitué de la caspase 1 reliée à la protéine ASC via 
leurs domaines CARD (en bleu). L’association de l’ASC et NALP3 se fait par leurs domaines PYD (en 
vert). Le domaine CARD de la caspase 5 est lié au domaine CARD de NALP3 (Li et Yuan, 2008).  
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Deux hétérodimères vont ensuite interagir via leurs feuillets β respectifs. Dix hélices α se 

répartissent en 2 groupes de 5 qui entourent le plan formé par les 12 brins. Par ailleurs, les 

cylindres sont assemblés dans une conformation  tête-bêche, les deux sites actifs (un pour 

chaque hétérodimère) étant situés aux deux extrémités du tétramère (figure 8B).  

Chez l’Homme, onze caspases, comprenant les caspases 1 à 10 et la caspase 14, ont été 

identifiées (figure 9). D’autres caspases ont également été mises en évidence chez le bovin ou 

les rongeurs comme les caspases 11, 12 et 13. Les caspases peuvent être divisées en trois 

classes selon leurs fonctions et la présence d’un long ou d’un court prodomaine : les caspases 

avec un long prodomaine impliquées dans l’inflammation (classe I), les caspases initiatrices 

de l’apoptose possédant un long domaine N-terminal (classe II) et les caspases effectrices 

apoptotiques avec un petit prodomaine (classe III) (Thornberry, 1998 ; Riedl et Shi, 2004 ; 

Chowdhury et al., 2008 ; Li et Yuan, 2008 ; Sakamaki et Satou, 2009 ). La caspase 14 

n’appartient à aucune de ces 3 classes. En effet, elle présente une évolution, une expression et 

une fonction différente des autres caspases (Denecker et al., 2008). 

V.2.6.1 Les caspases de classe I 

 Elles sont au nombre de 6, les caspases 1, 4, 5, 11, 12 et 13. Elles font partie de la 

superfamille des « caspases inflammatoires ». A l’exception de la caspase 11, elles possèdent 

un prodomaine CARD. La caspase-1, la première identifiée, portait initialement le nom d’ICE 

pour « Interleukin (IL)-1β-converting enzyme ». Comme son nom l’indique, cette enzyme 

clive et active la cytokine IL-1β, une molécule responsable de la réponse inflammatoire chez 

les mammifères. L’activation des caspases 1 et 5 passe par la formation obligatoire d’un 

complexe cytosolique de 700 kDa, le « pyroptosome ». Cette structure est responsable de la 

réponse inflammatoire et, dans certains cas, d’un processus de mort appelé pyroptosis distinct 

de la mort cellulaire programmée. Ce processus particulier se produit en réponse à une 

infection par différents pathogènes viraux ou bactériens. Le « pyroptosome » correspond à 

l’assemblage des caspases avec la protéine ASC pour « Apoptosis-associated Speck-like 

protein containing a CARD» via leur domaine CARD. Dans certains cas, une protéine, la 

pyrine, est ajoutée. Elle interagit via son motif PYD avec celui de la protéine ASC. Il existe 

également un second complexe cytosolique, « l’inflammasome » (figure 10). Il correspond à 

un « pyroptosome » sur lequel se greffent des membres de la famille NLR pour « Nucleotide-

binding and oligomerization domain Leucine-rich Repeat » et qui varient selon les stimuli.  
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Figure 11 : Les complexes protéiques responsables de l'activation des caspases initiatrices. 
L’activation de la  caspase 2, la caspase 9 et la caspase 8 est réalisée par le PIDDosome (A), 
l’apoptosome (B) et le complexe DISC (C), respectivement. (A) Le PIDDosome contient 3 éléments, 
PIDD, RAIDD et la caspase 2. (B) L’apoptosome est composé de 7 molécules Apaf-1 (entourée en 
noir) liées à 7 molécules de cytochrome c (en bordeaux) en présence d’ATP. En dessous de 
l’apoptosome se trouve un anneau central formé par les domaines CARD (en vert), qui servira à la 
liaison de 7 procaspases 9 pour permettre leur activation. (C) Le complexe DISC est assemblé après 
liaison du ligand FasL à son récepteur de mort Fas qui permet le recrutement de la protéine FADD et 
des caspases 8 ou 10 (adapté de Bao et Shi, 2007). 
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V.2.6.2 Les caspases de classe II 

Ce deuxième groupe comprend les caspases 2, 8, 9 et 10 qui possèdent un long 

prodomaine dans lequel est présent soit un domaine CARD (caspases 2 et 9) soit un domaine 

DED (caspases 8 et 10). Ces protéases constituent les caspases initiatrices de l’apoptose. La 

caspase 2 joue un rôle important dans la perméabilité de la membrane mitochondriale et la 

libération de facteurs apoptotiques en réponse aux dommages à l’ADN. Elle est également 

activée dans la voie apoptotique extrinsèque qui fait intervenir les récepteurs de mort. 

L’activation de cette protéine nécessite, elle aussi, l’assemblage d’un complexe protéique 

d’environ 700 kDa appelé PIDDosome qui comprend la protéine adaptatrice RAIDD et la 

protéine PIDD (figure 11A). RAIDD possède un domaine CARD qui interagit avec le 

domaine CARD de la caspase 2 et un domaine DD permettant sa liaison à PIDD. 

 La caspase 8 est la caspase clé de la voie apoptotique extrinsèque. Elle devient active 

après formation du complexe DISC (cf. paragraphe II.2.6.6.1 voie extrinsèque ; figure 11C) et 

elle est régulée par la protéine c-FLIP. La caspase 10 présente une structure très similaire à 

celle de la caspase 8. Elle est clivée et activée de la même façon que cette dernière. Son rôle 

exact reste par contre encore incertain. 

La caspase 9 est la caspase initiatrice la plus étudiée et son rôle est primordial dans la 

mort cellulaire programmée impliquant la mitochondrie (cf paragraphe II.2.6.6.2 voie 

intrinsèque). Son activation passe  par la formation de l’apoptosome (figure 11B). 

V.2.6.3 Les caspase de classes III 

 Ce groupe est constitué des caspases présentant un court domaine N-terminal à savoir 

les caspases 3, 6 et 7. Elles sont appelées caspases effectrices ou exécutrices. Pour être 

actives, ces protéases doivent être clivées par d’autres caspases. La caspase 3 est la principale 

caspase effectrice. Elle clive la majorité des substrats de la cellule en cours d’apoptose. Elle 

est activée par les caspases initiatrices 8 et 9 des voies extrinsèque et intrinsèque. La caspase 7 

présente de nombreuses similitudes avec la caspase 3 tant sur le plan structural que 

fonctionnel ; elles ont donc les mêmes spécificités. Bien que possédant des ressemblances 

avec les caspases 3 et 7, la caspase 6 agit différemment. Ses cibles seraient réduites à un petit 

nombre dont la laminine A. Son importance dans l’apoptose semble donc limitée. 
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V.2.6.4 Les cibles des caspases 

 Dans les cellules subissant l’apoptose, les caspases ciblent deux types de substrats 

protéiques : des protéines régulatrices telles que la foldrine, la spectrine ou encore la β-

caténine (Saikumar et al., 1999) et des protéines structurales telles les protéines du 

cytosquelette comme l’actine et les kératines. Récemment, chez le poulet, la titine, la 

nébuline, la desmine et la troponine-T ont été montrées comme étant des cibles de la caspase 

3 (Huang et al., 2009). 

V.2.6.5 Fonction des caspases 

 Il existe deux processus principaux conduisant à la mort cellulaire : la nécrose et 

l’apoptose. L’apoptose est un processus de mort cellulaire programmée. Cela se traduit par 

une organisation de la destruction de la cellule et s’accompagne, entre autres, de changements 

morphologiques avec apparition de « corps »  apoptotiques au niveau de la membrane 

cellulaire. Ces bourgeons sont rapidement éliminés par phagocytose prévenant ainsi tout 

phénomène d’inflammation.  

De nombreuses enzymes sont impliquées dans ce mécanisme. Là où l’apoptose apparaît 

comme un processus organisé, la nécrose ne l’est pas. Les conséquences sont différentes. Au 

cours de la nécrose, un gonflement de la cellule et des mitochondries est observé suivi par une 

rupture de la membrane cellulaire. La libération du contenu cytoplasmique dans le tissu 

provoque une réaction inflammatoire. L’apoptose est considérée comme un suicide et la 

nécrose comme un homicide. 

L’apoptose est un processus s’opérant dans tous les types cellulaires, dont les tissus post-

mitotiques comme le muscle strié squelettique (Marzetti et Leeuwenburgh, 2006 ; Dupont-

Versteegden, 2006 ; Argilés et al., 2008). 

 

V.2.6.6 Voies de l’apoptose 

Plusieurs voies conduisant à l’apoptose ont été mises en évidence. Les principales sont 

les voies intrinsèque et extrinsèque (figure 12). Il existe également deux voies mineures qui 

font intervenir le réticulum endoplasmique et le granzyme B. Des revues récentes décrivent en 

détail ces différentes voies (Dlamini et al., 2004, Rupinder et al., 2007, Bao et Shi 2007 ; 

O’Brien et Kirby, 2008, Jeong et Seol, 2008 et Sakamaki et Satou 2009).
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V.2.6.6.1 Voie extrinsèque  

La voie extrinsèque est déclenchée par différents récepteurs de surface appelés 

« récepteurs de mort » après stimulation par des ligands « de mort ». Ces récepteurs vont alors 

activer la cascade des caspases pour aboutir au processus de mort programmée. Les différents 

récepteurs identifiés appartiennent à la superfamille des facteurs nécrosant des tumeurs 

(TNF). Fas, encore appelé Apo1 ou CD95, est le mieux caractérisé et son ligand spécifique est 

FasL (ou CD95L). Ces récepteurs contiennent également dans leur partie intracellulaire un 

domaine de mort (« Death Domain » ou DD). L’interaction du ligand avec son récepteur 

conduit à sa trimérisation avec un regroupement des domaines DD. Ceci permet alors la 

liaison de la protéine adaptatrice FADD à ces domaines. FADD va ensuite recruter la 

procaspase 8 via leur domaine commun DED. L’ensemble constitue le complexe d’induction 

du signal de mort (DISC). Après clivage, la caspase 8 active d’autres caspases et des protéines 

mitochondriales de la voie intrinsèque, ce qui conduit au phénomène d’apoptose. 

V.2.6.6.2 Voie intrinsèque 

 La voie intrinsèque est connue aussi sous le nom de voie mitochondriale. Une grande 

variété de stimuli apoptotiques comme par exemple des dommages de l’ADN, des radiations 

ultraviolettes ou la présence d’espèces de radicaux oxygénés conduisent à cette voie. Durant 

ce processus, des protéines pro-apoptotiques vont être libérées de la mitochondrie. Parmi 

celles-ci, on retrouve le cytochrome c, protéine située dans l’espace inter-membranaire 

mitochondrial impliquée dans la phosphorylation oxydative. Sept molécules de cytochrome c 

vont se complexer avec 7 protéines adaptatrices Apaf-1 « Apoptotic protease activating factor 

1 » et 7 molécules de procaspase 9 en présence de dATP. L’ensemble forme un complexe 

appelé l’apoptosome, d’environ 1,4 MDa. Le domaine CARD de Apaf-1 interagit avec le 

domaine CARD de la procaspase 9. Après clivage de son prodomaine, la caspase 9 induit 

l’apoptose. D’autres molécules sont également relâchées de la mitochondrie. Ces molécules 

favorisent l’apoptose (molécules anti-apoptotiques telles que Bcl-2, Bcl-w ou A-1) ou 

l’inhibent (molécules pro-apoptotiques comme Bid, Bim, Bax, Bmf, Bik ou Bak). Ces 

différentes protéines sont des membres de la superfamille de Bcl-2 « B-cell lymphoma-2 » et 

sont situées, pour la plupart, sur la membrane externe de la mitochondrie où
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Figure 12 : Représentation schématique des différentes voies de l’apoptose. 
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elles contrôlent la perméabilité de la membrane par la création de pores ou de canaux 

ioniques. Les pores formés permettent également la libération, dans le cytosol, de différentes 

protéines de l’espace inter-membranaire. C’est notamment le cas d’Endo G et d’AIF 

« Apoptosis-Inducing Factor » qui stimulent la fragmentation de l’ADN lors d’un mécanisme 

indépendant des caspases ou de Smac/DIABLO qui agit comme un inhibiteur des IAPs 

(Inhibitor of Apoptosis Proteins). 

Dans le cytoplasme, la protéine Bid, une fois tronquée par la caspase 8 provoque un 

changement de conformation du complexe Bax/Bak lui permettant ainsi de se lier à la 

membrane mitochondriale et de créer un pore facilitant la libération du cytochrome c dans le 

cytosol. La voie extrinsèque via la caspase 8 et la voie mitochondriale de l’apoptose sont alors 

déclenchées. 

En cas de dommage de l’ADN, le suppresseur de tumeur p53, facteur de transcription qui 

régule le cycle cellulaire, est capable de déclencher la voie intrinsèque mitochondriale. Cette 

protéine inhibe la synthèse de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 et stimule la synthèse de 

NOXA (PMAIP1 ou « Phorbol-12-Myristate-13-Acetate-Induced Protein 1 ») et de PUMA 

« p53 Upregulated Modulator of Apoptosis » qui activent ensuite, via Bax, la voie 

mitochondriale.  

V.2.6.6.3 Voie du Réticulum Endoplasmique (RE) 

Bien que située dans le cytoplasme, cette voie est indépendante de la voie 

mitochondriale. Elle survient lorsque le RE est altéré en cas, par exemple, de perturbations 

des niveaux calciques. Elle implique la procaspase 12. Normalement, cette procaspase est 

associée au récepteur TRAF2. En cas de stress, une dissociation s’opère et la procaspase 12, 

après son clivage par les calpaïnes, devient active. La caspase 12 va ensuite cliver la caspase 9 

qui, à son tour, active d’autres caspases déclenchant le processus apoptotique. Bien que cette 

voie soit indépendante de la mitochondrie, Morishima et al. (2002) ont montré que, chez la 

souris, la caspase 12 pouvait provoquer une libération du cytochrome c et donc initier la voie 

intrinsèque. Cependant chez l’Homme, ce ne serait pas la caspase 12 qui serait impliquée 

mais la caspase 4 (Hitomi et al., 2004). De plus, après sa fixation au RE, Bik stimule une fuite 

de calcium, du RE vers le cytosol. Cette augmentation de calcium active la protéine Drp1 

responsable de l’accumulation de calcium dans la mitochondrie. L’augmentation du taux 

calcique mitochondrial entraîne l’ouverture de pores, libérant ainsi du calcium mais aussi des 

protéines intervenant dans la cascade des caspases. 
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V.2.6.6.4 Voie du granzyme B 

 Le granzyme B est une protéase à sérine dont la structure tridimensionnelle rappelle 

celle de la cathepsine G. Elle possède une spécificité de substrat comparable à celle de la 

famille des caspases apoptotiques. Elle est ainsi capable de cliver les procaspases 3, 6, 7 et 9. 

Le granzyme B peut également cliver la protéine pro-apoptotique Bid au niveau du résidu 

aspartate 75, générant alors la protéine gt-Bid qui migrera vers la mitochondrie où elle pourra 

recruter Bax et ce, sans intervention des caspases.  

V.2.6.7 Apoptose et modifications post-mortem du muscle  

L’hypothèse de l’implication de l’apoptose dans les modifications post-mortem du 

muscle en viande a été proposée pour la première fois par Ouali et al. (2006). Elle a été émise 

à partir d’un constat simple : la mort de l’animal et l’exsanguination qui s’ensuit provoquent 

un manque d’oxygène et de nutriments. Le stress engendré va déclencher la mort cellulaire 

programmée. Ceci sous-entend que les récepteurs de mort intervenant dans la voie 

extrinsèque ne sont pas impliqués. De plus, aucun phénomène de nécrose post-mortem n’a été 

constaté dans le muscle squelettique bovin. Différentes constatations viennent appuyer cette 

hypothèse. En premier lieu, lors de la mort cellulaire programmée, une inversion de polarité 

est observée au niveau de la membrane cellulaire. Cette inversion provient du changement 

d’orientation de certains constituants de la membrane plasmique. La phosphatidylsérine, un 

composé acide, qui habituellement se trouve du côté cytosolique, se retrouve sur la face 

externe de la cellule. A l’inverse, la phosphatidylcholine et la phosphatidyléthanolamine, deux 

composés basiques, se retrouvent du côté cytosolique. Des translocases « scramblases », 

« flippases » et « floppases » sont responsables de l’ensemble de ces permutations. La 

présence de la phosphatidylcholine et de la phosphatidyléthanolamine permet de tamponner le 

milieu intracellulaire bloquant ainsi temporairement la chute de pH. Ceci expliquerait les 

différents paliers de diminution du pH observés par Ouali et al. (2006) sur du muscle 

longissimus d’animaux Charolais et des muscles de patte arrière d’agneaux, durant les dix 

premières heures suivant la mort de l’animal.  

In vitro, les caspases conservent encore 20 à 50% de leur activité à un pH compris entre 5 et 6 

(Stennicke et Salvensen, 1997). Ainsi, les caspases peuvent encore agir dans le muscle post-

mortem durant les phases de rigor mortis et de maturation. L’étude de Pulford et al. (2009) a 

confirmé le déclenchement de l’apoptose à la mort de l’animal. Ces auteurs ont montré, chez 

des animaux présentant un faible pHu, que l’activité des caspases 3 et 7 était plus élevée 
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suggèrant un taux d’apoptose plus important. Par ailleurs, le taux d’activité de la caspase 9 est 

deux fois plus élevé que celui de la caspase 8, indiquant que la voie intrinsèque est privilégiée 

quelque soit le pHu.  

Le taux de calcium augmente durant l’installation de l’étape de rigor mortis. Cette 

augmentation est consécutive au relargage du calcium du réticulum endoplasmique des 

cellules musculaires striées squelettiques (aussi appelé réticulum sarcoplasmique). Cette 

augmentation du taux calcique permet de déclencher l’apoptose via la voie mitochondriale, 

d’activer la caspase 12, qui se trouve sur la face externe du réticulum endoplasmique, qui 

active, à son tour, les caspases effectrices. De plus, l’augmentation du taux de calcium 

pourrait être responsable de l’exposition de la phosphatidylsérine sur la face externe de la 

membrane via l’activation des scramblases (Zwaal et al., 2005).  

Le déclenchement de l’apoptose via la voie mitochondriale provoque un arrêt de la chaîne 

respiratoire et donc une perturbation du potentiel redox. Les molécules d’oxygène présentes 

se transforment en radicaux d’espèces oxygénés (ROS). Cette production augmentée de ROS 

et la perturbation de l’homéostasie du potentiel redox peuvent provoquer la réduction de 

groupement thiol des protéines constitutives du pore mitochondrial et leur activation 

conduisant à la perméabilisation du pore mitochondrial (Crompton, 1999). De plus, dans des 

carcinomes de colon, les ROS peuvent provoquer des changements de conformation de 

protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2, comme Bax, facilitant la formation de pores 

dans la mitochondrie (Kim et al., 2004). Stennicke et Salvesen (1999) ont montré que les 

ROS pouvaient inhiber les caspases par l’oxydation des résidus cystéine. Cependant, il a été 

montré que le protéasome 20S était fortement impliqué dans la reconnaissance et la 

dégradation des protéines oxydées (Davies, 2001). La production de ROS va également 

augmenter celle d’une famille de lipides, les céramides (Quillet-Mary et al., 1997). Cette 

augmentation de céramides va activer les scramblases, facilitant l’externalisation du 

phosphatidylsérine (Lang et al., 2005). 

Les enzymes lysosomales interviennent également dans l’apoptose. En effet, dans le muscle 

post-mortem, les membranes des lysosomes sont fragilisées et les enzymes libérées, 

notamment les cathepsines B, L et D (Turk et al., 2001). Ainsi, dans les cellules HeLa, la 

cathepsine D est capable d’activer différentes protéines des voies apoptotiques. Elle peut  

cliver les procaspases 9 et 3 et ainsi les activer. De même, elle facilite la libération du 

cytochrome c dans le milieu cytosolique activant les protéines Bid (qui devient t-Bid) et Bax. 

La procathepsine D, contenue dans les endosomes, est clivée par les céramides qui assurent 

également sa libération dans le cytosol (Heinrich et al., 2004). 
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Il a été montré que les animaux ayant un comportement « excité », c’est-à-dire stressé, 

présentent une viande plus dure que des animaux au comportement calme (Voisinet et al., 

1997 ; King et al., 2006). Pour empêcher que ce stress n’induise le phénomène d’apoptose, la 

cellule peut activer des protéines de choc thermique, les HSPs pour « Heat Shock Proteins ». 

Ce sont des acteurs négatifs dans l’établissement de l’apoptose. Leur action freinerait la mise 

en place de ce mécanisme, ce qui, pour certains auteurs, expliquerait pourquoi les animaux 

stressés présentent une viande plus dure. Les travaux de Bernard et al. (2007) ont montré une 

corrélation positive entre une meilleure tendreté et les niveaux transcriptionnels bas des gènes 

DNAJA1 et HSPB1 codant les protéines Hsp40 et Hsp27, respectivement. Cependant, une 

telle corrélation n’est pas toujours aussi bien établie. Dans l’étude de Morzel et al. (2008), une 

augmentation de la quantité de Hsp27 a été observée dans les viandes les plus tendres. De 

plus, chez le porc, aucune relation n’a pu être mise en évidence entre la tendreté de la viande 

et la protéine Hsp70 (van Laack et al., 1993). 

Par contre, des changements dans l’activité des caspases 3 et 7 se sont révélés être associés 

positivement avec le développement d’une viande plus tendre (Kemp et al., 2006). Le fort 

niveau d’activité de la caspase 9 retrouvé dans les premières heures suivant l’abattage indique 

que, là aussi, la voie intrinsèque est privilégiée. Enfin, l’étude de Underwood et al. (2008) a 

montré une augmentation de l’activité de la caspase 3 durant la première heure post-mortem 

dans le muscle longissimus thoracis bovin. Cependant, les auteurs n’ont pas trouvé de 

variation d’activité de cette caspase 3 entre des viandes caractérisées par une forte ou une 

faible force de cisaillement, ce qui ne remet tout de même pas en cause l’existence d’un 

phénomène apoptotique juste après l’abattage des animaux.  
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VI. Les inhibiteurs de protéases 

 L’action des protéases est soumise à une régulation qui module leur activité. Il existe 

différents types d’inhibiteurs, de nature protéique, spécifiques d’un type de protéases. 

Cependant, dans certains cas, un même inhibiteur peut agir sur des protéases de classes 

différentes. L’association enzyme/inhibiteur constitue alors un système protéolytique. Le taux 

d’inhibiteur protéasique musculaire influence la maturation post-mortem: plus l’inhibition est 

importante et moins la protéolyse des structures myofibrillaires est observée. En fait, c’est le 

rapport enzyme/inhibiteur qui conditionne le degré d’attendrissage d’une viande.  

VI.1 Les inhibiteurs du protéasome 

 Un des mécanismes d’inhibition du protéasome 20S fait intervenir des molécules qui 

interagissent avec les sous-unités α du protéasome et qui interfèrent donc avec le pore. Dans 

d’autres cas, ce sont des inhibiteurs qui modifient le domaine catalytique N-terminal des 

résidus thréonine. Ces inhibiteurs sont naturels, comme l’époxomicine purifiée des 

Actinomycetes, ou synthétiques. Les peptides synthétiques ayant une fonction aldéhyde, 

comme le MG132, ou une fonction boronique, comme le bortezomib, forment une liaison 

covalente hémicétale réversible avec le groupe hydroxyle de la thréonine du site actif (figure 

13). Ces peptides sont capables d’inhiber les protéases à sérine et cystéine. Les peptides 

synthétiques YLVS et NLVS contiennent une fonction vinyl sulfone qui forme une liaison 

covalente avec le domaine thréonine. L’époxomycine est un inhibiteur fort du protéasome qui 

forme une structure de type morpholine c’est-à-dire un hétérocycle saturé porteur d'une 

fonction éther et d'une fonction amine secondaire bloquant ainsi l’accès au pore. Les 

molécules de la famille des TMC-95s d’Apiospora montagnei se fixent au site actif de façon 

non covalente et sont stabilisées en formant un réseau de liaisons hydrogènes avec des résidus 

de la poche du substrat (Meiners et al., 2007).  

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 13 : Inhibition de la thréonine du site actif du protéasome par le MG132. La fonction aldéhyde 
de l’inhibiteur synthétique permet la formation d’une liaison hémicétale réversible avec le site actif.  
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VI.2 Les cystatines, inhibiteurs des cathepsines 

 Les cystatines constituent un groupe important de protéines homologues endogènes 

qui agissent comme des inhibiteurs réversibles de protéases à cystéine de type papaïne qui 

appartient aux enzymes de la famille C1 (Rawlings et Barrett, 1990 ; Turk et Bode, 1991 ; 

Bobek et Levine, 1992). Elles sont divisées en 3 familles distinctes (Turk et Bode, 1991). Les 

stefines constituent la première famille et comprend notamment les cystatines A et B. Ce sont 

des polypeptides intracellulaires, non glycosylés d’environ 100 acides aminés qui ne 

possèdent pas de pont disulfure. Les protéines, appartenant à la deuxième famille, appelées les 

cystatines, d’environ 120 résidus, sont caractérisées par la présence de deux ponts disulfures 

conservés en partie C-terminale et d’un peptide signal permettant leur sécrétion. On distingue 

les cystatines C, D, E/M, F, S, SN, SA. La troisième famille, les kininogènes, est constituée 

de protéines plasmatiques multifonctionnelles dont la taille varie de 60 à 120 kDa. Elles 

contiennent 8 ponts disulfures localisés dans 3 domaines cystatines dont 2 possèdent une 

activité inhibitrice. Cette famille se divise en 3 classes qui diffèrent selon leur masse 

moléculaire des protéines et leurs cibles. On retrouve ainsi les kininogènes de faible poids 

moléculaire (L-kininogène), les kininogènes de haut poids moléculaire (H-kininogène) et les 

kininogènes-T. Toutes les cystatines inhibent les protéases à cystéine telles que la papaïne et 

les enzymes lysosomales telles que les cathepsines B, H ou L. De plus, certaines kininogènes 

peuvent inhiber les calpaïnes.  

Koohmaraie et al. (1991a) ont remarqué qu’entre le bovin, l’agneau et le porc, le taux de 

cystatines est plus élevé chez ce dernier et que, parmi ces trois espèces, le porc présente 

également la plus faible diminution de la force de cisaillement durant la maturation. Chez le 

bovin, différents inhibiteurs de faibles poids moléculaires de protéases à cystéine de type 

cathepsine ont été purifiés (Ouali et al., 1995 ; Berri et al., 1998 ; Bige et al., 1985). Les 

cystatines semblent jouer un rôle important car une corrélation négative entre le taux de ces 

inhibiteurs et la tendreté de la viande a été constatée (Shackelford et al., 1991b). Zeece et al. 

(1992) ont, quant à eux, montré une augmentation de l’activité inhibitrice dans le muscle 

pectoral de poulet avec un pic à 24 heures post-mortem, ce qui suggère un rôle de ces 

inhibiteurs dans la maturation post-mortem du muscle en viande chez cet animal. 
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VI.3 Les inhibiteurs endogènes des métalloprotéinases 
 
 Il existe deux types d’inhibiteurs des MMPs, l’α2-macroglobuline et les inhibiteurs 

tissulaires des métalloprotéinases (TIMPs pour « Tissue Inhibitor of MetalloProteinases »). 

L’α2-macroglobuline humaine est une glycoprotéine homotétramérique d’environ 720 kDa. 

Elle est retrouvée dans les fluides et le sang où elle régule principalement l’activité des 

MMPs. La macroglobuline forme un complexe avec sa cible qui est endocyté via le récepteur 

LRP-1 (« Low density lipoprotein Receptor-related Protein-1-mediated ») afin d’être dégradé 

(Strickland et al., 1990). Chez l’Homme, les TIMPs, découverts dans des fibroblastes de 

tendon et de peau en culture, ont été initialement identifiés comme des inhibiteurs de 

collagénase (Vater et al., 1979 ; Welgus et al., 1979). Chez l’Homme et le bovin, 4 TIMPs (1 

à 4) ont été mis en évidence. Ce sont des protéines homologues de 180 à 190 résidus. Seuls 

les TIMP1 et TIMP3 sont glycosylés, leur masse variant de 20 à 30 kDa. Ces protéines sont 

organisées en 2 grands domaines N et C terminaux, chacun possédant 6 résidus cystéine 

formant 3 ponts disulfures dans le cas de TIMP1 (Williamson et al., 1990). Le domaine N-

terminal semble par ailleurs être suffisant pour l’inhibition (Murphy et al., 1991). L’analyse 

cristallographique du complexe TIMP-1/MMP-3 a permis de mieux cerner le mécanisme 

d’inhibition (Gomis-Rüth et al., 1997, figure 14).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 14 : Structure du complexe MMP-13 (en bleu) et TIMP-2 (en vert). Les atomes de zinc et de 
calcium sont en rouge et gris, respectivement. En blanc et jaune sont représentés les résidus (cystéine 
1 et sérine 2, cystéine 3 et sérine 4, respectivement) s’insérant dans le site actif de la métalloprotéase. 
Les deux groupements amine et carboxyle sont en cyan et violet, respectivement. Les pointillés 
correspondent aux ponts disulfures entre les cystéines 1-127 et 3-97 (PDB 2E2D).  
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Figure 15 : La calpastatine bovine. (A) le gène de la calpastatine est constitué de 30 exons. Les 
différents sites de début de transcription sont symbolisés par une flèche et les codons d’initiation ATG 
et de terminaison de la traduction TAA sont indiqués. (B) la calpastatine bovine contient 6 domaines, 
XL, L, I, II, III et IV. Dans les 4 derniers domaines, on trouve 3 sous-domaines (A, B et C) 
indispensables à l’activité inhibitrice. Les astérisques situés dans le domaine XL correspondent aux 3 
sites de phosphorylation de la calpastatine (d’après Raynaud et al., 2005).  

XL L I II III IV 
A B C A B C A B C A B C

*** 

1xa 1xb 1y 1z 1u 2 3 8 9 14T 15 14 29 30 28 
ATG ATG ATG ATG TAA 
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L’extrémité N-terminale de TIMP1, stabilisée par la formation d’un pont disulfure entre les 

résidus cystéines 1 et 70,  s’insère dans le site actif de MMP-3. Les groupements amine et 

carbonyle de la cystéine 1 vont chasser la molécule d’eau liée à l’atome de zinc, et nécessaire 

à la catalyse, bloquant alors toute réaction enzymatique. Dans le cas du complexe 

collagénase-3 (MMP-13)/TIMP-2, on note le même mécanisme d’insertion d’un segment 

dans le site catalytique de la métalloprotéinase. Les déformations occasionnées provoquent 

cependant une légère rotation de l’inhibiteur, d’environ 20° (figure 14). Ceci semble suggérer 

qu’en fonction de la cible protéasique, l’orientation de l’insertion du fragment N-terminal de 

l’inhibiteur va varier, ce qui déterminera le positionnement de cet inhibiteur vis-à-vis de la 

protéase (Maskos et al., 2007). 

 

VI.4 La calpastatine, inhibiteur des calpaïnes 

 La calpastatine (codée par le gène CAST) est l’inhibiteur réversible spécifique des 

calpaïnes ubiquitaires 1 et 2 (Maki et al., 1988).  Il existe différentes isoformes dont la taille 

varie de 65 kDa à plus de 172 kDa et divisées en 2 sous-groupes : le type court de 65 à 70 

kDa et le type long de 107 à 170 kDa. Ces isoformes sont traduites à partir de différents 

transcrits, dont  l’extrémité 5’ varie. L’expression du gène CAST est complexe. Il est sous la 

dépendance de plusieurs promoteurs qui génèrent différents transcrits soumis à des épissages 

alternatifs. Quatre transcrits ont été identifiés chez le bovin, dont un spécifique du testicule 

(Raynaud et al., 2005). La protéine bovine est constituée de 4 domaines inhibiteurs 

homologues situés en position C-terminale, un domaine non-inhibiteur L (pour « Leader »), 

dont la fonction n’est pas clairement établie, et un domaine XL du côté N-terminal possédant 

3 sites de phosphorylation (figure 15). Ce dernier domaine est spécifique du bovin, il est codé 

par 5 exons appelés 1xa, 1xb, 1y, 1z et 1u (Cong et al., 1998). A l’intérieur de chaque 

domaine I, II III et IV se trouvent 3 sous-domaines A, B et C nécessaires à l’activité 

inhibitrice calcium dépendante. (Cottin et al., 1981). Chacun de ces sous-domaines se fixe sur 

un domaine spécifique de la calpaïne. Ainsi, les sous-domaines A et C se fixent 

respectivement aux domaines IV, VI et le sous-domaine B dans une zone au voisinage du site 

actif. La calpastatine peut potentiellement inhiber 4 molécules de calpaïnes (Goll et al., 2003). 

La structure cristallographique du complexe formé entre la calpaïne 2 et les résidus 134 à 219  

du domaine I de la calpastatine a permis de mieux appréhender le mécanisme d’action de cet 

inhibiteur (Moldoveanu et al., 2008 ; figure 16). 
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Figure 16 : Représentation tridimensionnelle en sphères (A) et en ruban (B) du complexe m-calpaïne 
ayant fixé les ions calcium et la calpastatine. Seuls les sous-domaines, en hélice rouge, avec les 
résidus les délimitant sont affichés ; le reste du domaine est représenté en pointillé rouge. Les sous-
domaines A et C se lient aux domaines VI et IV (DIV et DVI, respectivement) en formant une hélice. 
Le sous-domaine B se répartir sur les domaines DI, DII et DIII. Il bloque le site actif en formant une 
boucle afin d’éviter son clivage. Le reste du sous-domaine interagit avec le domaine DIII par des 
liaisons hydrophobes afin de stabiliser l’ensemble. Les ions calcium sont représentés par des sphères 
violettes (d’après Moldoveanu et al., 2008). 
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Après leur fixation aux régions « EF-hand » (et après fixation du calcium) des domaines IV et 

VI de la calpaïne, les sous-domaines A et C adoptent une structure en hélice amphipathique. 

Le sous-domaine B s’associe aux domaines I à III pour obstruer le site catalytique de la 

calpaïne. Plus précisément, le sous-domaine B s’ancre de part et d’autre de la cystéine du site 

actif sans être clivé par cette dernière et en formant une boucle. Cependant, d’après Doumit et 

Koohmaraie (1999), dans le muscle post-mortem, la calpastatine serait dégradée par les 

calpaïnes. Cette observation est contredite par l’étude cristallographique. La calpastatine 

pourrait donc être dégradée par un autre type de protéases comme les caspases. De 

nombreuses études ont montré que la calpastatine est un régulateur de la tendreté (Morton et 

al., 1999). Chez l’agneau callipyge, le fort taux de calpastatine provoque une diminution 

importante de la vitesse et de l’étendue de la protéolyse post-mortem (Koohmaraie et al., 

1995 ; Geesink et Koohmaraie, 1999b). L’administration, à des veaux, d’agonistes β-

adrénergiques provoque une augmentation de la force de cisaillement. Cette augmentation 

serait liée au taux de calpastatine plus élevé chez ces animaux que chez des animaux non 

traités. Le même constat a été fait chez des agneaux châtrés avec un autre agoniste, le L-

644,969 (Koohmaraie et al., 1991b ; Garssen et al., 1995). Par ailleurs, une corrélation 

positive a été établie entre la calpastatine et la force de cisaillement chez des bovins 

hypermusclés de race Blanc Bleu Belge (Steen et al., 1997). De plus, des vitesses de 

protéolyse variables sont observées chez des espèces différentes bovine, ovine ou porcine 

mais aussi au sein d’une même espèce, comme chez les races Bos taurus et Bos indicus. Dans 

tous les cas, une diminution de la vitesse de protéolyse est corrélée à une augmentation de 

l’activité de la calpastatine (Ouali et Talmant, 1990 ; Whipple et al., 1990 ; Koohmaraie et al., 

1991a ; Shackelford et al., 1991a ; Ibrahim et al., 2008). 

De plus, des souris transgéniques surexprimant le gène de la calpastatine humaine présentent 

une forte réduction de la lyse des protéines musculaires (Kent et al., 2004). Shackelford et al. 

(1994) ont montré une corrélation phénotypique et génétique positive entre l’activité de la 

calpastatine bovine musculaire 24 heures après abattage et la force de cisaillement lors du 

conditionnement, qui expliquerait jusqu’à 40% des variations observées entre les races 

testées. Chez le porc également, un taux protéique et une activité élevée de la calpastatine sont 

associées à une augmentation de la dureté de la viande (Sensky et al., 1996 ; Parr et al., 

1999).  
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VI.5 Les inhibiteurs de caspases  

Les facteurs anti-apoptotiques les plus étudiés sont les membres de la famille Bcl-2. 

Cependant, d’autres régulateurs existent dont ceux qui modulent l’activité des caspases.  

 VI.5.1 Les IAPs, pour Inhibitors of Apoptosis Proteins  

Les IAPs représentent un groupe de protéines cytosoliques, structuralement très 

proches, capable d’inhiber les caspases. Ils ont été identifiés, pour la première fois, chez les 

baculovirus. Cependant, ils sont également présents chez la drosophile et les mammifères. 

Chez ces derniers, 8 IAPs ont été caractérisés : XIAP, c-IAP1, c-IAP2, ML-IAP/Livin, ILP2, 

NAIP, Bruce/Apollon et Survivin, et uniquement 2 chez la drosophile : Diap1et Diap2. Parmi 

ces IAPs, c-IAP1, c-IAP2, NAIP et XIAP sont capables d’inhiber les caspases 3 et 7 alors que 

seul XIAP inhibe la caspase 9 (Kumar, 2007). Les IAPs sont caractérisés par la présence de 

domaines BIR pour « Baculovirus IAP Repeat » qui sont des domaines de fixation du zinc 

d’environ 80 acides aminés. XIAP, c-IAP1 et c-IAP2 possèdent 3 domaines BIR qui assurent 

des fonctions distinctes. Pour XIAP, le troisième domaine répété, BIR3, intervient dans 

l’inhibition de la caspase 9, alors que la région située entre BIR1 et BIR2 leur permet 

d’inhiber les caspases 3 et 7. XIAP utilise donc 2 mécanismes pour inhiber ces trois caspases. 

Lorsque la voie apoptotique intrinsèque est activée, la protéine Smac/DIABLO sort de la 

mitochondrie et inactive XIAP par inhibition compétitive, en mimant un tétrapeptide porté par 

la caspase 9, cible de XIAP (Hinds et al., 1999 ; Shi, 2002 ; O’Riordan et al., 2008).  

VI.5.2 Les autres inhibiteurs des caspases 

Les baculovirus sont de gros virus à ADN double brin qui induisent l’apoptose chez 

les insectes. Afin d’empêcher la mort de la cellule infectée, le baculovirus a synthétisé, en 

plus des IAPs, deux protéines, P35 et P49. P35 est capable d’inhiber les caspases effectrices 

alors que P49 inhibe à la fois les caspases initiatrices et effectrices. P49 agit sous forme 

d’homodimère alors que P35 fonctionne sous forme monomérique (Bump et al., 1995 ; 

Lannan et al., 2007 ; Guy et Friesen, 2008). P35 inhibe la caspase 8 après formation d’un 

complexe covalent, comme cela a été observé pour les serpines vis-à-vis de leurs cible (Xu et 

al., 2001). Dans le virus cowpox, la serpine CrmA pour « Cytokine response modifier A » 

inhibe les caspases 1 et 8 et, dans une moindre mesure, les caspases 3 et 6 (Dobó et al., 2006 ; 

Zhou et al., 1997). Chez la souris atteinte d’emphysème, les études réalisées, in vitro et in 

vivo, sur l’α1-antitrypsine ont montré que cette serpine, en se fixant de façon non covalente à  
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la caspase 3, était capable de l’inhiber. Elle empêche donc l’apoptose des cellules 

endothéliales de poumon (Petrache et al., 2006). Enfin, l’inhibiteur de protéinase 9 (PI9), une 

serpine placentaire, est capable, in vitro, d’inhiber les caspases 1, 4 et 8 mais pas la caspase 3 

(Annand et al., 1999). Cet inhibiteur a pour particularité de posséder un résidu glutamate à la 

place du résidu aspartate dans le site de reconnaissance et de clivage des caspases ; toutefois, 

il inhibe plus efficacement les caspases lorsque ce résidu glutamate est remplacé par un résidu 

aspartate (Bird et al., 1998).  
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Tableau VII : Les inhibiteurs de protéases à sérine. 
 

Nom de la famille Numéro de la famille dans la base MEROPS 

Type Kunitz I3 

Type Kazal I1 

Type Soybean I3 

Type SSI (Streptomyces Substilisin Inhibitor) I16 

Type Potato Inhibitor 1 I13 

Type Potato Inhibitor 2 I20-I13 

Chelonianin (Mucous proteinase inhibitor) I1-I17 

Type Bowman-Birk I12 

Serpines I4 

Hirudine I14 

Tableau VIII : Les clades des serpines. 
 

Lettre du Clade Nom du Clade*  

A  Inhibiteur de l’α1-proteinase, α1-antitrypsine ou A1AT (SERPINA1) 

B  Ovalbumine (SERPINB1) 

C  Antithrombine III ou ATIII (SERPINC1) 

D  Héparine Cofacteur II ou HCII (SERPIND1) 

E  Inhibiteur de l’Activateur du Plasminogène 1 ou PAI-1 (SERPINE1) 

F  α2-antiplasmine ou α2-AP (SERPINF2) 

G  Inhibiteur du facteur C1 du complément (SERPING1) 

H  Heat Shock Protein 47 ou HSP47 (SERPINH1) 

I  Neuroserpine (SERPINI1) 

J  Limule 

K  Insecte 

L  Nématode 

M  Schistosome 

N  Protéines virales de type SPI1-2 

O  Protéines virales de type SPI1-3 

P  Plantes 

* souvent le clade porte le même nom que son premier membre  
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VII. Les inhibiteurs de protéases à sérine 

VII.1 Classification 

 Les inhibiteurs de protéases à sérine ont été d’abord étudiés dans le plasma sanguin 

(Travis et Salvesen, 1983) avant de l’être dans d’autres tissus ou organismes. Ainsi, les 

inhibiteurs de protéases à sérine sont répartis en 10 familles issues du nom du découvreur ou 

du nom du premier inhibiteur décrit. Parfois, dans la base MEROPS, les membres de ces 

familles sont parfois dissociés ou regroupés en deux familles (tableau VII).  

VII.2 Les serpines 

 Les serpines, acronyme pour « serine protease inhibitors », constituent la plus grande 

famille d’inhibiteurs de protéases à sérine. Selon la base MEROPS, les serpines font partie de 

la famille d’inhibiteur I4 (Rawlings et al., 2004a, b). A ce jour, plus de 1500 serpines ont été 

dénombrées. A l’instar des protéases à sérine, les serpines sont retrouvées chez les eucaryotes, 

les procaryotes, les virus et plus récemment chez les champignons (Steenbakkers et al., 2008). 

En se basant sur leurs homologies de séquence, les serpines ont été initialement divisées en 

deux groupes, les ov-serpines intracellulaires, homologues à l’ovalbumine de poulet et les 

serpines extracellulaires. Par analyse phylogénétique, Irving et al. (2000) ont classé les 

serpines en 16 clades (de A à P). Ceci a permis de définir la nomenclature aujourd’hui usitée 

et s’écrivant sous la forme SERPINXy, X correspondant au clade et y indiquant le nombre au 

sein de ce clade (tableau VIII, Silverman et al., 2001). Chez l’Homme, environ 40 serpines 

ont été répertoriées dont la majorité appartient aux clades A ou B (Gettins, 2002a). Chez les 

vertébrés, une analyse phylogénétique, réalisée à partir de 110 séquences de serpines, et 

s’appuyant sur les séquences protéiques et l’organisation structurale de leur gène, a confirmé 

la répartition en 6 groupes : ovalbumine, α1-antitrypsine, neuroserpine, α2-antiplasmine, 

antithrombine III et HSP47 (Ragg et al., 2001). Seul le groupe de l’ovalbumine a été scindé 

en 2 sous-groupes, les exons 3 et 4 n’en formant plus qu’un seul dans le deuxième sous-

groupe (Atchley et al., 2001). Enfin, aucune preuve n’existe concernant un transfert 

horizontal des gènes de serpines. Il s’agirait de protéines anciennes dont la plupart des 

procaryotes auraient perdu l’usage (Roberts et al., 2004). 
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Figure 17 : Rôles biologiques des serpines (d’après Potempa et al., 1994) 
 

 

 

 

 

 
Figure 18 : Représentation tridimensionnelle d’une serpine native vue de l’avant (à gauche) et vue de 
l’arrière (à droite). Les brins des feuillets β A (sA), B (sB) et C (sC) sont colorés en rouge, bleu et 
vert, respectivement. Les 9 hélices A à J (hA à hJ) sont en jaune. (Gettins, 2002a). 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Représentation structurale des conformations δ (A), latente (B), clivée (C) et polymérique 
(D). Dans la conformation δ, le RCL (en bleu) est partiellement inséré dans le feuillet β A (en rouge). 
La forme latente présente un RCL inséré dans le feuillet β sans avoir subi de clivage. Dans la forme 
clivée, la serpine présente la même conformation que dans la forme latente avec un RCL clivé. La 
forme polymérique (D) est une répétition d’unités dans laquelle le RCL d’un monomère d’une serpine 
est retrouvé dans le feuillet β d’une autre serpine (Gettins, 2002a).  
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VII.3 Fonctions biologiques des serpines 

Les serpines sont impliquées dans un très grand nombre de fonctions biologiques 

(figure 17, Potempa et al., 1994). Chez l’Homme, la plupart d’entre elles inhibent leur 

protéase cible (van Gent et al., 2003). Parmi les serpines inhibitrices, la SERPINA4 (PI4) est 

un inhibiteur de la kallikréine qui participe à la modulation de la réponse inflammatoire, la 

SERPINF2 (α2-antiplasmine) intervient lors de la fibrinolyse, la SERPINC1 (antithrombine 

III) régule la coagulation sanguine et la SERPINB10 intervient dans la condensation de la 

chromatine (MENT ; Irving et al., 2002). Cependant, certaines serpines sont non inhibitrices ; 

la SERPINA8, par exemple, est une globuline fixant le cortisol qui intervient dans le transport 

d’hormones. Chez les virus, elles semblent impliquées dans l’inhibition de l’apoptose. C’est le 

cas de CrmA (« Cytokine response modifier A ») précédemment décrite. Chez la drosophile, 

une serpine (Spn27A) participe à la formation de l’axe dorso-ventral lors du développement 

larvaire (Ligoxygakis et al., 2004). Chez les plantes, bien que des serpines aient été identifiées 

leurs rôles exacts restent encore incertains ; la serpine CmPS de potiron semble réguler la 

réponse immunitaire après infection parasitaire (Yoo et al., 2000). Enfin, chez les procaryotes, 

leurs cibles et leurs fonctions biologiques restent à approfondir.  

VII.4 Structure des serpines 
 

Les serpines sont des protéines N-glycosylées et/ou phosphorylées constituées de 350 

à 500 résidus. Si leur composition en acides aminés diffère, elles conservent toutes, et de 

façon remarquable, une même structure tridimensionnelle. Ainsi, une serpine est constituée de 

3 feuillets β (A, B et C), le feuillet A étant composé uniquement de 5 brins, et de 8 ou 9 

hélices α (hA à hI) (figure 18). Elles possèdent, à leur extrémité C-terminale, une séquence 

mobile d’environ 20 résidus reconnue par la protéase cible et appelée RCL, pour « Reactive 

Center Loop » ou RSL pour « Reactive Site Loop ». Cette conformation native ou « stressée, 

S » est très instable sur le plan thermodynamique. Lorsque la protéase se fixe sur le 

RCL, celui-ci s’insert dans le feuillet β A, formant ainsi le quatrième brin (s4A). La serpine 

adopte alors une conformation « relaxée, R » beaucoup plus stable, le gain d’enthalpie libre 

ΔG pouvant atteindre -32,2 kcal/mol (Im et al., 2000). Des études cristallographiques ont 

montré que les serpines peuvent adopter d’autres conformations : latente, clivée, δ et 

polymérisée (figure 19, Whisstock et al., 1998 ; Dafforn et al., 2004 ; Marszal et Shrake, 

2006). La forme latente est une forme non clivée dans laquelle le RCL vient s’insérer dans le 

feuillet β de la serpine. L’existence d’une telle structure a permis de montrer la capacité du  
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Figure 20 : Représentation schématique de l’équilibre dynamique de la thyroglobuline s’opérant entre la liaison 
et la libération de la thyroxine. La structure de la TBG non liée à l’hormone (à gauche) est basée sur la 
conformation δ de l’α1-antichymotrypsine. On observe une insertion partielle du RCL dans le feuillet β A. Le 
résidu P14 (sphères verte et rouge) montre la déformation subie par le RCL qui ressort lors de la fixation de 
l’hormone (à droite). D’après Zhou et al. (2006). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Mécanisme d’action des serpines transporteuses d’hormones CBG et TBG (adapté de Zhou et al., 
2008). Lors d’une lésion, un échauffement local se produit ce qui va provoquer l’ouverture du feuillet A, la 
déstructuration de l’hélice hD (vert) et l’insertion partielle du RCL (bleu). Il s’ensuit alors la libération du 
cortisol. L’importance de l’insertion du RCL va définir l’affinité de le serpine pour l’hormone. Un équilibre 
dynamique s’opère entre les différentes formes. Lors du clivage protéolytique, la serpine adopte une 
conformation relaxée irréversible avec une affinité pour l’hormone très faible. Les premiers stades sont à 
l’équilibre tandis que le dernier est définitif. 
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RCL à venir s’insérer dans le feuillet β A. La serpine circulante PAI-1 adopte cette 

conformation de façon spontanée, ce qui prolonge sa demi-vie (Mushunje et al., 2004). La 

forme clivée est une forme latente dans laquelle seule la partie clivée du RCL s’insère dans le 

feuillet βA. Dans la conformation δ, un fragment du RCL s’insère à une extrémité du feuillet 

βA et un fragment de l’hélice F s’insère à l’autre extrémité. Cette conformation a été 

retrouvée dans un variant de l’α1-antichymotrypsine (Gooptu et al., 2000). Le conformère δ 

peut ainsi être considéré comme un intermédiaire entre les formes native et latente. Enfin, la 

forme polymérisée correspond à un enchaînement de plusieurs molécules de serpines dans 

lequel le RCL d’un monomère est complètement inséré dans le feuillet β A du monomère 

suivant. Cette structure est rencontrée pour un mutant de l’α1-antitrypsine (Seyama et al., 

1991). 

Les serpines, transporteuses d’hormones, illustrent de façon remarquable les changements 

conformationnels adoptés par ces protéines (figure 20). La thyroxine (T4 ou 

tétraiodothyronine) et les corticoïdes sont des hormones transportées dans le sang et libérées 

dans les tissus par la thyroxine-binding globulin (TBG) et la transcortine (CBG), deux 

serpines non inhibitrices. L’analyse cristallographique de ces deux protéines a permis de 

mieux comprendre leur fonctionnement. Pour exemple, lors de la capture de l’hormone, la 

serpine TBG adopte une conformation δ partielle dans laquelle seuls deux résidus du RCL 

sont insérés dans le feuillet β A. Pour permettre la libération de l’hormone, la serpine adopte 

une conformation δ dans laquelle les 4 résidus du RCL sont insérés dans le feuillet β A (figure 

20). Ainsi, les auteurs suggèrent que l’équilibre dynamique, existant entre la forme 

partiellement insérée et la conformation δ, est lié à la capture ou à la libération de la thyroxine 

(Zhou et al., 2006). De manière mécanistique (figure 21), l’affinité pour l’hormone est 

maximale lorsque le RCL n’est pas inséré dans le feuillet βA et quand l’hélice hD n’est pas 

débobinée. En cas d’insertion partielle du RCL, accompagnée d’une distorsion de l’hélice hD, 

l’affinité de la serpine pour l’hormone diminue (état intermédiaire). Plus le RCL s’insère, plus 

l’affinité diminue. Lorsque l’insertion est complète, après clivage protéolytique de la serpine, 

celle-ci adopte une conformation relaxée irréversible avec une affinité pour l’hormone très 

faible (Zhou et al., 2008a). L’existence d’une telle structure a permis de montrer la capacité 

du RCL à venir s’insérer dans le feuillet β A.  
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Figure 22 : Représentation schématique du complexe serpine/protéase à sérine. (A) la protéase cible 
(en vert) se fixe au niveau du site de reconnaissance situé sur le RCL (en bleu) de la serpine (en gris). 
(B) après clivage et formation de la liaison covalente irréversible, quelques résidus du RCL 
s’introduisent dans le feuillet β A (en rouge) de la serpine, entraînant avec elle la protéase cible. (C) 
l’hélice F (en bleu) se déplace légèrement afin de permettre la progression du RCL dans le feuillet 
ainsi que le basculement de la protéase. (D) déplacement complet de l’hélice F accompagné de la 
distorsion du site catalytique de la protéase. (E) formation finale du complexe avec retour à sa 
position initiale de l’hélice F, basculement total de la protéase et compression de cette dernière, la 
rendant inactive. Les structures I et II sont les vues latérales des structures D et E, respectivement, 
dans lesquelles le mouvement de l’hélice F est remarquable (d’après Gettins, 2002b). 
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VII.5 Mécanisme d’inhibition des serpines 
  
 Les serpines inhibent leurs protéases cibles par un mécanisme de substrat suicide qui 

conduit à la formation d’un complexe irréversible. Pour ce type de mécanisme, la réaction 

peut s’écrire :  

E + I → EI 

Les serpines présentent un mécanisme d’inhibition spécifique (figure 22). Au début de la 

réaction, la protéase (E) forme avec l’inhibiteur (I) un complexe (EI) non covalent de type 

Michaelien via des interactions avec les acides aminés situés autour du site de coupure P1- 

P1’ du RCL, où P1 est le résidu après lequel la protéase clive l’inhibiteur et libère le fragment 

C-terminal P’1 à P’x. La sérine 195 du site actif de la protéase attaque la liaison peptidique 

située entre les résidus P1 et P1’, formant ainsi une liaison acyl ester covalente entre la sérine 

et la fonction carbonyle du résidu P1. Après le clivage de la serpine et la formation d’une 

liaison covalente, le complexe formé devient stable thermodynamiquement ([EI’]). La serpine  

passe de la conformation (S) à la conformation (R) plus stable thermodynamiquement. Le 

RCL s’insère dans le feuillet βA et entraîne la protéase liée de façon covalente. L’insertion 

complète du RCL permet le basculement de la protéase de 70 Ǻ à l’autre extrémité de la 

serpine. Ce mouvement provoque une libération d’énergie. En parallèle, l’hélice hF se déplace 

pour permettre l’insertion du RCL (Gettins, 2002b). Le basculement provoque une distorsion 

du site actif de la protéase cible due à sa compression. L’enzyme peut perdre jusqu’à 37% de 

sa taille. La poche catalytique formée par la triade (cf figure 6) est déstabilisée empêchant 

ainsi la fin de la catalyse et la libération du substrat (Huntington et al., 2000).  

Cependant, dans certains cas, la protéolyse de la serpine peut se poursuivre avant ou pendant 

l’insertion de la protéase et conduire ainsi à la libération de la protéase cible intacte (E) et de 

la serpine clivée (I*). Ainsi, le mécanisme d’action des serpines peut être écrit selon le 

schéma réactionnel suivant : 

E + I 

E-I* 

EI [EI'] 

E + I* 
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Tableau IX : Exemples de protéases à cystéine inhibées par des serpines. 

Nom de la serpine (organisme) Protéase à cystéine cible Références 

Serpin1 (Arabidopsis thaliana)  métacaspase 9 (AtMC9)  
Bozhkov et al., 2005 
Vercammen et al., 2006 
Helmersson et al., 2008 

CrmA (virus Cowpox) Caspases 1, 3, 6 et 8 
Zhou et al., 1997 
Renatus et al., 2000 
Dobó et al., 2006  

SCCA1 ou « Squamous Cell Carcinoma Antigen 1 »  
(Homo sapiens) 

Papaïne 
Cathepsines L, S et K  Schick et al., 1998  

α1-antichymotrypsine (Bos taurus) Prohormone Thiol Protease (PTP) Hook et al., 1993  

bovSERPINA3-7 (Bos taurus) Papaïne Hwang et al., 2002  

SRP-2 (Caenorhabditis elegans) Cathepsines K, L, S et V  Pak et al., 2004  

Inhibiteur de protéinase 9 ou PI9 (Homo sapiens) Caspases 1, 4 et 8  Annand et al., 1999  



______________________________________________________________________ Exposé bibliographique _____________ 
 

 103

VII.6 Inhibition croisée ou « cross-class inhibition » et inhibition réversible 

 Bien que les serpines soient, en premier lieu, des inhibiteurs de protéases à sérine, 

certaines sont également capables d’inhiber des protéases à cystéine. Ce phénomène est décrit 

sous le terme d’inhibition croisée ou « cross-class inhibition ». Différents exemples ont été 

décrits dans la littérature et sont répertoriés dans le tableau IX.  

Certaines serpines inhiberaient les protéases à cystéine selon un mécanisme irréversible 

similaire à celui mis en place pour les protéases à sérine. Elles formeraient un intermédiaire 

réactionnel thioacyl, permettant l’insertion du RCL lié à l’enzyme, la compression de la 

protéase et la modification de son site catalytique. Une liaison covalente entre la serpine 

CrmA et les caspases 1, 6 et 8 a été confirmée par l’étude de Dobó et al. (2006). Cette liaison 

ne concerne qu’une des 2 sous-unités p20 de la caspase. 

VII.7 Autres mécanismes d’inhibition des serpines 

Certaines serpines inhibent des protéases cibles de manière réversible. Ainsi, chez la 

souris, la serpine α1-antitrypsine est potentiellement capable d’inhiber la caspase 3 (Petrache 

et al., 2006). La serpine SCCA1 inhibe la papaïne de manière irréversible mais également 

réversible sans formation d’un complexe covalent (Masumoto et al., 2003). L’inhibiteur de 

l’activateur du plasminogène de type 3 ou PAI-3, aussi connu sous le nom d’inhibiteur du 

facteur C1 du complément (SERPING1), est capable d’inhiber de manière réversible le 

zymogène de l’urokinase, aussi connu sous le nom de scu-PA (« single chain urokinase »), 

(Schwartz et España, 1999). L’étude de Shieh et al. (1989) a montré que l’α2-antiplasmine 

(SERPINF1) est capable de former un complexe irréversible avec la trypsine et uniquement 

un complexe réversible avec l’antichymotrypsine. De plus, lors de la dissociation de ce 

complexe non covalent, la serpine libérée conserve son activité inhibitrice, suggérant qu’elle 

n’a pas été clivée. Lors de la formation d’un complexe Michaelien réversible, des interactions 

supplémentaires permettraient de le stabiliser empêchant soit le clivage de la liaison 

peptidique, soit l’insertion du RCL ou bien encore la formation de l’intermédiaire 

acylenzyme.  

 Il existe cependant d’autres mécanismes. Chez le moustique responsable de la fièvre 

jaune, Aedes aegypti, le produit du gène AFXa (« Anticoagulant Factor Xa ») inhibe le facteur 

Xa de la coagulation sanguine. Cette inhibition réversible, étroite et non covalente est 

cependant non compétitive. L’inhibiteur se fixerait sur un exosite du facteur Xa et non sur son 

site actif (Stark et James, 1998). L’inhibiteur de protéinase 9 (PI9), une serpine placentaire, 



______________________________________________________________________ Exposé bibliographique _____________ 
 

104 

est capable, in vitro, d’inhiber la caspase 1, et lors de la dissociation du complexe, l’enzyme 

resterait active tandis que l’inhibiteur serait clivé et donc inactivé (Annand et al., 1999). 

VII.8 Maladies associées aux serpines  

 Le mécanisme d’action des serpines implique un basculement du RCL qui rend les 

serpines sensibles à des transitions conformationnelles aberrantes qui peuvent résulter de 

mutations ponctuelles. Il existe dans la littérature, un certain nombre de serpines décrites 

pouvant être affectées par ces mutations. Elles peuvent ainsi conduire à diverses pathologies 

telles que la cirrhose, la démence ou bien l’emphysème. De telles maladies ont été regroupées 

sous la terminologie de « serpinopathies ».  

 - l’α1-antitrypsine est un inhibiteur de protéase à sérine de 394 acides aminés 

synthétisé principalement dans le foie et, dans une moindre quantité, dans les monocytes 

sanguins, les macrophages alvéolaires et les cellules épithéliales des muqueuses bronchique et 

gastro-intestinale. Dans le plasma, c’est un inhibiteur de l’élastase des neutrophiles 

pulmonaires et sa concentration varie de 1,5 à 3,5 g/L. Plus de 100 variants ont été décrits 

pour le gène de l’α1-antitrypsine SERPINA1 localisé sur le chromosome humain 14q31-31.2. 

La plus sévère déficience retrouvée en Europe est l’allèle Z, dans lequel le glutamate en 

position 342 est remplacé par une lysine. Près de 4% de la population est hétérozygote et 

0,6‰ est homozygote. La mutation Z conduit à la rétention dans les hépatocytes d’environ 

90% des serpines synthétisées. Cette accumulation débute in utero et conduit, chez le jeune 

enfant, à un ictère cholestatique qui, dans environ 15% des cas, évolue en cirrhose lors de 

l’adolescence. Du fait de l’accumulation de ces mutants dans les hépatocytes, l’α1-antitrypsine 

n’est plus présente dans le plasma. Les poumons sont donc exposés à la protéolyse pouvant 

conduire au développement d’un emphysème. Chez l’adulte, l’emphysème s’accompagne, 

dans 1 à 2% des cas, d’une broncho-pneumopathie chronique obstructive, une maladie 

chronique systématique respiratoire touchant les bronches. La mutation Z se situe entre la tête 

du brin 5 du feuillet βA et la base du RCL et permet d’ouvrir le feuillet βA. Une partie du 

RCL s’insère dans le feuillet β conduisant à la formation d’un intermédiaire instable. Cette 

partie de RCL peut s’insérer dans le feuillet ouvert et accessible d’une autre serpine, 

délogeant son propre fragment de RCL. Ce dernier, nouvellement libéré, peut à son tour 

s’insérer dans une autre serpine et ainsi de suite. Ce mécanisme génère au final des polymères 

qui s’accumulent sous forme d’inclusions dans le réticulum endoplasmique des hépatocytes. 

En Sardaigne, la mutation la plus retrouvée est la mutation Mmalton dans laquelle la 
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phénylalanine 52 est délétée. Au Japon, il s’agit de la mutation Siiyama (Ser53Phe). Ces deux 

mutations favorisent la polymérisation et provoquent les mêmes signes cliniques. Deux autres 

mutations S (Glu264Val) et I (Arg39Cys) ont également été décrites. Les taux de 

polymérisation et de rétention hépatique sont cependant plus faibles (tableau X). D’autres 

serpines mutées retrouvées accumulées dans les hépatocytes sont responsables de cirrhose 

(Gooptu et Lomas, 2009 ; Belorgey et al., 2007 ; Ekeowa et al., 2009 ; Janciauskiene, 2001 ; 

Lomas et al., 2005 ; Carrell et Lomas, 2002 ; Mulgrew et al., 2007). 

 

 

 - la neuroserpine est une serpine sécrétée par les cônes axoniques en croissance du 

système nerveux adulte. Des inclusions de protéines appelées corps de Collins présentes dans 

les neurones caractérisent la maladie autosomale appelée FENIB (« Familial Encephalopathy 

with Neuroserpin Inclusion Bodies »). Six familles avec 5 mutations différentes de la 

neuroserpine ont été répertoriées (tableau XI). Ces 5 mutations provoquent différentes 

pathologies telles que la démence, les convulsions, les tremblements, les myoclonies ou 

encore la dysarthrie. La propension croissante à la polymérisation de la neuroserpine 

s’accompagne d’une augmentation du nombre de cellules contenant des inclusions 

polymériques et une diminution de la sécrétion de neuroserpine dans le milieu extracellulaire. 

L’accumulation de polymères est toxique pour les neurones. Les mutations les plus sévères 

impliquent la glycine en position 392, un résidu conservé du domaine « shutter ». La 

mutation, récemment identifiée, Gly392Arg provoque les symptômes les plus graves avec une 

démence sévère et d’importants troubles électriques lors du sommeil profond chez l’enfant 

Tableau X : Taux de polymérisation, degrés de polymérisation et taux plasmatique des mutants de l’α1-
antitrypsine (adapté de Lomas et al., 2005). 
 

 Mutation Degré de polymérisation Taux plasmatique 

Z Glu342Lys +++ + 

Siiyama Ser53Phe +++ + 

Mmalton ΔPhe52 +++ + 

S Glu264Val + +++ 

I Arg39Cys + +++ 
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épileptique (Davies et Lomas, 2008 ; Belorgey et al., 2007 ; Lomas et al., 2005 ; Carrell et 

Lomas, 2002 ; Miranda et Lomas, 2006). 

 

 

  - l’antithrombine III ou ATIII est principalement synthétisée dans le foie puis libérée 

dans la circulation sanguine où sa concentration peut atteindre 150 µg/mL. Elle constitue le 

plus important inhibiteur physiologique de la coagulation sanguine. Elle est capable d’inhiber 

la thrombine (facteur IIa) et le facteur Xa (Quinsey et al., 2004). Dans une moindre mesure, 

elle peut aussi inhiber les facteurs IXa, XIa, XIIa, l’activateur tissulaire du plasminogène, 

l’urokinase, la plasmine et la kallikréine. Elle existe sous deux formes, la forme α et la forme 

β, la première étant la forme majoritaire (Rau et al., 2007). L’antithrombine circulante 

possède une faible capacité inhibitrice. Son effet est fortement augmenté (de plus d’un facteur 

1000) en présence d’héparine. Les troubles liés à une déficience de l’antithrombine sont des 

maladies héréditaires autosomales et dominantes ; elles touchent une personne sur 500 à 1000. 

Une liste actualisée des différentes mutations existantes pour l’ATIII a été établie 

(http://www1.imperial.ac.uk/medicine/about/divisions/is/haemo/coag/antithrombin/). Dans la 

très grande majorité des cas, les personnes atteintes sont hétérozygotes. Les maladies 

héréditaires sont divisées en deux types, I et II. Le type I est lié à une diminution de la 

quantité de protéine. Les mutations causales nuisent à la synthèse et à la sécrétion de l’ATIII. 

Ces mutations sont majoritairement des délétions ou des insertions qui conduisent à 

l’apparition d’un codon stop prématuré. La substitution est rare et est une mutation non sens. 

Le second type est lié à un problème qualitatif. Il est sous-divisé en trois catégories (IIa à IIc) 

Tableau XI : Taux de polymérisation, nombre d'inclusions et gravité des signes cliniques de mutants de 
neuroserpine (adapté de Lomas et al., 2005). 
 

Mutation 
Taux de 

polymérisation 

Nombre 

d'inclusions 

Age auquel la 

maladie se déclare
Signes cliniques 

Ser49Pro + + 45-63 Démence et convulsion 

Ser52Arg ++ ++ 20-40 Démence et myoclonie 

His338Arg +++ +++ 15 Myoclonie progressive et épilepsie 

Gly392Glu ++++ ++++ 13 Myoclonie progressive, épilepsie et chorée

Gly392Arg ++++ +++++ 8 Démence sévère et état de mal épileptique
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Hélice I

Hélice I

suivant le défaut occasionné par la mutation. Les deux premiers touchent respectivement le 

site de fixation de la thrombine et le site de fixation de l’héparine tandis que le dernier 

présente un effet pléiotrope. Différentes mutations sont connues. Par exemple, dans le cas du 

type IIc, les mutations concernent notamment les résidus 402, 404 à 407 et 429 qui sont 

localisés dans le brin 1 du feuillet β C (s1C) constitué par la partie C-terminale du RCL 

(Patnaik et Moll, 2008). Certaines de ces mutations semblent prédisposer l’ATIII à se 

conformer sous forme latente, ce qui facilite sa dimérisation avec la forme native ATIII β. 

Cette dimérisation diminue le nombre de monomères actifs et accroît le risque de 

thrombogénicité (Rau et al., 2007). Récemment, un cristal de dimère stable d’ATIII a été 

réalisé (Yamasaki et al. 2008). Dans cette étude, les auteurs proposent un nouveau modèle de 

dimérisation et polymérisation des serpines (figure 23). La résolution du cristal a montré, 

qu’en plus du RCL, le brin s1C d’une molécule d’ATIII active se retrouve à l’extérieur. La 

formation d’un dimère s’opère, par un échange réciproque entre 2 molécules d’ATIII, de leurs 

segments correspondant au brin s5A et au RCL. Tout ceci se fait selon une conformation tête-

à-queue et dos-à-dos et s’accompagne également d’un déplacement de l’hélice I et d’une 

déstructuration du brin s1C afin d’assurer une longueur suffisante pour l’insertion des deux 

segments. Cependant, cette structure ne s’applique qu’à l’ATIII et n’explique pas le 

phénomène de polymérisation rencontré pour d’autres serpines.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Modélisation de la structure dimérique de l’antithrombine III (ATIII). La dimérisation 
résulte de l’échange des brins s5A (rouge) et RCL (jaune) de deux serpines. Elle s’accompagne d’une 
distorsion du brin s1C (orange) et le déplacement de l’hélice hI (adapté de Yamasaki et al., 2008). 
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Enfin, l’équipe de Yamasaki et al. (2008) a proposé un modèle expliquant le phénomène de 

polymérisation rencontré notamment lorsque l’α1-antitrypsine est mutée (figure 24).  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figure 24 : Modèle d’un intermédiaire M* et d’un polymère de serpine. A, modèle d’un monomère 
intermédiaire M* avec les différentes structures impliquées dans la polymérisation débobinée : 
l’hélice I (en bleu), le brin s4A (en rouge), le RCL (futur brin s4A en jaune) et le brin s1C (en orange). 
B, Modèle pentamérique formé par l’assemblage d’unités monomériques M* (adapté de Yamasaki et 
al., 2008). 
 
 
 
Il repose en partie sur le mécanisme de dimérisation de l’antithrombine III. Le RCL et le brin 

s5A d’une serpine s’insèrent dans une autre serpine. Les deux segments de cette dernière ne 

vont pas, en retour, se loger dans la première serpine mais dans une troisième, déclenchant 

alors le phénomène de polymérisation. De plus, dans le cas de la polymérisation, l’hélice I est 

totalement débobinée pour permettre l’insertion dans une autre anti-protéase. Selon Whisstock 

et Bottomley (2008), le processus de polymérisation, in vitro, se déroulerait en deux étapes. 

La première étape permettrait la formation de monomères M*, qui dans une seconde étape 

plus lente d’association intermoléculaire et dépendante de la concentration, seraient capables 

de s’associer pour former des polymères. Le monomère M* serait donc l’intermédiaire qui 

conduirait soit au repliement normal de la protéine sous forme native, soit, en cas de 

mutations empêchant un repliement correct, à la polymérisation. Dans ce modèle, les brins 

s1C, s5A et le RCL sont les derniers éléments de la serpine à se mettre en place.  

 

 

A B 
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VII.9 Implication des serpines musculaires dans la tendreté de la viande 

Dans le tissu musculaire, différentes serpines ont été identifiées. Parmi elles, un 

certain nombre a été localisé au niveau de la jonction neuro-musculaire. C’est le cas de la 

Protéase Nexin-1, un inhibiteur de la thrombine synthétisé uniquement après la fusion des 

myoblastes en myotubes (Verdière-Sahuqué et al., 1996 ; Akaaboune et al., 1998), 

l’inhibiteur de l’activateur du plasminogène (PAI), la kallistatine qui se lie à la kallikréine, 

l’α1-antichymotrypsine, la kunine et la Protease Nexin II, connue sous le nom de précurseur 

de la protéine β-amyloïde. Chez le nématode C. elegans, la serpine SRP-3 inhibe des 

protéases à sérine de type chymotrypsine (Pak et al., 2006). Un inhibiteur de protéase I a été 

retrouvé dans le muscle de 6 espèces piscicoles phylogénétiquement différentes (Pérez-Borla 

et al., 1998).  

A ce jour, peu d’études ont été menées sur les relations existantes entre les inhibiteurs 

de protéases à sérine et le phénomène de tendreté de la viande. Signalons cependant l’étude de 

Zamora et al. (1996) qui montre l’existence d’une corrélation négative entre l’activité des 

inhibiteurs de protéases à cystéine et à sérine et la tendreté de la viande dans les muscles 

longissimus lumborum et thoracis. De plus, parmi les 29 variables testées telles que le pH, la 

longueur du sarcomère ou l’osmolarité, le taux d’inhibiteurs de protéases à sérine constitue le 

meilleur facteur de prédiction de la dureté de la viande (Zamora et al., 2005). Ainsi, à 6 jours 

post-mortem, 70% de la variabilité de la dureté de la viande peuvent être expliqués par 

seulement 6 variables biologiques dont la concentration en protéases à sérine mesurée à la 

mort de l’animal, et qui représente le facteur le plus significatif.  

Chez le bovin, deux serpines de la famille de l’α1-antichymotrypsine (SERPINA3) ont 

été extraites du muscle squelettique bovin et caractérisées biochimiquement (Tassy et al., 

2005 ; Brémaud et al., 2006). Ces deux serpines initialement nommées mEndopine 1A et 1B 

sont aujourd’hui répertoriées dans les banques de données sous le nom de bovSERPINA3-1 et 

bovSERPINA3-3, respectivement. L’origine du terme Endopine vient de la découverte initiale 

de ces serpines dans les cellules chromaffines endocrines (Hwang et al., 1999).



 

 

 
 
 
 

 

 
 
 

RESULTATS - DISCUSSION
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Partie I 

 

 
Clonage et séquençage du gène et de l’ADNc codant bovSERPINA3-3 

 
 
Au début de ma thèse, l’identification des gènes codant les deux protéines inhibitrices 

de protéases à sérine bovSERPINA3-1 et bovSERPINA3-3, purifiées à partir du muscle 

squelettique bovin et préalablement appelées mEndopine 1A et 1B, avait déjà été initiée. 

Notre équipe avait également pu mettre en évidence l’existence, dans le génome bovin, d’une 

famille multi-génétique SERPINA3 constituée de plusieurs membres. Ces deux inhibiteurs 

appartiennent à la famille de l’α-1-antichymotrypsine (Serpine A3) et partagent près de 67% 

d’identité avec la protéine serpine A3 humaine, codée par le gène SERPINA3. Dans des 

espèces telles que la souris ou le porc, des gènes homologues à celui du gène SERPINA3 se 

trouvent être regroupés dans des clusters. L’amplification par PCR sur des BACS et le sous-

clonage moléculaire ont permis d’obtenir différents clones dont le séquençage était en cours. 

Ainsi, il m’a été confié le séquençage de la totalité du gène et du cDNA codant l’anti-protéase 

bovSERPINA3-3. Les résultats concernant l’ensemble des gènes de cette famille de serpines 

A3 bovines et leur localisation chromosomique a donné lieu à publication (Pélissier et al., 

2008). 

 

 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

An original SERPINA3 gene cluster: elucidation of genomic organization 
and gene expression in the Bos taurus 21q24 region 
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 M   R   A   E   R   L   S   P   L   L   A   L   G   L   L   V   A   G   I   R   S   V   H     23 
ATG AGG GCA GAG AGA CTG TCC CCC CTC CTG GCT CTG GGG CTC CTG GTG GCT GGG ATC CGC AGT GTC CAC    69 
 

 C   L   P   E   N   V   V   V   K   D   R   H   R   R   V   D   G   H   T   L   A   S   S     46 
TGC CTC CCA GAG AAT GTG GTG GTG AAG GAC CGG CAC AGA AGG GTG GAT GGC CAC ACG TTA GCC TCC AGC   138 
     

 N   T   D   F   A   F   S   L   Y   K   Q   L   A   L   K   N   P   N   K   N   V   M   F     69 
ACC GAC TTC GCC TTC AGC CTC TAC AAG CAG TTG GCT TTG AAG AAC CCC AAT AAG AAT GTC ATG TTC TCC   207 
 

 S   P   L   S   V   S   M   A   L   A   F   L   S   L   G   A   R   G   P   T   L   T   E     92 
AAC CCG CTG AGT GTC TCC ATG GCC TTG GCC TTC CTG TCT CTG GGG GCC CGT GGC CCC ACC CTG ACA GAG   276 
 

 I   L   E   G   L   K   F   N   L   T   E   I   Q   E   T   Q   I   H   Q   G   F   Q   H    115 
ATC CTG GAA GGC CTC AAG TTC AAC CTC ACG GAG ATC CAG GAG ACA CAG ATC CAC CAG GGC TTC CAG CAC   345 
 

 L   L   Q   A   L   N   R   P   R   N   Q   L   Q   L   S   V   G   N   A   M   F   V   Q    138 
CTC CTG CAG GCG CTC AAT CGA CCC AGG AAC CAG CTG CAG CTG AGC GTG GGC AAC GCC ATG TTT GTG CAG   414 
 

 E   E   L   K   L   L   D   K   F   I   E   D   A   R   V   L   Y   S   S   E   A   F   P    161 
GAG GAG GCC TTC CCG ACC GAG CTG AAG CTG CTG GAC AAG TTC ATA GAA GAT GCC CGT GTG CTG TAC TCC   483 
  

 T   N   F   R   D   P   E   A   A   K   S   L   I   N   D   Y   V   K   N   K   T   Q   G    184 
TCC AAC TTC AGG GAT CCT GAA GCT GCC AAG AGT CTA ATA AAT GAC TAT GTG AAG AAT AAA ACC CAG GGG   552 
 

 K   I   E   E   L   F   K   D   L   S   P   R   T   E   L   V   L   V   N   Y   V   Y   F    207 
AAA ATT GAG GAG CTG TTC AAG GAC CTT TCC CCA AGA ACG GAG TTG GTC CTG GTG AAT TAC GTC TAC TTT   621 
 

 K   A   Q   W   K   T   R   F   D   P   K   H   T   E   Q   A   E   F   H   V   S   D   N    230 
AAA GCC CAA TGG AAG ACC CGC TTT GAC CCC AAA CAC ACT GAG CAG GCA GAG TTC CAC GTG AGC GAC AAC   690 
 

 K   T   V   E   V   P   M   M   T   L   D   L   E   T   P   Y   F   R   D   E   E   L   G    253 
AAG ACG GTG GAG GTG CCC ATG ATG ACC CTT GAC CTG GAA ACC CCT TAC TTC CGG GAC GAG GAG CTG GGC   759 
 

 C   T   L   V   E   L   T   Y   T   S   N   D   S   A   L   F   I   L   P   D   K   G   K    276 
TGC ACG CTG GTG GAG CTC ACG TAC ACC AGC AAC GAC AGC GCC CTC TTC ATC CTC CCC GAC AAG GGC AAA   828 
 

 M   Q   D   L   E   A   K   L   T   P   E   M   L    T   R   W   R   N   S   L   Q   P   R   299 
ATG CAG GAC CTG GAA GCC AAG CTG ACC CCG GAG ATG CTG ACG AGG TGG GCA AAC TCC CTG CAG CCC AGA   897 
 

 R   I   H   E   L   Y   L   P   K   F   S   I   K   S   N   Y   E   L   N   D   T   L   S    322 
CGA CAT GAA CTC TAC CTG CCA AAA TTT TCC ATC ATA AAA AGC AAC TAT GAA CTG AAT GAC ACC CTC TCC   966 
 

 Q   M   G   I   K   K   I   F   T   D   A   D   L   S   G   I   T   G   T   A   D   L   V    345 
CAG ATG GGC ATT AAG AAA ATA TTC ACC GAC GCT GAC CTG TCA GGA ATC ACA GGG ACC GCG GAC CTG GTA  1035 
 

 V   S   Q   V   V   H   G   A   A   L   D   V   D   E   E   G   T   E   G   A   A   A   T    368 
GTC TCC CAG GTG GTC CAC GGC GCT GCG CTG GAC GTG GAT GAG GAG GGC ACG GAA GGT GCT GCT GCC ACG  1104 
 

 G   I   G   I   E   R   T   F   L   R   I   I   V   R   V   N   R   P   F   L   I   A   V    391 
GGA ATC GGC ATA GAA AGA ACG TTC TTG AGA ATC ATT GTG CGT GTC AAC AGG CCC TTC CTG ATT GCC GTA  1173 
 

 V   L   K   D   T   Q   S   I   I   F   L   G   K   V   T   N   P   S   E   A   *            411 
GTT CTC AAA GAC ACC CAG AGC ATC ATC TTT TTG GGG AAA GTC ACC AAC CCC AGT GAA GCC TAG          1230 
 
 

Figure 25 : Séquences nucléotidique et protéique déduite du gène bovSERPINA3-3. La protéine 
bovSERPINA3-3 de 411 acides aminés (en bleu) possède, du côté N-terminal, un peptide signal 
(surligné en gris) qui est clivé lors de la maturation pour donner une protéine mature de 386 résidus. 
Les 5 sites potentiels de N-glycosylation (N-X-S/T) sont symbolisés par des têtes de flèche. 
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I.1 La famille multi-génique bovSERPINA3 
 
 Après criblage de la banque de BACs construite par l’équipe du Dr A. Eggen (INRA, 

Jouy en Josas), l’amplification de plusieurs fragments de PCR de 7 à 8 kbp, leur clonage 

moléculaire et leur séquençage, le « cluster » contenant les membres de cette famille multi-

génique bovSERPINA3 a été organisé et localisé sur le chromosome BTA 21, en position q24 

où il est réparti sur environ 200 kpb. Il est constitué 8 gènes et un pseudo-gène. Cette situation 

originale n’est encore retrouvée dans aucune autre espèce. Chez l’Homme, il existe un seul 

orthologue appelé gène SERPINA3. L’identification de l’ensemble de ces gènes a abouti à une 

redéfinition de leur nomenclature. Désormais, les gènes de ce « cluster » seront dénommés 

bovSERPINA3-x et les protéines correspondantes bovSERPINA3-x, x correspondant au 

numéro du membre. Ainsi, le gène préalablement appelé mEndopine 1B a été renommé 

bovSERPINA3-3. 

Ces différents gènes présentent tous une même organisation. Ils sont composés de 5 exons et 

4 introns, le premier exon étant non codant. De plus, la taille de leurs introns et exons est 

voisine, à l’exception de l’intron 2 de bovSERPINA3-1 et A3-2 qui possède, en plus, un 

élément transposable de type LINE. Cette organisation en 5 exons et 4 introns permet de 

répertorier ces gènes dans la classe II des serpines selon la classification de Ragg et al. 

(2001). Ces 8 gènes possèdent également une très forte homologie de séquence (plus de 90%). 

I.2 Le gène bovSERPINA3-3 et son ADN complémentaire 
 
 Le gène bovSERPINA3-3 a une taille de 7387 pb (figure 26). L’ARNm correspondant 

a une longueur de 1509 bases. Le cadre de lecture ouvert code la protéine bovSERPINA3-3 

(figure 25). Elle est constituée de 411 acides aminés dont les 23 premiers correspondent à un 

peptide signal ; elle présente près de 92% d’identité avec la protéine bovSERPINA3-1. 

BovSERPINA3-3 possède 5 sites potentiels de N-glycosylation, contrairement à 

bovSERPINA3-1 qui n’en compte que 4. Ceci peut expliquer en partie la différence de taille 

observée entre ces 2 protéines après migration en SDS/PAGE (Brémaud et al., 2006).  

 
 
 
 
 
 
Figure 26 : Organisation structurale du gène bovSERPINA3-3. Ce gène est constitué de cinq exons 
(E1-E5) et quatre introns (i1-i4) dont les tailles respectives sont indiquées. Le codon de démarrage de 
la traduction est situé au début de l’exon 2 et le codon de terminaison est localisé, quant à lui, à la fin 
du dernier exon.  

E1 E2 E3 E4 E5
i 4 i 3i 2i 1 

ATG TAG

41 pb 
1856 pb 

627 pb 271 pb 148 pb 415 pb
1834 pb 1136 pb 1059 pb 
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Figure 27 : Organisation des gènes du clade A présents au voisinage du ou des gène(s) SERPINA3 
chez le bovin (A), l’Homme (B), la souris (C) et le porc (D). Chez le bovin, 8 gènes du clade A sont 
retrouvés en amont du « cluster » SERPINA3 sur environ 330 kpb. Chez l’Homme, le gène SERPINA3 
est situé sur le chromosome 14. Neuf gènes, répartis sur environ 350 kpb, sont localisés en amont et 
un est situé en aval. Chez la souris, de nombreux gènes du clade A existent. Onze gènes et un pseudo-
gène sont présents en amont du « cluster » SERPINA3 comprenant 9 gènes et un pseudo-gène. 
L’ensemble est réparti sur près de 600 kpb. Chez le porc, la situation n’est pas clairement établie. 
Différents gènes similaires au « cluster » des gènes SERPINA3 bovins sont retrouvés. Quatre gènes du 
clade A et un gène du clade G sont localisés en amont. Ces organisations se basent sur les données 
existantes dans la banque de données du NCBI. 
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I.3 Conclusion et résultats complémentaires 
 
 Il est intéressant de noter également qu’un grand nombre de gènes du clade A des 

serpines est présent dans la région 21q24 du génome bovin (figure 27A). Ainsi, en amont du 

« cluster » des gènes de la sous-famille SERPINA3, 8 gènes de serpines (bovSERPINA3-1, 

A3-2, A3-6, A3-3, A3-4, A3-7, A3-5 et A3-8) sont également présents, ainsi que le gène 

SERPINA14 qui n’a été que très récemment identifié (Ulbrich et al., 2009). Tous ces gènes 

présentent la même organisation structurale à savoir 5 exons et 4 introns permettant de les 

répertorier également dans classe II des serpines. De plus, l’alignement des séquences 

protéiques des serpines bovines du clade A établies à partir des séquences exoniques montre 

un découpage consensus au sein de ces différentes protéines (figure 28). Ceci suggère une 

origine commune à partir de laquelle ces gènes auraient évolué par une série de duplications 

comme l’ont montré Atchley et al. (2001) avec les gènes SERPINA1, SERPINA3 et 

SERPINA6. Par ailleurs, un autre gène du clade A, le gène SERPINA7, dont le transcrit et la 

protéine ont été identifiés, n’est pas encore localisé.  

Une analyse phylogénétique des différentes séquences protéiques codées par les gènes 

du clade A bovin a été réalisée (figure 29). Elle montre la grande cohésion évolutive des 

SERPINA3 bovines (valeur de bootstrap = 100%) qui dérivent d’un même gène ancestral et 

l’absence de résolution des relations de parentés entre les autres serpines du clade A. 

Toutefois, les SERPINA10 et SERPINA14 semblent divergentes par rapport aux autres 

serpines. Cela pourrait s’expliquer par des spécificités fonctionnelles voire des répartitions 

taxonomiques différentes. En effet, la protéine codée par le gène SERPINA10 présente une 

fonction spécifique ; elle inhibe le facteur Xa de la coagulation en s’associant à la protéine Z 

qui est une protéine vitamine-K dépendante (Chandrasekaran et al., 2009). Le gène 

SERPINA14 code, quant à lui, une protéine spécifique des ruminants et des suidés. Elle 

interviendrait dans la tolérance immunologique maternelle envers l’embryon et serait 

impliquée dans l’inhibition fonctionnelle des lymphocytes in vitro (Padua et al., 2009). 

Chez l’Homme, le gène SERPINA3 est unique et est localisé sur le chromosome 14 en aval 

des 9 gènes SERPINA10, A6, A2, A1, A11, A9, A12, A4, A5 et en amont du gène SERPINA13 

(figure 27B). Chez la souris (figure 27C), un « cluster » du gène SERPINA3 a également été 

décrit. Il est constitué de 9 gènes et un pseudo-gène et est localisé sur le chromosome 12. 

Cependant, et contrairement à la situation chez le bovin, les protéines de ce « cluster » 

présentent une plus faible identité de séquence entre elles (voisin de 60%). Enfin, chez le porc 

(figure 27D), la situation est moins précise. Plusieurs gènes ou assimilés aux gènes 
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bovSERPINA12       -----------------------------MNPFLGLGLLLAGLLTVEGLLKSNFSPENHEAVSQGQVEKGKGTAQELAKRNADFGLKLFKKLSFSSPDNNILFSPWSISMAFSMLSLGAQDSTLAEIKEG--FNFRNI 107 
bovSERPINA3-3      -------------------------------MRAERLSPLLALGLLVAGIRS-VHCLPENVVVKDRHRR--VDGHTLASSNTDFAFSLYKQLALKNPNKNVMFSPLSVSMALAFLSLGARGPTLTEILEGLKFNLTEI 104 
bovSERPINA3-4      -------------------------------MRAERLSPLLALGLLVAGIRS-VHCLPENVVVKDRHRR--VDGHTLASSNTDFAFSLYKQLALKDPNKNVMFSPLSVSMALAFLSLGARGPTLTEILEGLKFNPTEI 104 
bovSERPINA3-5      -------------------------------MRAERTSFLLALGLLMAGIRS-VHCLPENVVVKDQRRR--VDSHTLASSNTDFAFSLYKQLALKNPNKNVMFSPLSVSMALAFLSLGARGPTLTEILEGLKFNLTEI 104 
bovSERPINA3-1      -------------------------------MRAERTSFLLALGLLVAGIRS-VHCLPENVVVKDQHRR--VDGHTLASSNTDFAFSLYKQLALKNPNKNVILSPLSVSIALAFLSLGARGSTLTEILEGLKFNLTEI 104 
bovSERPINA3-2      -------------------------------MRAERTSFLLALGLLVAGIRS-VHCLPENVVVKDQHRR--VDGHTLASSNTDFAFSLYKQLALKNPNKNVILSPLSVSIALAFLSLGARGSTLTEILEGLKFNLTEI 104 
bovSERPINA3-6      -------------------------------MRTERVSPLLALGILVAGLCSRVHCLPENVTPEEQHKVTSVDGHSLASSNTDFAFSLYKQLALKDPNKNVIFSPLSVSIALAFLSLGAHGPTVTEILEGLKFNLTET 107 
bovSERPINA3-8      -------------------------------MRAERMSPLLALGLLVSGLCSRVHCLPENVAPEERHKGTSVDGHSLASSNTDFAFSLYKQLALKNPNKNVIFSPLSISIALAFLSLGARGPTVTEILEGLKFNLTET 107 
bovSERPINA3-7      -------------------------------MRTERTSFLLALGLLVSGFCSRVHCLPENVTPEEQHKGTSVDGHSLASSNTDFAFSLYKQLALKDPNKNVIFSPLSISIALAFLSLGAHDHTVTEILEGLKFNLTET 107 
bovSERPINA11       --------------------------MGPAWLWLLGAGILASVHCQPLPAHGDKSLRVPEAPRGQLS-ESLPAYQKITPTLTSFALRLYKQLAAETPG-NIFFSPVSLSSTLALLSLGVQANTRTQILEGLGFNLTET 110 
bovSERPINA7        -------------------------------------MPLFSLVLLILGLHCAPPNSCEGKITSCLSPQQNATLYKMSSINADFAFNLYRRFTVEIPDQNIFFSPVSISAGLAMLSLGACSSTQTQILEGLGFNLTDT 101 
bovSERPINA4        ---------------------------MHLAGFLLLLLAGRLVLSQGQLHPKHYGQGHAHLPRQAPGTGEGFSSLKINPGNTTFALHFHHLLASQAPGG-SIFSPLSIST-LAMLSLEVSLHSRTQILEGLGFNLTQV 109 
bovSERPINA5        ---------------------------------------MRLCLFLCLVLLGPRMATLRRSQK-KKIQEVPPAVTTAPPGSRDFVFDLYRALAAAAPAQNIFFSPLSITVSLAMLSLGAQSNTKAQILEGLGIGPGEG 98 
bovSERPINA1        -----------------------------MALSITRGLLLLAALCCLAPISLAGVLQGHAVQETDDTSHQEAACHKIAPNLANFAFSIYHHLAHQSNTSNIFFSPVSIASAFAMLSLGAKGNTHTEILKGLGFNLTEL 109 
bovSERPINA6        ---------------------------------------MLPTLYTCLLWLSTSGLWTVQAKGSDTDMSTRNPHRDLAPNNVDFAFTLYKHLVASAPGKNVFISPVSISTALAMLSLGARGYTREQLLQGLGFNLTEM 99 
bovSERPINA10       MWAVLSLPLACLLAQAWLVPGSTLASHSPEAQAGLETLLTPMAQNKTSQTSERQWAPEEEEEREEDSPWLLAEGQQLSREASNLGFSLLRKISLKHDG-NVVFSPLGLAWAMAALTLGARGHSRAQLEDLLLQAWNQT 138 
bovSERPINA14       ---------------------------MSHGRMNLALSLVFILCGLFNSIFCEKQQHSQKHMNLVLLKKISALSQKMEAHPKDFAQELFKALIIEDPRKNIIFSPMAMTTTLATLSLGIKSTMRTHHPEDLKLEPKLL 111 

    :   : : :         .:** .::  :: *:*           .  . 
 
 
 
 
 
 
bovSERPINA12       PEKDLHEAFHYLIHRLNQRNQ------DQRLGLGNALFIDQKVKPKQKFLTEVRNMYKADTIPTNFRNSENAQKQINNYVSQKTQGKINNLVKNIDPGTVMLLINYIFFRARWQHEFDPKETKEED-FILDRNKTVKV 238 
bovSERPINA3-3      QETQIHQGFQHLLQALNRPRN------QLQLSVGNAMFVQEELKLLDKFIEDARVLYSSEAFPTNFRDPEAAKSLINDYVKNKTQGKIEELFKDLSPRTELVLVNYVYFKAQWKTRFDPKHTEQAE-FHVSDNKTVEV 235 
bovSERPINA3-4      QETQIHQGFQHLLQALNRPRN------QLQLSVGNAMFVQEELKLLDKFIEDARVLYSSEAFPTNFRDPEAAKSLINDYVKNKTQGKIEELFKDLSPRTELVLVNYVYFKAQWKTRFDPKHTEQAE-FHVSDNKTVEV 235 
bovSERPINA3-5      QETQIHQGFQHLLQALNRPSN------QLQLSVGNAMFVQEELKLLDKFIEDARVLYSSEAFPTNFRDSEAARSLINDYVKNKTQGKIEELFKYLSPRTVLVLVNYIYFKAQWKTRFDPKHTEQAE-FHVSKNKTVEV 235 
bovSERPINA3-1      QEKEIHHSFQHLLQALNQPSN------QLQLSVGNAMFVQEELKLLDKFIEDAQVLYSSEAFPTNFRDSEAARSLINDYVKNKTQGKIEELFKYLSPRTELVLVNYIYFKAQWKTPFDPKHTEQAE-FHVSDNKTVEV 235 
bovSERPINA3-2      QEKEIHHSFQHLLQALNQPSN------QLQLSVGNAMFVQEELKLLDKFIEDAQVLYSSEAFPTNFRDSEAARSLINDYVKNKTQGKIEELFKYLSPRTELVLVNYIYFKAQWKTPFDPKHTEQAE-FHVSDNKTVEV 235 
bovSERPINA3-6      PETEIHQGFQHLLQTFNQPSN------QLQLSVGNAIFVQEELKLLDKFIEDARVLYSSEAFPTNFRDPEAAKSLINDYVKNKTQGKIEELFKDLSPRTELVLVNYVYFKAQWKTRFDPKHTEKTE-FHVSDNKTVEV 238 
bovSERPINA3-8      PEREIHQGFQHLLQMLSRPSN------ELQLSVGNTMFVQEQLKLLDKFREDALALYTSEAFSTNFKDPETAKSLINDYVKNKTRGKIVDLFKDLDPLTKVILVNYIYFKAQWRTPFDPKQTYKSQ-FHVSKNKTVEV 238 
bovSERPINA3-7      PETEIHQGFQHLLQTFNQPSN------QLQLSVGNAMFVSEELKLLDKFRKDAEAFYASEVLSTNFKDSEADVKLINEYVKNKTHGKIEKLFNDLDVLTNLILLNYIFFKAQWKTPFNPNHTYESE-FHVSQNERVIV 238 
bovSERPINA11       PEADIHRGFQSLIHTLDLPSP------KLELKLGNSLFLDTQLKPQQHILDNIRELYGVFAFSANFTNSDATRKQINGYVSRQTYGQVVDCLEEFTPDTLMVLLNYMFFKAKWKHPFNRYQTQKQESFFVDGRTSLRI 241 
bovSERPINA7        PVAEIQQGFQHLICSLNFPKK------ELELQMGNALFIGKQLKPLEKFLDDVKNLYETEVFSTDFSNVSAAQQEINSHVEKQTKGKIVGLIQDLKPNTITVLVNYLCFKAQWANPFDPSKTEEGSSFLVDKTTTVQV 232 
bovSERPINA4        SEFDSHQGFQNLLHTLYLPGN------RLEVCMGNVLFLSPEQLLLLRILKDSASFCESRLFCTNFKDSVSMTQLINHHLRGN-LGKIVNLVSKLNADTTMMLVNYVYFKALWEKPFIPSLTASHN-FYVDEDTTVKV 240 
bovSERPINA5        SEEELHSASQRLLRELQQPQD------SLQLSLGNALFTKPRLPIQEAFLGAMRTLYLADTFPTNFEDPEGAKKKINDYVAKQTKGKIVDLIKSLDGTQVMVMVNYIFFKAKWETSFNLKSTHEQD-FYVTPETVVRV 229 
bovSERPINA1        AEAEIHKGFQHLLHTLNQPNH------QLQLTTGNGLFINESAKLVDTFLEDVKNLYHSEAFSINFRDAEEAKKKINDYVEKGSHGKIVELVKVLDPNTVFALVNYISFKGKWEKPFEMKHTTERD-FHVDEQTTVKV 240 
bovSERPINA6        SEGEIHRAFRHLHHLLRESNT------TLDMTMGNALFLDHSLELLESFSADTKHYYELEALTTDFQDWAGASRQINEYIKNKTQGNIVDLFSESDSSATLILVNYIFFKGMWAHSFDLESTREEN-FHVNEATTVQV 230 
bovSERPINA10       WPVVNQTRPPRLPALFKQLQESLSHNPELGLAQGSFAFIHKDFDIRETFLNLSKRYFDMECVTVDFHNTSQAKRLINHYMNQETQGKLPKLFDEINPDTKLILVDYILFKGKWLIPFDPALTEMDT-FYLDKYKEVKV 269 
bovSERPINA14       DVHKYLQPLVHVGRELVKQKV---------LKHQHILFINRKMMVNQMLLQQISKLQGMDIQMIDFTDIEKAKKTISHHVAEKTHTKITNLITDLNPETILCLVNHIFFKGILKRAFQPKLTQKEV-FFVNDQTKVQV 242 
                            :   :                :      *          :               :* :       *. ::      ::   .          ::::: *:.     *    *     * :     : :  
 

Figure 28 : Alignement des séquences protéiques des serpines bovines du clade A établies à partir des séquences exoniques. Les séquences protéiques ont été 
alignées à l’aide du logiciel Clustal W2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). La recherche du découpage exon-intron a été réalisée en utilisant 
le logiciel en ligne Spidey (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/spidey/index.html) qui permet d’aligner les cadres de lecture ouverts des différentes serpines sur leurs 
séquences génomiques respectives. Il est à noter que l’exon 1 de chaque gène étant non codant, la numérotation commence à partir de l’exon 2. 

Séquences codées par l’exon 2 

Séquences codées par l’exon 2 
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bovSERPINA12       PMMFH-VGMYKVGHDDQLSCTILEIPYQSNFTAIFVLPE-EGRMKQVEQALGPDTFARWKKLLVRR----VADVFVPRLTITSSYDLKKMLSHLGISKIFEE-HGDLTRISPHRNLKVDEAVHKATLKMDEKGTEGAAG 370 
bovSERPINA3-3      PMMTL-DLETPYFRDEELGCTLVELTYTSNDSALFILPD-KGKMQDLEAKLTPEMLTRWRNSLQPR---RIHELYLPKFSIKSNYELNDTLSQMGIKKIFT--DADLSGITGTADLVVSQVVHGAALDVDEEGTEGAAA 367 
bovSERPINA3-4      PMMTL-DLETPYFRDEELGCTLVELTYTSNDSALFILPD-KGKMQDLEAKLTPEMLTRWRNSLQPR---RIHELYLPKFSIKSNYELNDTLSQMGIKKIFT--DADLSGITGTADLVVSQVVHGAALDVDEEGTEGAAA 367 
bovSERPINA3-5      PMMTL-DLETPYFRDKELGCMLVELTYSSNDSALFILPD-EGKMQDLEAKLTPETLTRWRNSLQPR---RIHELYLPKFSIKSNYELNDTLSQMGIKKIFT--DADLSGITGTADLVVSQVVHGAALDVDEEGTEGAAA 367 
bovSERPINA3-1      PMMTL-DLETPYFRDEELGCTLVELTYTSNDSALFILPD-EGKMRDLEAKLTPETLTRWRNSLQPR---RIHELYLPKFSIKSNYELNDILSQLGIRKIFA--NADLSGITGTADLVVSQVVHGAALDVDEEGTEGAAA 367 
bovSERPINA3-2      PMMTL-DLETPYFRDEELGCTLVELTYTSNDSALFILPD-EGKMRDLEAKLTPETLTRWRNSLQPR---RIHELYLPKFSIKSNYELNDILSQLGIRKIFA--NADLSGITGTADLVVSQVVHGAALDVDEEGTEGVAA 367 
bovSERPINA3-6      PMMTL-DLETPYFRDEELGCTLVELTYTSNDSALFILPD-KGKMQDLEAKLTPEMLTRWRNSLQPR---RIHELYLPKFSIKSNYELNDTLSQMGIKKIFT--DADLSGITGTADLVVSQVVHGAALDVDEEGTEGAAA 370 
bovSERPINA3-8      PMMSIGDLVTPYFRDEELDCTLVELTYTSNDSALFILPD-EGKMQDLEAKLIPEMLTRWRESLYPR---GIHELNLPRFSIATDYKLKDILSQLEIKKVFTQ-EADLSGITDDHELEVSQVVHKAVLDVGEEGTEGAAA 372 
bovSERPINA3-7      PMMTL-YLETPYFRDEELGCTLVELTHTSNDSALFILPD-EGKMQDLEAKLTPETLTRWRNSLQPR---LIHRLRLPRFSISSHYQLKDILSQLGIKKIFTS-DADFSGITDDHKLAVSHVIHKAVLDVGEEGTEGAAV 369 
bovSERPINA11       PMMHQKEM-HRFLYDQEVACTVLQLEYSGNAQALLILPD-PGKMAQVEAALQPETLKKWDKLLLPS----LLDLHLPKFSISGTYNLEEILPHIGLTGLFNS-EADYSGITGQLNRTISRVSHKATVDVSERGTEAAVA 373 
bovSERPINA7        PMMHQMEQ-YYHLVDTELNCTVLQMDYSKNALALFVLPK-EGQMEWVEGAMSSKTLKKWNRLLRKG----WVDLFVPKFSISATYDLGDILLKMGIQDAFAD-NADFSGLTKDNGLKVSNVAHKAMFYIGEKGTEAVPE 364 
bovSERPINA4        PMMPQDTQHHWYPHNRYLPCLVLWMYCQGNITTLFILPN-EGKMEQVEEVLTPKMPTRWSNLFRKSHFYGKLKLYLPKFSISGAYRLDQILPKLGITDLGINPWRPWRGTSTSWKMVATRSFRKAILEVGEVGTQAAVA 378 
bovSERPINA5        PMMKQQDQ-FYYLLDRNLSCKVVGVPYQGNATAFFILPR-EGEMEQVENGLKEKTLKKWLRMPMKR----RLELYLPKFSIEGSYQLEEVLPKLGIRDIFTS-DADLTGISNHSSIRVSEMVHKAVVEVDESGTQAAAA 361 
bovSERPINA1        PMMNRLGM-FDLHYCDKLASWVLLLDYVGNVTACFILPD-LGKLQQLEDKLNNELLAKFLEKKYAS----SANLHLPKLSISETYDLKSVLGDVGITEVFSD-RADLSGITKEQPLKVSKALHKAALTIDEKGTEAVGS 372 
bovSERPINA6        PMMFQSNT-IKYLNDSVLPCQLVQLDYTGNETVFFVLPV-KGKMDSVITALSRDTIQRWSKSLTMS----QVDLYIPKISISGAYDLGGIMGDMGIADLLSN-RTHFSGITQEALPKVSKVVHKAALQVDEKGLEADAP 362 
bovSERPINA10       PMMYRSGK-FASTFDKKFHCHVLKLPYRGNASMLVVLVERIGDHLTLEDYLTTDLVDTWLRNMKTR----KMEVFFPKFKLDQKYKMHELLKQMGVQKIFLPWADLSDLMVTERNLKVSKVLQRATIEVDEEGTEAMAG 403 
bovSERPINA14       DMMRKTER-MLYSRSEELHATMVKMPCKGNVSLTLMLPD--AGQFDTDLKKMTAKRAKLQKISDFR----LVRLILPKLKISFKINFKHLLPKIDPKHILTA-TAISQAITSKAPLPNLEALHQAEIELSEHALTVDTA 373 
                    **              . . :: :    *    .:*    .                  .            : .*::.:    
 
 
 
 
bovSERPINA12       SGAQTLPMETP----IRVKINHRFLLMIWETKMNNLLFFGKIVNPSGR----------------------------------------- 414 
bovSERPINA3-3      TGIGIERTFLR----IIVRVNRPFLIAVVLKDTQSIIFLGKVTNPSEA----------------------------------------- 411 
bovSERPINA3-4      TGIGIERTFLR----IIVRVNRPFLIAVVLKDTQSIIFLGKVTNPSEA----------------------------------------- 411 
bovSERPINA3-5      TGIGIERTFLR----IIVRVNRPFLIAVVLKDTQSIIFLGKVTNPSEA----------------------------------------- 411 
bovSERPINA3-1      TGISMERTILR----IIVRVNRPFLIAIVLKDTQSIIFLGKVTNPSEA----------------------------------------- 411 
bovSERPINA3-2      TGIGIERTFLR----IIVRVNRPFLIAVVLKDTQSIIFLGKVTNPSEA----------------------------------------- 411 
bovSERPINA3-6      TGIGIERTFLR----IIVRVNRPFLIAVVLKDTQSIIFLGKVTNPSEA----------------------------------------- 414 
bovSERPINA3-8      TGVKVGITSINN--HIPLSFNRPFLIAIVLKDTQSIIFLGKVTNPSQA----------------------------------------- 418 
bovSERPINA3-7      TAVVMATSSLLH--TLTVSFNRPFLLSIFCKETQSIIFLGKVTNPKEA----------------------------------------- 417 
bovSERPINA11       SSLLSQPRSLNATSAPHAGFNRPFLLLLWEVTTESPLFLGKVVNPAAG----------------------------------------- 422 
bovSERPINA7        VRFLNQPE--TTLLHPIIQFDRSFLLLILEKNTRSILFLGKVVDPTEV----------------------------------------- 411 
bovSERPINA4        PGSFATFWP-P------ALWFNQFFLVIFSTNAQSIFFLGKVVNPTKP----------------------------------------- 418 
bovSERPINA5        TGMVITFKS--ARLGSQRIVFNRPFLVLIVKNSKHILFLGKVTRP-------------------------------------------- 404 
bovSERPINA1        TFLEAIPMSLP----PDVEFNRPFLCILYDRNTKSPLFVGKVVNPTQA----------------------------------------- 416 
bovSERPINA6        TRVSLSAAPGP----LTLRFNRPFIIMIFDDFTWSSLFLGKVVNPTKGALPGAKLRLTRAPRPHRKGWEGSP----------------  430 
bovSERPINA10       TLLEITAYYMP----PIVKVDRPFLFIIYEETSRTVLFLGRVVDPTLL----------------------------------------- 452 
bovSERPINA14       IHTDNLLKVPVKAKEVPAVVKVPMKAKEVPAVVKVPMNTKEVPVVVKVPMNTKEVPVVVKVNRPFLLFVEDEKTQRDLFVGKVLNPQVE 459 
                                      ..  :            :   .:                        
 

Figure 28 (suite) 
 
 

Séquences codées par l’exon 5 

Séquences codées par l’exon 4Séquences codées par l’exon 3 
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Figure 29 : Phylogénie des serpines du clade A chez le bovin. Les séquences protéiques des serpines 
A bovines répertoriées dans la base de données du NCBI et celles codées par le « cluster » de gènes 
bovSERPINA3 ont été utilisées et alignées en utilisant le logiciel ClustalW2. L’analyse phylogénétique 
a été élaborée en utilisant le logiciel MEGA4 (Tamura et al., 2007) à partir de la méthode du 
Neighbour joining avec la matrice de substitution évolutive Jones-Taylor-Thornton (Jones et al., 
1992) qui permet de prendre en compte les substitutions multiples d’acides aminés. Les valeurs de 
Bootstrap, indiquant la solidité des regroupements, supérieures à 50% sont indiquées. 
 
Tableau XII : Séquences promotrices et facteurs de transcription pouvant se lier dans la région 5’UTR 
du gène bovSERPINA3-3. Ces séquences et facteurs de transcription ont été déterminés à l’aide 
du logiciel TFSEARCH (http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html). 

Séquences promotrices 
Facteurs de transcription 
pouvant se fixer à la séquence 
promotrice 

  
AP-1 TACTCACTGAGGAAGATGTGACAACTCAGAAAACATCAAATGAATCACTG 
SRY 

  
SRY AAAACTACTCCAAATTATTGTTCTTTTTAAAGAGTTATTGACTCTGTTTT 
CdxA 

 HFH-2 
  

AP-1 CCCAGGGAAATCCAAGTTAACATTGTGTTGTATTTATTAGTCACTTTTCT 
CdxA 

 AP-1 
  

Pbx-1 
CHOP-C 
CdxA 
TATA 

AATCAAGCTGTAAAAAATAGTGTATTGCACACTCACACACACACTTCAAA 

C/EBP alpha 
  
GGTCCCCAAAGTGTGTCAGAATACCAGTGTCTGGGGCCTCTGGTCTCCAG AML-1a 
 AP-1 
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SERPINA3-2, A3-3 et A3-6 du « cluster » bovin sont retrouvés. Quatre gènes du clade A sont 

localisés en amont de ces gènes SERPINA3. Outre les gènes du clade A, le gène SERPING1, 

appartenant au clade G est présent en amont des gènes SERPINA3. Ce gène SERPING1 

appartient aux  gènes de classe II et présente donc, comme les gènes SERPINA3 et 

SERPINA1, la même organisation structurale, 4 introns et 5 exons dont le premier est non 

codant. 

Par ailleurs, l’amplification, le clonage et le séquençage d’une partie de la région (environ 1,5 

kpb) située en amont du gène bovSERPINA3-3 a été réalisée. L’analyse informatique de cette 

région par le logiciel TFSEARCH a permis de déterminer différentes séquences promotrices 

potentielles et différents sites de fixation de facteurs de transcription au sein de chaque 

séquence (tableau XII). Parmi les différents facteurs de transcription pouvant se fixer, comme 

les facteurs CdxA ou Pbx-1, on retrouve le facteur AP-1. Ce facteur est activé par la 

thiorédoxine (Trx) via l’activation de la voie des MAP kinases, notamment JNK, ce qui 

augmente alors son affinité pour son site de fixation à l’ADN (Das et Muniyappa, 2009). La 

protéine Trx est impliquée dans le maintien du potentiel oxydo-réducteur de la cellule et sa 

synthèse est fortement augmentée en cas de stress cellulaire (Ohira et al., 1994). La mort de 

l’animal provoque un stress cellulaire. La cellule va alors augmenter le taux de thiorédoxine, 

qui permet d’accroître, à son tour, la quantité de facteur AP-1 actif. La fixation de ce dernier 

doit stimuler la transcription de différents gènes dont bovSERPINA3-3. Le nombre de serpines 

intracellulaires peut alors augmenter. Ces anti-protéases vont inhiber différentes protéases et 

notamment la caspase 3 et ainsi freiner leur action. Le processus apoptotique se trouverait  

ralenti, ce qui diminuerait la vitesse de maturation du muscle en viande. Si le stress a lieu 

avant l’abattage, la quantité de serpines sera encore plus importante post-mortem et ceci 

freinera d’autant plus la transformation du muscle en viande. Cette hypothèse mécanistique 

expliquerait alors pourquoi un animal stressé donne une viande plus dure qu’un animal 

« calme ».  

 Les séquences protéiques déduites et codées par l’ensemble des gènes du « cluster » 

bovSERPINA3 montrent qu’il existe une très grande identité, supérieure à 74%, entre toutes 

les protéines. Cependant, les quelques différences sont principalement retrouvées dans la 

région du site actif ou RCL de ces serpines. Ces protéines semblent également présenter des 

différences au niveau de leurs modifications post-traductionnelles telles que la 

phosphorylation ou le nombre de chaînes oligossaccharidiques (N- et/ou O-glycosylations). 

Ces variations doivent vraisemblablement leur conférer différents rôles physiologiques 

spécifiques.
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Partie II 
 
 

Etude des relations « structure-fonction » de la protéine bovSERPINA3-3 
 
 Les études de Tassy et al. (2005) et Brémaud et al. (2006) ont montré que les deux 

serpines extraites du muscle diaphragma possédaient une activité contre la trypsine et 

l’élastase, 2 protéases à sérine. En revanche, aucune activité inhibitrice n’avait pu être mise en 

évidence contre la papaïne et la cathepsine B, 2 protéases à cystéine commerciales. 

Cependant, cela ne signifie pas pour autant qu’elles ne sont pas en mesure d’inhiber une 

protéase à cystéine par un mécanisme d’inhibition croisée ou « cross-class inhibition », jamais 

encore décrit pour une serpine A3. Aussi, lors de son travail de thèse (2006), Carlos Herrera-

Mendez a pu montrer que ces deux serpines musculaires bovines sont capables d’inhiber 

certaines protéases à cystéine de la famille des caspases, les caspases 3 et 8. Au cours de ma 

thèse, j’ai réalisé une étude des relations « structure-fonction » de la protéine bovSERPINA3-

3 afin de mieux comprendre, notamment, le mécanisme d’inhibition de la caspase 3 par cette 

anti-protéase. Pour mener à bien ce travail, il a fallu, dans un premier temps, produire une 

protéine bovSERPINA3-3 recombinante sauvage active utilisée comme protéine référente et 

différentes protéines bovSERPINA3-3 recombinantes mutantes.  

II.1 Activités anti-trypsique et anti-caspase 3 de la protéine bovSERPINA3-3 
recombinante 

II.1.1 Production de la protéine bovSERPINA3-3 recombinante sauvage 

II.1.1.1 Choix du système de production 

 Pour produire une protéine recombinante, différents systèmes sont maintenant à la 

disposition des chercheurs. L’un d’entre eux a plus particulièrement retenu notre attention : il 

s’agit du système d’expression hétérologue procaryote. Il présente de nombreux avantages et 

la littérature cite de nombreux exemples de serpines produites dans un système d’expression 

procaryote qui conservent leur activité inhibitrice. Lorsque l’on veut produire une protéine 

dans un système hétérologue, il faut tenir compte de l’usage préférentiel des codons ou « biais 

de codons » qui peut différer entre les 2 organismes. Dans le cas présent, nous souhaitions 

produire une protéine bovine, donc une protéine d’un organisme eucaryote supérieur, dans 

une bactérie. Des codons préférentiels chez les mammifères peuvent être considérés comme 

rares chez la bactérie. Par exemple, le codon CCC de la proline représente près de 2% des 
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 M   G   H   H   H   H   H   H   H   H   H   S   S   G   H   I   D   D   D   D   K   H   M    23 
ATG GGC CAT CAT CAT CAT CAT CAT CAT CAT CAT AGC AGC GGC CAT ATC GAC GAC GAC GAC AAG CAT ATG   69 
                   NdeI 

 L   P   E   N   V   V   V   K   D   R   H   R   R   V   D   G   H   T   L   A   S   S   N    46 
CTG CCG GAG AAT GTG GTG GTG AAG GAC CGT CAC AGA AGG GTG GAT GGC CAC ACG TTA GCC TCC AGC AAC  138 
     

 T   D   F   A   F   S   L   Y   K   Q   L   A   L   K   N   P   N   K   N   V   M   F   S    69 
ACC GAC TTC GCC TTC AGC CTC TAC AAG CAG TTG GCT TTG AAG AAC CCC AAT AAG AAT GTC ATG TTC TCC  207 
 

 P   L   S   V   S   M   A   L   A   F   L   S   L   G   A   R   G   P   T   L   T   E   I    92 
CCG CTG AGT GTC TCC ATG GCC TTG GCC TTC CTG TCT CTG GGG GCC CGT GGC CCC ACC CTG ACA GAG ATC  276 
 

 L   E   G   L   K   F   N   L   T   E   I   Q   E   T   Q   I   H   Q   G   F   Q   H   L   115 
CTG GAA GGC CTC AAG TTC AAC CTC ACG GAG ATC CAG GAG ACA CAG ATC CAC CAG GGC TTC CAG CAC CTC  345 
 

 L   Q   A   L   N   R   P   R   N   Q   L   Q   L   S   V   G   N   A   M   F   V   Q   E   138 
CTG CAG GCG CTC AAT CGA CCC AGG AAC CAG CTG CAG CTG AGC GTG GGC AAC GCC ATG TTT GTG CAG GAG  414 
 

 E   L   K   L   L   D   K   F   I   E   D   A   R   V   L   Y   S   S   E   A   F   P   T   161 
GAG GCC TTC CCG ACC GAG CTG AAG CTG CTG GAC AAG TTC ATA GAA GAT GCC CGT GTG CTG TAC TCC TCC  483 
  

 N   F   R   D   P   E   A   A   K   S   L   I   N   D   Y   V   K   N   K   T   Q   G   K   184 
AAC TTC AGG GAT CCT GAA GCT GCC AAG AGT CTA ATA AAT GAC TAT GTG AAG AAT AAA ACC CAG GGG AAA  552 
 

 I   E   E   L   F   K   D   L   S   P   R   T   E   L   V   L   V   N   Y   V   Y   F   K   207 
ATT GAG GAG CTG TTC AAG GAC CTT TCC CCA AGA ACG GAG TTG GTC CTG GTG AAT TAC GTC TAC TTT AAA  621 
 

 A   Q   W   K   T   R   F   D   P   K   H   T   E   Q   A   E   F   H   V   S   D   N   K   230 
GCC CAA TGG AAG ACC CGC TTT GAC CCC AAA CAC ACT GAG CAG GCA GAG TTC CAC GTG AGC GAC AAC AAG  690 
 

 T   V   E   V   P   M   M   T   L   D   L   E   T   P   Y   F   R   D   E   E   L   G   C   253 
ACG GTG GAG GTG CCC ATG ATG ACC CTT GAC CTG GAA ACC CCT TAC TTC CGG GAC GAG GAG CTG GGC TGC  759 
 

 T   L   V   E   L   T   Y   T   S   N   D   S   A   L   F   I   L   P   D   K   G   K   M   276 
ACG CTG GTG GAG CTC ACG TAC ACC AGC AAC GAC AGC GCC CTC TTC ATC CTC CCC GAC AAG GGC AAA ATG  828 
 

 Q   D   L   E   A   K   L   T   P   E   M   L    T   R   W   R   N   S   L   Q   P   R  R   299 
CAG GAC CTG GAA GCC AAG CTG ACC CCG GAG ATG CTG ACG AGG TGG GCA AAC TCC CTG CAG CCC AGA CGA  897 
 

 I   H   E   L   Y   L   P   K   F   S   I   K   S   N   Y   E   L   N   D   T   L   S   Q   322 
CAT GAA CTC TAC CTG CCA AAA TTT TCC ATC ATA AAA AGC AAC TAT GAA CTG AAT GAC ACC CTC TCC CAG  966 
 

 M   G   I   K   K   I   F   T   D   A   D   L   S   G   I   T   G   T   A   D   L   V   V   345 
ATG GGC ATT AAG AAA ATA TTC ACC GAC GCT GAC CTG TCA GGA ATC ACA GGG ACC GCG GAC CTG GTA GTC 1035 
 

 S   Q   V   V   H   G   A   A   L   D   V   D   E   E   G   T   E   G   A   A   A   T   G   368 
TCC CAG GTG GTC CAC GGC GCT GCG CTG GAC GTG GAT GAG GAG GGC ACG GAA GGT GCT GCT GCC ACG GGA 1104 
 

 I   G   I   E   R   T   F   L   R   I   I   V   R   V   N   R   P   F   L   I   A   V   V   391 
ATC GGC ATA GAA AGA ACG TTC TTG AGA ATC ATT GTG CGT GTC AAC AGG CCC TTC CTG ATT GCC GTA GTT 1173 
 

 L   K   D   T   Q   S   I   I   F   L   G   K   V   T   N   P   S   E   A   *               410 
CTC AAA GAC ACC CAG AGC ATC ATC TTT TTG GGG AAA GTC ACC AAC CCC AGT GAA GCC TAG             1230 
 

Figure 30 : Séquence de la protéine bovSERPINA3-3 recombinante mature produite dans le système 
BL21 / pET19b. La séquence de la protéine mature bovSERPINA3-3 est représentée en rouge, la 
séquence protéique vectorielle contenant la queue poly-histidine en position N-terminale est 
représentée en noir. Les nucléotides écrits en blanc sur fond noir correspondent aux nucléotides 
modifiés, lors de la PCR, pour augmenter l’efficacité traductionnelle dans un système procaryote. Les 
résidus aspartate D332, D334, D371 (selon la numérotation de la protéine mature) et surlignés en 
bleu sont les résidus qui ont été modifiés par mutagénèse dirigée. Les sites de restriction NdeI et 
BamHI (non représenté) permettent l’insertion du cDNA dans le vecteur. 
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codons des gènes codant des protéines du génome bovin alors que chez la bactérie 

Escherichia coli cette fréquence n’est que de 0,6%. Si de tels codons sont trop fréquemment 

présents, en particulier au début de la séquence de la protéine, l’efficacité de la traduction 

peut-être diminuée. Pour palier cette difficulté, 3 codons rares de la protéine bovSERPINA3-

3 ont été modifiés lors de la construction du vecteur recombinant (figure 30). Nous avons 

également opté pour l’utilisation de la souche bactérienne commerciale BL21-CodonPlus® 

(DE3)-RP. En plus d’avoir intégré dans son génome le gène codant l’ARN polymérase du 

bactériophage T7, cette souche possède un plasmide portant les gènes codant respectivement 

les ARNs de transfert correspondant aux codons AGA et AGG de l’arginine et CCC de la 

proline.  

II.1.1.2 Choix du vecteur 
   
 De nombreux vecteurs sont aujourd’hui commercialisés. Notre choix s’est porté sur le 

vecteur pET-19b. Il s’agit d’un plasmide circulaire double brin de 5,7 kpb. Il est utilisé pour 

l’expression de protéines recombinantes dans les bactéries BL21 (DE3). Dans le système pET 

/ BL21 (DE3), l’expression du gène cloné est sous la dépendance de l’opérateur de l’opéron 

lactose (réprimé par le produit du gène lac I) et du promoteur reconnu par l’ARN polymérase 

du bactériophage T7. En présence d’IPTG, ce vecteur permet la production de la protéine 

recombinante. Ainsi, la protéine recombinante bactérienne produite est la protéine 

bovSERPIN3-3 dépourvue de peptide signal (c’est-à-dire mature) et possédant une séquence 

poly-histidine. Cette queue à son extrémité N-terminale a été ajoutée en position N-terminale 

afin de ne pas perturber la conformation du RCL qui se trouve du côté C-terminal. 

 

II.1.1.3 Purification de la protéine recombinante bovSERPINA3-3 
  
 Pour son utilisation ultérieure dans diverses études biochimiques et structurales, la 

protéine recombinante bovSERPINA3-3 a dû être purifiée. L’utilisation du vecteur pET-19b, 

permet la production de la protéine recombinante avec une queue poly-histidine en position 

N-terminale. Cette extension permet de purifier la protéine par chromatographie d’affinité sur 

résine de nickel. La purification a été effectuée en conditions non dénaturantes afin de 

conserver la protéine recombinante sous forme native et active. Les différentes étapes de 

purification de la protéine recombinante bovSERPINA3-3 sont indiquées sur la figure 31.
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Figure 31 : Les différentes étapes de la purification de la protéine bovSERPINA3-3 recombinante. (A) 
Purification de la protéine recombinante réalisée par chromatographie d’affinité sur résine de nickel. 
L’élution de l’anti-protéase s’effectue par pallier croissant en concentration d’imidazole. (B) 
Electrophorégramme des différentes étapes de la purification. Un aliquot (10 ou 20 µl) des différentes 
fractions est analysé en SDS/PAGE sur gel discontinu 12%. Les flèches indiquent la protéine purifiée 
sous deux formes, une forme minoritaire monomérique d’environ 50 kDa et une forme majoritaire 
d’environ 100 kDa (pistes 6 et 7). M, marqueur de taille ;  Pistes 1 à 7, aliquots des fractions 
correspondant aux différents paliers contenant 25, 50, 75, 100, 125, 250 et 500 mM d’imidazole, 
respectivement.  
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II.1.2 Mesure des activités inhibitrices 
 
 Afin de vérifier si la protéine recombinante bovSERPINA3-3 produite chez la bactérie 

E. coli, donc dépourvue de maturations post-traductionnelles, et purifiée conserve ses 

propriétés inhibitrices, différents tests d’activité ont été réalisés. La protéine bovSERPINA3-3 

extraite du muscle squelettique bovin présente une activité contre la trypsine. Les premiers 

tests biochimiques sur la protéine recombinante ont donc été réalisés sur cette même protéase 

à sérine commerciale. Notre attention s’est également portée sur une protéase à cystéine, la 

caspase 3. En effet, il est établi aujourd’hui que, dans le muscle post-mortem, aucun 

phénomène de nécrose ne se produit. L’apoptose semble le seul mécanisme mis en place. Ce 

mécanisme de mort cellulaire programmée met en jeu une famille de protéases à cystéine, les 

caspases. Nous avons donc cherché à déterminer si la protéine recombinante bovSERPINA3-

3 était une cible de ces caspases, notamment la caspase 3, la plus étudiée des caspases 

effectrices. Les tests ont été réalisés en utilisant la caspase 3 humaine. Nous avons également 

cherché à identifier le résidu cible de cette protéase à cystéine.  

II.1.2.1 Mécanisme d’action de la trypsine et de la caspase-3  
  
 La trypsine est une endoprotéase qui hydrolyse en position C-terminale les liaisons 

peptidiques dans lesquelles un acide aminé basique, la lysine (K) ou l’arginine (R), engage sa 

fonction acide. La caspase 3 est une protéase à cystéine impliquée dans le mécanisme 

d’apoptose. A l’instar des autres caspases, elle clive son substrat cible du côté C-terminal d’un 

résidu aspartate (D) présent dans un site de reconnaissance spécifique. Dans le cas de la 

caspase 3 humaine, ce site correspond au motif DEVDX ou DMQDX avec X correspondant à 

n’importe quel acide aminé en dehors de la proline. 

II.1.2.2 Mécanisme(s) d’inhibition 
  
 Lors d’une réaction réversible, la vitesse d’association est définie par l’équation : 

 
v = -d[E] / d(t) = kass [E] [I] – kdiss [EI] 

 
avec [E], [I], [EI] les concentrations en enzyme libre, en inhibiteur libre et en complexe 

enzyme-inhibiteur, respectivement, et t le temps. En revanche, dans le cas d’une inhibition 

irréversible (cf. VII.5 Mécanisme d’inhibition des serpines), la constante de dissociation kdiss, 

est particulièrement lente et peut donc être négligée. 
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L’équation devient alors : 

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

Si la valeur de kdiss est suffisamment faible, l’équation peut être utilisée pour décrire 

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

Lorsque l’association enzyme / inhibiteur est suffisamment rapide, la constante d’association 

peut être déterminée en incubant des quantités équimolaires d’enzyme et d’inhibiteur. 

Pour la trypsine, la méthode utilisée est celle décrite par Beatty et al. (1980) basée sur 

l’équation :  

t0,5 = 0,693/kass [I] 

 
La représentation semi-logarithmique de vi/vo (vitesse de réaction en l’absence vo ou 

en présence vi d’inhibiteur) en fonction du log de t est une droite dont l’équation permet de 

déterminer t0,5, le temps nécessaire à l’inhibiteur pour réduire l’activité enzymatique de 50%. 

Connaissant t0,5, la constante d’association peut être calculée à partir de l’équation ci-dessus 

selon des conditions de pseudo-premier ordre. 

En pratique, des concentrations équivalentes (5 nM) en trypsine et en inhibiteur purifié sont 

pré-incubées dans un tampon Tris-HCl 50 mM, CaCl2 20 mM, pH 8,0 dans un volume 

réactionnel de 200 µl final pendant une durée allant de 0 à 10 minutes. Le substrat N-CBZ-

Phe-Arg-AMC est ensuite ajouté (50 µl à 100 µM) puis l’activité résiduelle est mesurée par 

spectro-fluorométrie (λexcitation=360 nm et λémission= 440nm). 

 
Pour mesurer l’activité anti-caspase 3, la constante d’association est déterminée par la 

méthode de courbes décrite par Zhou et al. (1997). 

En pratique, une solution à 1 nM (dans un volume de 30 µl) de caspase 3 est incubée en 

présence de substrat (50 µl à 100 µM) (N-acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-AMC). La lecture est alors 

faite selon les mêmes conditions que dans le cas de la trypsine. Lorsque la vitesse devient 

constante, différentes concentrations d’inhibiteur (de 1 à 50 nM) sont ajoutées au mélange 

réactionnel et la diminution de fluorescence est mesurée pendant 20 minutes au minimum. 

Pour chaque concentration d’inhibiteur, la constante de premier ordre kobs est déterminée 

selon l’équation : 

ln ([P]t+Δt – [P]t) = C – kobst 

Où [P]t+Δt est la concentration du produit fluorescent au temps t + Δt de la réaction 

d’association et [P]t est la concentration du produit fluorescent au temps t.  
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La représentation graphique de la concentration en inhibiteur en fonction des différentes 

valeurs de kobs obtenues permet de tracer une droite dont la pente est k’obs. La constante de 

vitesse de deuxième ordre (kass) est alors déterminée par la relation suivante : 

 

kass = k’obs (1 + S/Km)  

 

II.1.2.3 Inhibition de la trypsine et de la caspase 3 par la protéine 
recombinante bovSERPINA3-3 

 
  L’anti-protéase recombinante purifiée est capable d’inhiber la trypsine avec une 

constante d’association similaire à celle de la protéine extraite du muscle squelettique bovin. 

Pour l’inhibition de la trypsine, la constante d’association calculée dans le cas de la serpine 

produite dans la bactérie est de 1,87 x 106 M-1s-1, valeur voisine de celle calculée pour la 

serpine musculaire (0,67 x 106 M-1s-1 ; tableau XIII). Il semble donc que les modifications 

post-traductionnelles telles que la N-glycosylation, absentes pour la protéine recombinante 

bactérienne, ne soient pas nécessaires à l’activité inhibitrice de l’anti-protéase. De la même 

manière, les serpines bovSERPINA3-3 musculaire et recombinante sont capables d’inhiber la 

caspase 3. Les constantes d’association sont élevées : 1,55 x 105 M-1s-1 pour la serpine 

musculaire et 9,04 x 105 M-1s-1 pour la serpine recombinante.  

 

Tableau XIII : Constantes d’association (kass) des protéines bovSERPINA3-3 musculaire, 
recombinante sauvage et mutantes. N.I., pas d’inhibition. 
 kass (M-1s-1) 

Protéine recombinante / Protéase cible Trypsine (x 106) Caspase 3 (x 105) 

bovSERPINA3-3 musculaire purifiée 0,67 1,55 

bovSERPINA3-3 référente 1,87 9,04 

bovSERPINA3-3 D332A 0,29 N.I. 

bovSERPINA3-3 D334A 30,5 N.I. 

bovSERPINA3-3 D371A 0,79 N.I. 
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Figure 32 : Structure tri-dimensionnelle d’un monomère de la protéine bovSERPINA3-3 vu par 
transparence à travers la surface moléculaire. La structure secondaire est colorée en rouge pour les 
hélices, en jaune pour les brins des feuillets β  et en vert pour les boucles. Les 3 résidus aspartate 
D332, D334 et D371 sont représentés par des sphères bleue, verte et violette, respectivement. Les 
résidus D332 et D334 sont enfouis sous le RCL, localisé en haut à gauche. 
 

D332
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RCL
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II.1.2.4 Identification de l’acide aminé cible de la caspase 3 
 
 Une caspase est une enzyme qui clive après un résidu D contenu dans un motif de 

reconnaissance, par exemple le motif DEVD dans le cas de la caspase 3 humaine. A 

l’intérieur et autour de la boucle définissant le RCL, on retrouve trois résidus aspartate. Deux 

sont situés en amont du RCL, en position 332 et 334 (selon la numérotation de la protéine 

mature), et un est situé en aval en position 37 dans le RCL (ou 371 selon la numérotation de la 

protéine mature), respectivement (figure 30). De plus, les deux résidus D332 et D334 sont 

contenus dans le motif DVD, proche de celui de reconnaissance de la caspase 3 humaine. 

Aussi, ai-je réalisé différentes protéines recombinantes mutantes dans lesquelles ces résidus 

ont été modifiés en alanine. Ces mutations ont été réalisées à l’aide du kit QuikChange® Site-

Directed Mutagenesis Kit (Stratagene). Les tests d’activité réalisés montrent que ces protéines 

mutantes conservent une activité inhibitrice vis-à-vis de la trypsine (tableau XIII). En 

revanche, ces protéines ne présentent plus aucune activité contre la caspase 3. Pour essayer de 

comprendre ce résultat et déterminer quel est l’acide aminé cible, une modélisation de la 

protéine recombinante bovSERPINA3-3 a été entreprise. Cette représentation 

tridimensionnelle (figure 32) a été réalisée en collaboration avec le Dr Christophe Combet, de 

l’Institut de Biologie et Chimie des Protéines (IBCP-UMR5086-CNRS/Université de Lyon). 

Ainsi, les résidus situés en amont du RCL sont enfouis sous la boucle formée par ce RCL. 

Toute modification de ces acides aminés entraînent une modification de l’espace ce qui 

déstabilise la boucle du RCL. La reconnaissance et la fixation de la caspase 3 seraient alors 

perturbées, d’où l’absence d’inhibition. Le résidu D371 est quant à lui localisé sur la face 

externe de la molécule et accessible. Il serait donc la cible de la caspase 3. 

II.1.2.5 Formation de complexes entre l’anti-protéase et les protéases à 
 sérine  

  
 Une des caractéristiques des serpines est de former des complexes stables avec leur 

cible en conditions dénaturante et réductrice. Pour la première fois, nous avons pu montrer 

qu’une serpine formait un complexe stable en SDS-PAGE avec une protéase à cystéine 

appartenant à la famille des caspases. Par exemple, la serpine du virus cowpox CrmA ne 

forme pas de liaison covalente avec la caspase 3. De plus, avec la serpine mutée, aucun 

complexe n’a pu être obtenu. Ceci montre bien que l’acide aminé D371 est la cible de la 

caspase-3. En revanche, ce résidu n’est pas situé dans le motif « habituel » de reconnaissance 

et de clivage de la caspase-3, le motif DEVD ou DMQD. L’absence d’inhibition montre que, 
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dans notre cas, la caspase-3 présente une « souplesse » dans la reconnaissance de son substrat. 

L’ensemble de ce travail a ainsi fait l’objet de la publication suivant parue dans le journal 

« FEBS Letters ». 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Inhibition of human initiator caspase 8 and effector caspase 3 by cross-class 
inhibitory bovSERPINA3-1 and A3-3 

 
Herrera-Mendez C.H.*, Becila S.*, Blanchet X.*, Pelissier P., Delourme D., Coulis G., 

Sentandreu M.A., Boudjellal A., Bremaud L. & Ouali A. 
(*contribution équivalente) 

 
FEBS Letters, 2009, 583(17):2743-2748 
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II.2 Phénomène de dimérisation 

 II.2.1 Polymérisation et dimérisation des serpines 
 
 Une caractéristique des serpines est leur aptitude à la dimérisation et la 

polymérisation. C’est, par exemple, le cas de l’antithrombine qui, lorsque qu’elle est mutée, 

se présente sous forme dimérique (Lomas, 2006). Dans certaines biopsies pathologiques, le 

phénomène de dimérisation des serpines a pu être observé et peut même s’étendre et conduire 

à la polymérisation d’unités répétées de la protéine. Comme pour l’α1-antitrypsine dans le cas 

de la mutation Z. Le degré de polymérisation est si important qu’il devient alors possible 

d’observer, par microscopie électronique, des « colliers » de protéines dans les cellules 

hépatiques (Lomas, 2006). Différents modèles structuraux ont été réalisés afin de permettre de 

mieux appréhender la formation de polymères pathologiques de serpines (cf. VII.8 Maladies 

associées aux serpines). 

De façon expérimentale, un inhibiteur de trypsine extraite du plasma bovin se présente sous 

forme dimérique après migration en conditions dénaturantes (Christensen et Sottrup-Jensen, 

1994). De la même manière, la serpine bovSERPINA3-1 extraite du muscle squelettique se 

présente majoritairement sous une forme dimérique (Tassy et al., 2005). A ce jour, aucune 

étude n’a été entreprise pour expliquer le phénomène de dimérisation et de polymérisation 

observé in vitro. 

 II.2.2 Dimérisation de la protéine bovSERPINA3-3 
 
 Les serpines bovSERPINA3-3 musculaire et recombinante migrent de manière 

similaire sous forme dimérique en SDS/PAGE. Cette dernière, cependant, perd cette faculté 

de dimérisation lorsque le résidu aspartate en position 371 est muté en alanine.  

Afin de mieux comprendre ce phénomène de dimérisation in vitro, Plusieurs études ont été 

menées. Une collection de mutants a été réalisée dans lesquels le résidu aspartate a été 

remplacé par successivement un résidu asparagine, qui permet le même encombrement 

stérique que l’aspartate mais qui n’est pas chargé, et par un résidu glutamate qui permet de 

conserver une charge négative mais pas le même encombrement. Nous avons également 

étudié le comportement de ces dimères dans différentes conditions électrophorétiques et plus 

particulièrement en condition native (PAGE). Enfin, en collaboration avec le Dr Christophe 

Combet (UMR 5086, « Institut de Biologie et de Chimie des Protéines », Lyon), nous avons 

proposé un modèle structural de dimérisation de la protéine bovSERPINA3-3. Cette étude a 
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fait l’objet d’un article qui sera prochainement soumis au journal « Protein Science ». Ainsi, 

le changement de l’aspartate par un résidu asparagine permet d’obtenir un ratio 

dimère/monomère de 3/1. La modification de l’aspartate en glutamate donne 50% de forme 

dimérique et 50% de forme monomérique. Pour que le phénomène de dimérisation se 

produise, il faut donc la présence d’une charge négative ainsi qu’un encombrement stérique 

strict qui permet de maintenir l’interface. 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Mutagenesis of the bovSERPINA3-3 demonstrates the requirement for 
asparate-371 for inter-molecular interaction and formation of dimers 
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II.3 Glycosylation de la protéine bovSERPINA3-3 
  
 Les serpines sont des protéines qui sont modifiées post-traductionnellement 

notamment par des ajouts de chaînes oligossaccharidiques de type N-glycosidiques. La 

serpine bovSERPINA3-3 possède une masse moléculaire d’environ 75 kDa supérieure à sa 

masse théorique d’environ 47 kDa. Ceci suggère donc la présence, entre autre, de chaînes N-

glycosylées. En effet, dans la séquence de la protéine mature, 5 sites potentiels de N-

glycosylation sont présents. Afin d’évaluer le nombre de sites réellement occupés par des 

chaînes oligossaccharidiques, l’impact de ces N-glycosylations sur la stabilité et l’activité de 

la serpine étudiée, la synthèse de cette anti-protéase a été réalisée dans un organisme 

eucaryote, capable de réaliser la N-glycosylation. Parmi les différents systèmes existant tels 

que les cellules eucaryotes de mammifères ou d’insectes, notre choix s’est porté sur la levure 

Saccharomyces cerevisiae. En effet, ce système offre différents avantages. Outre le fait de 

réaliser des modifications post-traductionnelles complexes comme l’ajout de sucres, le 

système levure est peu coûteux, plus facilement manipulable que des cellules eucaryotes mais 

surtout permet d’obtenir une grande quantité de protéines d’intérêt en un minimum de temps. 

Cependant, bien que la levure soit capable de réaliser des N-glycosylations, ces dernières sont 

différentes de celles retrouvées chez les eucaryotes supérieurs ; la levure ne permet pas, par 

exemple, l’ajout d’acide sialique. Mais, dans un tel système, même si la composition des 

chaînes N-glycosidiques est différente de celle du bovin, le nombre de sites occupés pour une 

protéine reste identique. 

 II.3.1 La N-glycosylation chez la levure 
 
La glycosylation des protéines se déroule dans deux compartiments cellulaires 

distincts ; elle débute dans le réticulum endoplasmique granuleux (REG) puis se poursuit dans 

l’appareil de Golgi. Dans le REG, un précurseur oligosaccharidique Glc3Man9GlcNAc2 (3 

résidus glucose, 9 mannoses et 2 N-acétylglucosamines) est assemblé sur un transporteur 

lipidique, le dolicholpyrophophate, puis transféré en bloc sur un résidu asparagine (N) de la 

protéine en cours de synthèse. Cet acide aminé, sur lequel se greffe le premier N-

acétylglucosamine, est contenu dans une séquence consensus de type N-X-S/T où X peut être 

n’importe quel acide aminé à l’exception de la proline. Lors de son transfert, ce précurseur est 

modifié. Il y a chez la levure, à l’exception de Schizosaccharomyces pombe, élimination des 3 

résidus glucose et d’un résidu mannose. La structure pentasaccharidique Man3GlcNAc2 
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Figure 33 : Structure des N-glycosylations chez la levure Saccharomyces cerevisiae. Deux types de N-
glycosylation sont rencontrés : une petite ramification (à gauche) et une très grande ramification (à 
droite). 
 

 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 34 : Mécanismes d’action des N-Glycosidase F et de l’Endoglycosidase H. La première 
enzyme clive entre le résidu asparagine (N) et le premier résidu N-acétylglucosamine libérant ainsi la 
totalité du glycanne. La seconde enzyme clive la chaîne entre les deux résidus N-acétylglucosamine. 
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constitue d’ailleurs le « cœur » commun à tous les N-glycanes, rencontrés chez tous les 

eucaryotes. Les chaînes oligosaccharidiques sont ensuite allongées soit par ajout de résidus 

mannoses exclusivement soit par ajout de résidus mannoses et de galactoses à la structure 

saccharidique Man8-9GlcNAc2 formant ainsi des ramifications (figure 33). L’extension des 

oligosaccharides peut être de deux formes : un petit allongement (<15 sucres) ou un grand 

allongement pouvant aller jusqu’à 200 sucres ajoutés, comme chez la levure Saccharomyces 

cerevisiae. 

De plus, des mannoses porteurs d’un groupement phosphate peuvent se fixer sur certains 

résidus mannose via une liaison phosphoester. Ceci permettra d’allonger les ramifications 

avec des résidus mannose supplémentaires (Gemmill et Trimble, 1999). 

 II.3.2 Production de la protéine bovSERPINA3-3 chez S. cerevisiae 
  

Afin de déterminer le nombre de sites de glycosylation réellement occupés et leur 

implication dans la stabilité et/ou l’activité de l’anti-protéase, la protéine a été produite, par la 

société GLYCODE (Uzerche, France), chez la levure S. cerevisiae. En conditions 

dénaturantes, cette protéine migre sous deux formes très proches de 60 et 57 kDa (figure 35 

piste 1). Ces tailles sont très inférieures à celle de la protéine bovSERPINA3-3 musculaire (75 

kDa). Deux hypothèses sont alors envisageables. Cette différence pourrait être attribuée à une 

absence de chaînes oligossaccharidiques sur l’un des sites. En revanche, si on considère que 

toutes les modifications post-traductionnelles sont effectuées chez la levure et que le nombre 

de sites de N-glycosylation occupés est identique, la différence de migration électrophorétique 

observée pourrait être attribuée à la composition des chaînes oligossaccharidiques. Ainsi, la 

protéine produite chez S. cerevisiae adopterait une conformation tridimensionnelle différente 

qui doit perturber sa migration. Cette hypothèse conformationnelle pourrait également 

expliquer l’absence, chez la levure, de la forme dimérique observée chez le bovin. Afin de 

vérifier le nombre de sites réellement occupés, une déglycosylation ménagée a été réalisée en 

présence de la N-Glycosidase F (PNGase F). Cette enzyme, produite par Flavobacterium 

meningosepticum, est une amidase qui clive tous les N-glycannes à l’exception du fucose 

lorsqu’il est lié sur le premier N-acétylglucosamine. Le résidu asparagine porteur du glycanne 

est alors désaminé et transformé en résidu aspartate. La chaîne oligosaccharidique est donc 

clivée (figure 34). 
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   M           1             2             3           4           5 
Durée du traitement (min)             0             1             3           5           10 

 
Figure 35 : Déglycosylation ménagée de la protéine bovSERPINA3-3 produite chez la levure S. 
cerevisiae. La protéine bovSERPINA3-3 (6,5 µg), d’une taille théorique de 44,8 kDa, a été soumise à 
une déglycosylation ménagée à 94°C par l’amidase PNGase F (2,5 unités d’enzyme). Un aliquot est 
prélevé aux temps 1, 3, 5 et 10 minutes (pistes 2 à 5, respectivement) puis soumis à une migration en 
SDS-PAGE 12 % suivie d’une coloration au bleu de Coomassie. Les 5 flèches noires représentent les 
5 différents états de glycosylation de la protéine. La flèche rouge représente la forme totalement 
déglycosylée de la protéine. 
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Lorsque la réaction est réalisée en conditions ménagées, chaque site peut être libéré de 

manière séquentielle. Ainsi, cette réaction permet de déterminer le nombre réel de sites 

occupés. Les conditions expérimentales, décrites dans la légende de la figure 35, nous 

permettent de visualiser 5 niveaux de N-glycosylation conduisant à des protéines de 60, 57, 

54,6, 52,3 et 46,6 kDa. La forme entièrement déglycosylée est estimée à 44,1 kDa, et très 

proche de la taille théorique de la protéine (44,8 kDa). Selon ces masses moléculaires 

calculées, nous pouvons en déduire que le cœur pentasaccharidique est ramifié et allongé de 

13 résidus mannose. Ces résultats ont été confirmés par l’utilisation de l’endoglycosidase H 

(Endo H), une glycosidase produite par Streptomyces plicatus qui clive entre les deux N-

acétylglucosamines d’un N-glycanne hypermannosylé (résultats non montrés). Les 5 sites 

potentiels de N-glycosylation de la protéine bovSERPINA3-3 sont donc réellement 5 sites de 

N-glycosylation occupés. 

  II.3.3 Tests d’activité 
  
 Afin d’évaluer l’impact des modifications post-traductionnelles sur la stabilité et les 

propriétés inhibitrices de cette anti-protéase produite chez la levure, des tests d’activité ont été 

réalisés à la fois sur la trypsine et la caspase 3. De façon inattendue, aucune activité inhibitrice 

n’a pu être obtenue contre ces 2 protéases. De plus, la déglycosylation totale de la protéine 

produite chez la levure ne permet pas de restaurer ses propriétés inhibitrices. De la même 

manière que ces modifications entraînent un changement conformationnel irréversible qui 

empêche la formation de dimères, nous pouvons supposer que la conformation protéique 

adoptée chez la levure ne permet plus d’exposer la boucle du site actif. La fixation des 

protéases ne peut donc plus être effectuée. 
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Partie III 
 
 

Quantification des serpines A3 bovines par test ELISA 
 

III.1 Pourquoi ce test ELISA ? 
 
 La mise au point de ce test a été envisagée afin de disposer, à terme, d’un dosage 

rapide des protéines inhibitrices bovSERPINA3s. Ce dosage doit permettre de quantifier ces 

serpines dans différents tissus et organes mais aussi dans différents échantillons musculaires 

phénotypés pour leurs caractéristiques de maturation. La quantification d’une enzyme dans un 

extrait tissulaire repose essentiellement sur deux méthodes : la mesure de l’activité 

enzymatique et le dosage de l’enzyme par des techniques immunochimiques. La 

quantification par mesure de l’activité enzymatique se heurte à plusieurs problèmes 

majeurs tels que le nombre limité d’échantillons pouvant être analysés simultanément et 

également le rendement de l’extraction protéique. En effet, dans le cas d'inhibiteurs 

enzymatiques, la mesure de l’activité s’effectue contre une protéase cible et nécessite une 

étape de purification préalable obligatoire. La mesure de l’activité enzymatique représente 

donc une solution peu envisageable à grande échelle, en raison des difficultés techniques 

qu’elle peut occasionner et du temps nécessaire à la purification.  

 Pour contourner ces difficultés, nous nous sommes orientés vers des méthodes 

immunochimiques de type ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay), qui s’avèrent 

beaucoup plus spécifiques, plus rapides et parfaitement reproductibles. Elles permettent en 

outre de travailler sur des extraits bruts de muscle, sans fractionnement préalable, et 

d’analyser un très grand nombre d’échantillons simultanément. Ce test est rendu possible car 

nous disposons d’un anticorps polyclonal de lapin immunisé avec l’anti-protéase 

bovSERPINA3-1 qui est dirigé contre l’ensemble des serpines A3 bovines. 

Un premier test ELISA a été mis au point (Herrera-Mendez, 2006) dans lequel les protéines 

bovSERPINA3-1 et bovSERPINA3-3 extraites du muscle bovin étaient utilisées comme 

protéines référentes. La procédure de purification de ces dernières étant très lourde, il n’est 

pas envisageable d’utiliser ce test à grande échelle. Ainsi, le travail qui m’a été confié, ces 

derniers mois, a consisté à mettre au point un test ELISA en utilisant l’anti-protéase 

bovSERPINA3-3 recombinante bactérienne comme protéine référente.  
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Figure 36 : Principe du test ELISA « en sandwich ». L’anticorps est fixé au fond du puits (1), 
l’antigène (bovSERPINA3-3 recombinante bactérienne) est ensuite ajouté et capturé par l’anticorps 
(2). Le même anticorps sur lequel est greffée la biotine (cercle orange) vient se fixer sur l’antigène 
capturé (3). Le complexe avidine-peroxydase se fixe à son tour sur la biotine (4). Enfin, la réaction 
colorimétrique est amorcée par l’ajout du substrat (5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 37 : Courbe de calibration de bovSERPINA3-3 obtenue par ELISA. La courbe a été réalisée à 
partir d’une gamme de concentration de bovSERPINA3-3 recombinante sauvage purifiée de 0,01 
ng/ml à 10000 ng/ml selon la procédure décrite au paragraphe III.2.  
La courbe 4-paramètres obtenue a pour équation : y= -0,032+1,82/[1+(1,478/x)0,74] avec x la 
concentration en ng/ml. 
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III.2 Principe et mise au point du test ELISA  
 
 Parmi les différentes méthodes ELISA existantes, nous nous sommes orientés sur le 

test ELISA « en sandwich » (figure 36). Dans cette technique de dosage, les puits d’une 

microplaque sont tapissés avec un anticorps de capture, des immunoglobulines G (IgG) 

diluées dans du PBS et capables de lier spécifiquement l’antigène recherché. Lors de cette 

opération appelée « coating », l'anticorps de capture se fixe au plastique des puits par 

interaction électrostatique. L'anticorps de capture assure la spécificité du test. Une étape 

supplémentaire de « surcoating » est ensuite réalisée. Cette étape permet de saturer le puits 

afin d’éviter toute fixation aspécifique par l'un des composés qui sera par la suite ajouté. Elle 

est réalisée avec du sérum de lapin 10% dilué dans du PBST 0,1%. La solution à tester est 

déposée dans les puits de la microplaque. Si l'antigène recherché est présent, il se lie 

spécifiquement à l’anticorps de capture. La solution à tester est ici une solution de PBST 0,1% 

contenant du sérum de lapin 1% et la protéine recombinante bovSERPINA3-3 bactérienne à 

différentes concentrations. Un deuxième anticorps, l'anticorps traceur, capable de se lier à 

l'antigène capturé, est alors ajouté dans le puits et les anticorps traceurs non fixés sont 

éliminés par lavage. Dans le cas présent, il s'agit du même anticorps mais couplé à la biotine. 

La réaction colorimétrique s’effectue après l’ajout de la peroxydase couplée à l’avidine. 

L’avidine est une protéine qui peut fixer la biotine. La peroxydase, en dégradant un substrat, 

l’ortho-phénylènediamine (contenu dans un tampon phosphate 50 mM, citrate 25 mM et 

peroxyde d’hydrogène 0,015% final), permet la formation de phénylènediimine qui, après 

ajout de H2SO4 2,5 M, absorbe à 492 nm. La densité optique sera alors lue sur un 

spectrophotomètre à cette longueur d’onde. 

Pour valider un test ELISA, différents paramètres doivent être mesurés tels que la limite de 

détection, la précision (répétabilité inter- et intra-essai), le taux de recouvrement ou encore la 

linéarité.  

III.2.1 Etablissement de la courbe de calibration 
  
 La mise au point d’un test ELISA nécessite l’établissement d’une courbe de 

calibration en utilisant des concentrations croissantes d’antigène. Après plusieurs essais, nous 

avons établi une gamme allant de 0,01 ng/ml à 10 µg/ml de la protéine bovSERPINA3-3 

recombinante. La courbe de calibration correspondante est représentée figure 37. En se basant 

sur les premiers travaux de thèse de Herrera-Mendez (2006), nous avons utilisé l'anticorps

 



 

 192 

 

 

 

 
Tableau XIV : Coefficient de variation de la répétabilité inter- et intra-essai du dosage ELISA 
 

 
 
 
 
 
 
Tableau XV : Test de récupération d'un extrait brut de collier (Longus colli) dilué au 3000ème avec l'anti-
protéase bovSERPINA3-3 

Concentration de bovSERPINA3-3 (ng/ml)  

5 10 30 70 

Moyenne ± écart-type 
(ng/ml) 4,99 ± 0,192 9,91 ± 0,19 33,51 ± 0,209 67,56 ± 0,245 

CV (%) 3,84 1,92 0,63 0,36 
Intra-essai 

Nombre de répétitions : 10  

      
Moyenne ± écart-type 

(ng/ml) 5,09 ± 0,15 9,98 ± 0,22 32,77 ± 2,68 67,22 ± 0,73 

CV (%) 2,95 2,23 8,19 1,09 Inter-essai 

Nombre de répétitions : 3  

Dilution 

Concentration de 
bovSERPINA3-3 

recombinante 
ajoutée (ng/ml) 

Concentration 
théorique mesurée 

(ng/ml) 

Concentration 
mesurée (ng/ml) Recouvrement (%) 

 21,3 _ _ 

10 31,3 30,5 97,44 

20 41,3 36 87,8 

30 51,3 50,81 99 

1/3000 

40 61,3 60,14 98,1 
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« coaté » à la concentration constante de 1 µg/ml. La courbe de calibration est semblable à 

celle obtenue avec l’anti-protéase purifiée à partir du muscle squelettique bovin. Il s’agit 

d’une sigmoïde dont la partie linéaire, importante, est située entre 5 ng/ml et 100 ng/ml. Ceci 

permet de conclure que l’utilisation de la protéine recombinante bactérienne est envisageable 

pour l’application de ce test. 

III.2.2 Détermination de la limite de détection du dosage 
  
 La limite de détection correspond à la plus petite valeur d'absorbance pouvant être 

distinguée d’un blanc de réaction. Ce dernier est obtenu à partir de puits dans lesquel seul 

l'antigène est absent. La détermination de ce blanc est obtenue en effectuant la moyenne et 

l’écart-type de 10 dosages d’une solution ne contenant pas de serpine. Dans nos expériences, 

l’écart-type a été multiplié par 3 et cette valeur a été ajoutée à la moyenne. Elle est reportée en 

ordonnée sur la courbe de calibration du dosage et permet de déterminer une concentration 

qui représente la limite de détection du test. Dans le cas présent, cette limite a pu être estimée 

à environ 0,9 ng/ml de protéine. Cette valeur est compatible avec des résultats observés dans 

la littérature à partir d'antigènes recombinants. Ainsi, ce test que nous avons ainsi mis au point 

permet donc de doser de très faibles quantités de protéines.  

III.2.3.Détermination de la répétabilité inter- et intra-essai du dosage ELISA 
  
 Le pourcentage de répétabilité de variation du dosage (CV) est déterminé par la 

formule suivante : 

 
CV = écart-type/moyenne x 100 

 
La répétabilité intra-essai est réalisée sur 10 dépôts de 4 solutions d’inhibiteur à 5, 10, 30 et 

70 ng/ml. La répétabilité inter-essai a été évaluée de la même façon que pour la répétabilité 

intra-essai mais dans 3 expériences espacées d’une journée chacune. 

Les résultats obtenus montrent des coefficients de variation faibles allant de 0,36% à 3,84% et 

1,09% à 8,19% pour les répétabilités intra et inter-essai, respectivement (tableau XIV). Ceci 

suggère donc une bonne reproductibilité de ce test.  
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III.2.4 Détermination du pourcentage de récupération 
  
 Le recouvrement ou la récupération est l’aptitude d’une technique à mesurer 

correctement un produit pur qui a été ajouté à un échantillon que l’on veut doser. Cette 

détermination est réalisée par dosage des protéines bovSERPINA3s dans une dilution d’un 

extrait brut de collier (Longus colli), dont la concentration en serpines est connue, après ajout 

de quantités croissantes de bovSERPINA3-3 purifiée ; ici, 10, 20, 30 et 40 ng/ml. Le 

pourcentage moyen de récupération indiqué dans le tableau XV est estimé à 95,6% ce qui 

permet de conclure que les anti-protéases bovSERPINA3s présentent le même comportement 

vis-à-vis de l’anticorps quand elles sont seules ou dans un milieu complexe. L’extrapolation 

de la courbe obtenue avec la gamme étalon nous permet donc de déterminer la concentration 

des serpines bovSERPINA3s dans un milieu riche en protéines comme un extrait brut.  

 
 Les résultats préliminaires obtenus en utilisant la serpine bovSERPINA3-3 

recombinante sont encourageants et concevables avec ceux obtenus par Herrera-Mendez avec 

la protéine musculaire. Ainsi, la protéine recombinante produite chez E. coli est purifiée selon 

un protocole bien établi, en quantité suffisante et de manière rapide ce qui ne constitue donc 

pas une étape limitante pour une utilisation de ce test à grande échelle. Nous pouvons, dès à 

présent, envisager de mettre en œuvre ce test pour quantifier les serpines A3 bovines dans les 

échantillons musculaires des 60 taurillons de 15-19 mois du programme Qualvigène et qui ont 

été phénotypés « extrêmes » pour le caractère de tendreté. Cela permettra enfin d'établir s'il 

existe un lien entre la quantité de serpineA3 bovine et la tendreté de la viande. De manière 

plus fondamentale, ce test est utilisable pour faire une analyse protéique spatio-temporelle des 

serpines A3 à différents stades de développement (de l’embryon à l’âge adulte) et dans 

différents organes et tissus. 
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Partie IV  
 
 

 La transformation du muscle en viande : de l’abattage de l’animal à la 
phase de rigor mortis  

  
La génomique fonctionnelle, via des approches de transcriptomique et de protéomique, 

permet d’éclairer, sous un nouvel angle, des mécanismes opérant au sein de la cellule 

musculaire après la mort de l’animal. A partir des différentes recherches expérimentales et 

bibliographiques que j’ai réalisées, j’ai pu élaborer un scénario expliquant le déroulement 

enzymatique de différents processus survenant après la mort de l’animal. Ce scénario, 

hypothétique et encore incomplet, s’appuie sur un certain nombre de résultats obtenus. 

 Juste après la mort de l’animal, la cellule maintient, pendant quelques temps, son 

homéostasie. Cela se traduit par une augmentation de la synthèse de protéines et de 

métabolites énergétiques comme l’ATP via une stimulation de la glycolyse aérobie. Cette 

augmentation de l’activité de la glycolyse, du cycle de Krebs et de la β-oxydation des acides 

gras semble confirmée par les résultats de transcriptomique et de protéomique obtenus par 

différents auteurs (tableau XVI). De la même manière, certaines voies de dégradation des 

acides aminés pourraient également être stimulées. Ceci permettrait d’expliquer pourquoi 

certains produits des gènes tels que ACAD8 et HGD ont été identifiés comme des gènes 

candidats pour la tendreté. Le gène ACAD8 code l’acyl-Coenzyme A déshydrogénase, une 

enzyme impliquée dans le catabolisme de la valine et celui des acides gras. Cette enzyme est 

également responsable de la synthèse de FADH2 qui entre dans la chaîne respiratoire 

mitochondriale pour permettre la synthèse d’ATP. Le gène HGD code, quant à lui, une 

enzyme impliquée dans le catabolisme de la tyrosine et de la phénylalanine, l’homogentisate 

1,2-dioxygénase, qui permet la conversion de l’homogentisate en acétoacétate et fumarate, ce 

dernier étant un intermédiaire réactionnel du cycle de Krebs. Le détournement de toutes ces 

voies permet une augmentation de la synthèse de molécules d’ATP mais aussi de NAD(P)H et 

de FADH2, 2 molécules qui permettront par la suite la synthèse d’ATP via la chaîne 

respiratoire oxydative. Pour permettre la conversion de ces molécules, les protéines 

impliquées dans le fonctionnement de cette chaîne devraient se trouver fortement augmentées. 

De plus, ces voies métaboliques se déroulent, en grande partie, dans la mitochondrie, un 

organelle possédant une bicouche phospholipidique. Aussi, est-il nécessaire de permettre le 

transport des constituants à l’intérieur de la mitochondrie. Il est donc vraisemblable de penser 

que la quantité de ces transporteurs augmente elle aussi.  



 

 

Tableau XVI : Liste de protéines impliquées dans le métabolisme énergétique 

Nom Fonction Relation avec la 
tendreté Référence 

NADH déshydrogénase (ubiquinone) Fe-S 
protéine 1 

NADH déshydrogénase flavoprotéine 2  

Constituant du complexe I de la chaîne respiratoire 
mitochondriale 

Protéine d’assemblage de la cytochrome c 
oxydase  

Constituant du complexe IV de la chaîne respiratoire 
mitochondriale 

Malate déshydrogénase Convertit le malate en oxaloacétate, intermédiaire du cycle de 
Krebs 

Glutamate oxaloacétate transaminase 1 

Glutamate oxaloacétate transaminase 2 
Intervient dans la catalyse de l’aspartate en oxaloacétate 

Isoforme 1 de la sous-unité C du complexe de 
la succinate déshydrogénase 

Constituant du complexe II de la chaîne respiratoire 
mitochondriale 

Nicotinamide nucléotide transhydrogénase  Fonctionne comme une pompe à proton au travers de la 
membrane mitochondriale 

Taux d’expression corrélé 
négativement avec la tendreté 
à 24 heures post-mortem 

Kee et al. (2008) 

Phosphoglucomutase 1 Intervient dans la glycolyse 

Diminution de la quantité à 24 
heures post-mortem dans des 
animaux Charolais et Salers 
de tendreté supérieure  

Lactate déshydrogénase B Convertit le lactate en pyruvate 

Diminution de la quantité à 24 
heures post-mortem dans des 
animaux Charolais et Salers 
de tendreté supérieure  

Bouley et al. (2004) 

Triosephosphate isomérase Intervient dans la glycolyse Diminution de la quantité à 24 
heures post-mortem 

Lactoylglutathione lyase Intervient dans le métabolisme du pyruvate Augmentation de la quantité à 
24 heures post-mortem 

Jia et al. (2006a) 

Aldéhyde déshydrogénase chaîne d Intervient dans la glycolyse et produit de l’acétate Augmentation de la quantité 
jusqu’à 10 heures post-mortem Jia et al. (2007) 
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Tableau XVI (suite) 

Enolase 1 Intervient dans la glycolyse et néoglucogénèse Augmentation de la quantité 
jusqu’à 10 heures post-mortem 

ADP-ribosylhydrolase like 1 Catalyse la formation d’ADP-ribose à partir d’actine-ADP-
ribose 

Augmentation de la quantité 
jusqu’à 10 heures post-mortem 

Protéine GPD1 Permet la synthèse de glycérol-3-phosphate avec production du 
cofacteur NADH 

Augmentation de la quantité 
après 10 heures post-mortem 

Jia et al. (2007) 

Augmentation de la quantité à 
1 heure post-mortem 

3-hydroxyisobutyrate déshydrogénase Intervient dans le catabolisme de la valine, la leucine et 
l’isoleucine Augmentation de la quantité à 

24 heures post-mortem 

Jia et al. (2007, 
2006b) 

Guanidinoacétate N-méthyltransférase Catalyse la dernière étape de la synthèse de la créatine Augmentation de la quantité 
après 10 heures post-mortem 

Adénylate kinase 1 Permet la conversion de l’AMP en ADP à partir d’ATP Augmentation de la quantité 
après 24 heures post-mortem 

Jia et al. (2007) 

Associée positivement avec la 
force de cisaillement à 14 
jours post-mortem 
Associée négativement avec la 
force de cisaillement à 72 
heures post-mortem 

Zapata et al. (2009) 
Créatine kinase M Catalyse la formation de phosphocréatine 

Augmentation de la quantité 
jusqu’à 10 heures post-mortem Jia et al. (2007) 
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Tableau XVI (suite) 

Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase Intervient dans la glycolyse 

ATP synthase E 

ATP synthase F 

Constituant du complexe V de la chaîne respiratoire 
mitochondriale 

Sous-unité 5A de la cytochrome c oxydase Constituant du complexe IV de la chaîne respiratoire 
mitochondriale 

Associée négativement avec la 
force de cisaillement à 14 
jours post-mortem 

Sous-unité 7 du complexe BC1 du cytochrome  Constituant du complexe III de la chaîne respiratoire 
mitochondriale 

Associée négativement avec la 
force de cisaillement à 14 
jours post-mortem 

Sous-unité α  de l’ATP synthase 

Sous-unité β de l’ATP synthase   

Constituant du complexe V de la chaîne respiratoire 
mitochondriale 

Composant du complexe 2-oxoglutarate 
déshydrogénase  Permet la catalyse du 2-oxoglutarate en succinyl-CoA 

Associée avec une plus grande 
amplitude d’attendrissage 
durant la maturation 

Zapata et al. (2009) 

Membre A1de la famille 7 de l’aldéhyde 
déshydrogénase Intervient dans la glycolyse et produit de l’acétate 

Phosphoglycérate kinase 1 

Enolase 3 
Intervient dans la glycolyse et la néoglucogénèse 

Augmentation de la quantité à 
1 heure post-mortem Jia et al. (2006b) 

Sous-unité β du succinyl-CoA synthétase ATP-
spécifique 

Constituant de la succinyl-CoA sunthétase intervenant dans le 
cycle de Krebs 

Sous-unité α de l’isocitrate déshydrogénase 3 Constituant de l’isocitrate déshydrogénase intervenant dans le 
cycle de Krebs 

Protéine 2A contenant le domaine  
Fumarylacétoacétate hydrolase  

Catalyse la formation de fumarate et d’acétoacétate lors du 
catabolisme de la tyrosine 

Ubiquitin-conjugating enzyme E2N Joue un rôle dans le contrôle du cycle cellulaire et la 
différenciation  

Augmentation de la quantité à 
1 heure post-mortem Jia et al. (2006b) 
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Par ailleurs, en fonction du type de fibres musculaires, le maintien de l’homéostasie pourrait 

être plus ou moins long dans le temps. Dans les fibres rapides, la production d’ATP serait 

moins importante que dans les fibres lentes. Dans ces dernières, l’homéostasie serait 

prolongée influençant la chute du pH. Ainsi, dans les muscles à fibres lentes, la production de 

lactate serait moins importante et la baisse du pH plus faible.  

Le maintien de l’homéostasie est responsable également de la synthèse de protéines qui sont 

nécessaires à sa conservation. Ainsi, la cellule synthétise activement des protéines de stress et 

de maintien du potentiel oxydo-réducteur. Les protéines de stress, aussi appelées protéines de 

choc thermique ou HSP, agissent comme des protéines chaperonnes : elles assurent la bonne 

conformation des protéines néo-synthétisées et des protéines ayant subi une dénaturation ou 

un mauvais repliement, notamment en cas de stress oxydatif. La protéine de stress la plus 

souvent retrouvée dans les études protéomiques et dont la quantité varie est HSPB1 aussi 

connue sous le nom de HSP27 (Jia et al., 2006a, b, 2007). Elle est également impliquée dans 

l’organisation de l’actine. Rappelons aussi que selon les conditions environnementales avant 

abattage, le stress qui en résulte peut conduire à une première augmentation de l’expression de 

protéines de stress. Pour maintenir le potentiel oxydo-réducteur, la cellule mobilise différentes 

protéines qui vont permettre de détoxifier les groupements peroxyde générés dans le milieu. 

Ainsi, la synthèse de protéines aux propriétés antioxydantes, telles que les peroxirédoxines 2 

et 6, (cette dernière ayant été récemment décrite comme marqueur potentiel de la tendreté), la 

protéine SP-22 ou encore la biliverdine réductase B, augmente dans les 4 premières heures 

post-mortem (Jia et al., 2006a, b, 2007). Lorsque les réserves énergétiques sont épuisées, 

l’homéostasie n’est plus maintenue. Ce signal déclenche la mort cellulaire programmée. Son 

initiation passe vraisemblablement par les voies de la mitochondrie et du réticulum 

endoplasmique. L’intensité de ce processus va être conditionnée par le recrutement 

d’inhibiteurs apoptotiques telles que certaines serpines A3 et de protéines luttant contre le 

stress, comme les protéines HSP, protéines qui sont produites durant le maintien de 

l’homéostasie. Le déclenchement de l’apoptose amorce alors l’initiation de la transformation 

du muscle en viande. Différentes enzymes protéolytiques vont agir pour permettre, non 

seulement, la dégradation des structures myofibrillaires mais aussi celle des structures 

constitutives de l’architecture de la cellule musculaire comme, par exemple, les isoformes 4 et 

8 de la  tubuline α qui diminuent de plus de 90% après 10 heures post-mortem (Jia et al., 

2007) mais aussi les isoformes 3 et 4A de la tubuline α et les isoformes 2C et 3 de la tubuline 

β, dont le degré de dégradation conditionne l’amplitude de l’attendrissage du muscle durant la 

maturation (Zapata et al., 2009). 
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Cette dégradation concerne également des protéines dont le taux d’expression avait augmenté 

initialement comme par exemple les protéines de stress et de défense. La quantité de protéine 

HSP27 diminue de près de 70%. C’est également le cas pour certaines enzymes métaboliques 

(Bouley et al., 2004 ; Jia et al., 2007). Avant de « s’attaquer » à leurs cibles, les protéases 

doivent préalablement dégrader les protéines chaperonnes mises en place pour les protéger. 

De plus, certaines protéases cliveraient les inhibiteurs d’autres protéases. C’est, par exemple, 

le cas des caspases qui dégraderaient la calpastatine, afin de « faciliter » l’action des calpaïnes 

(Kemp et al., 2010). Pulford et al. (2009) ont montré que les caspases 3 et 7 possèdent encore 

plus de 60% d’activité après 22 heures post-mortem. Ainsi, les caspases effectrices restent 

certainement actives au-delà des 24 heures. 

La chute du pH provoque également la rupture des membranes des lysosomes, ce qui permet 

la libération des cathepsines et rend les HSPs insolubles (Pulford et al., 2008). Les 

cathepsines libérées, notamment les cathepsines B et L, vont agir pendant 14 jours post-

mortem, en clivant leurs cibles, mais aussi activer les caspases et ainsi augmenter le 

phénomène apoptotique. Parallèlement, la perte progressive de l’homéostasie et le 

déclenchement de l’apoptose provoquent un arrêt de la chaîne respiratoire mitochondriale et 

des processus cataboliques en cours, notamment la β-oxydation des acides gras. Cela conduit 

à une production de plus en plus importante de radicaux d’espèces oxygénés (ROS). Ces ROS 

vont agir sur les pompes calciques du réticulum sarcoplasmique en inhibant l’entrée du 

calcium (par exemple la protéine SERCA1) ou en stimulant son relargage (comme la protéine 

RyR) de l’organelle. Le taux de calcium intracellulaire, en augmentant progressivement, 

active la calpaïne 1 qui clive à son tour la caspase 12 et augmente ainsi l’intensité du 

phénomène apoptotique. Les ROS interagissent également avec les constituants cellulaires et 

provoquer leur oxydation (Martinaud et al., 1997). Cette oxydation peut être corrigée par les 

mécanismes anti-oxydants de la cellule. Cependant, la production de protéines oxydées aura 

un impact négatif sur la tendreté en diminuant l’activité des protéases, notamment celle de la 

calpaïne 1 (Rowe et al., 2004). Par la suite, ces molécules seront dégradées par le protéasome 

stimulé dès l’activation des calpaïnes dans le milieu, comme cela a pu être montré par Smith 

et Dodd (2007) sur le muscle diaphragma du rat. Ces auteurs ont également remarqué que la 

voie de signalisation impliquant la protéine kinase B, ou Akt, était inhibée par les calpaïnes. 

La modulation de la signalisation intracellulaire affecterait donc la tendreté de la viande (Kee 

et al., 2008). La matrice extracellulaire serait également sensible à la dégradation par des 

protéases et notamment les matrixines, bien que leur action ne soit pas encore clairement 

établie. Ces enzymes ne s’attaquent pas au collagène mais aux protéines qui
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assurent la liaison entre la membrane sarcoplasmique et le collagène ou le tissu conjonctif de 

façon plus générale. Ainsi, Hnia et al. (2007) ont montré que, chez des souris présentant la 

dystrophie de Duchenne, la production de ROS stimule la voie de signalisation passant par 

NF-κB et augmente ainsi la synthèse des protéines MMP 2 et 9. Ces deux protéases 

cliveraient ensuite la partie N-terminale du β-dystroglycanne, désolidarisant la cellule 

musculaire de la matrice extracellulaire. De même, la thrombine viendrait déstructurer et 

éliminer la jonction neuromusculaire (Liu et al., 1994). La thrombine n’est active qu’en 

présence de phosphatidyl-sérine située sur la face externe de la cellule. Elle permet le 

maintien à la membrane du complexe nécessaire à son activation (Boon et al., 2003). La 

présence de ce phospholipide sur la face externe a lieu pendant la phase d’apoptose et son rôle 

pourrait être modulé par l’antithrombine récemment mise en évidence dans les cellules 

musculaires bovines (Herrera-mendez et al., 2010). Il reste cependant à établir quelle(s) est 

(sont) les protéase(s) à sérine impliquée(s) dans la transformation du muscle en viande ainsi 

que leur(s) rôle(s). 

 La poursuite de la chute du pH va pratiquement inhiber l’action des calpaïnes à 24 

heures post-mortem (Camou et al., 2007). Seuls les autres systèmes protéasiques continueront 

le processus de protéolyse ménagée. Ils clivent de manière « grossière » les protéines 

myofibrillaires et structurales de la cellule musculaire qui sont finalement fragmentées en 

petits peptides dans le protéasome, dont l’action est initiée au début de l’apoptose et se 

prolonge au moins pendant les 7 jours suivant l’abattage.  

 

 Enfin, par une étude protéomique, Zapata et al. (2009) ont émis l’hypothèse d’une 

hyperplasie du muscle c’est-à-dire une augmentation du nombre de cellules et donc une 

stimulation de la myogenèse. En effet, une corrélation positive a été établie entre la force de 

cisaillement à 14 jours post-mortem et la quantité de la protéine musculaire LIM stimulatrice 

de la myogenèse (Kong et al., 1997). Il semble possible, qu’après la mort de l’animal, le 

nombre de cellules musculaires augmente afin d’accroître la production de métabolites 

énergétiques et donc de prolonger ainsi l’homéostasie. Cependant, le fait que la protéine LIM 

ne soit pas identifiée avant le 14ème jour post-mortem sous-entend peut-être un rôle différent 

pour cette protéine. 
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 Les serpines constituent le plus grand groupe d’inhibiteurs de protéases à sérine et 

couvrent un très large spectre de fonctions. Généralement, chez les vertébrés, les gènes codant 

les serpines sont retrouvés au sein « de clusters », résultant de duplication génique (Atchley et 

al., 2001). Ceci permet d’expliquer la conservation de l’organisation de ces gènes au sein de 

« ces clusters ». Ainsi, en comparant, par exemple, chez l’humain et le bovin, les « clusters » 

contenant les gènes SERPINA1 et A3, nous notons une bonne conservation de l’organisation 

structurale de ces gènes tous constitués de 5 exons et 4 introns. Cependant, il est à remarquer 

que le gène SERPINA3 bovin n’est pas unique ; il a subi des duplications, constituant un 

nouveau « cluster » de 8 gènes et 1 pseudo-gène très proches tant au niveau des séquences 

nucléotidiques que des séquences protéiques. Cette situation, avec la présence d’un cluster 

« inclus » dans un cluster, constitue une donnée unique et nouvelle qui à la fois accentue la 

difficulté de compréhension fonctionnelle et illustre la complexité de l’évolution des serpines 

notamment chez les mammifères.  

 Au travers des résultats obtenus au cours de cette thèse et de l’étude bibliographique 

des données existantes sur les paramètres génétiques liés à la tendreté des viandes bovines, et 

plus particulièrement sur les données de génomique fonctionnelle, nous pouvons conclure, 

sans surprise, que le phénomène de maturation post-mortem du muscle en viande est un 

mécanisme très complexe durant lequel de nombreux processus se mettent en place dont 

l’apoptose (mort cellulaire programmée) semble être l’élément déclencheur. Ainsi, j’ai 

proposé un scénario expliquant l’ordre d’activation et la durée de fonctionnement des 

enzymes protéolytiques qui conditionneraient la transformation du muscle en viande. 

L’homéostasie influencerait le début du déclenchement de l’apoptose. Ce maintien de 

l’homéostasie est assuré pour beaucoup par la mitochondrie. Cet organite semble être un 

élément déterminant dans le processus post-mortem assurant au début le maintien de 

l’homéostasie puis déclenchant l’apoptose. Son intensité serait tributaire de régulateurs, 

comme c’est le cas dans de nombreux processus physiologiques.  

L’apoptose est un mécanisme qui implique une famille de protéase à cystéine, les caspases. 

Un des processus régulateurs viseraient donc à moduler l’action de ces caspases, ce qui 

freinerait son déroulement. Parmi les inhibiteurs identifiés à ce jour, quelques protéases à 

sérine se sont relevées être capables d’inhiber des caspases mais uniquement de manière 

réversible. Dans le muscle squelettique bovin, deux serpines ont été extraites et caractérisées 

biochimiquement, bovSERPINA3-1 et bovSERPINA3-3. Lors de ce travail, nous avons pu 

montrer que bovSERPINA3-3 et bovSERPINA3-1 étaient capables d’inhiber la caspase-3, 

caspase effectrice la plus étudiée dans la littérature. Il reste maintenant à élucider plus 
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précisément la mécanistique d’inhibition de ces anti-protéases vis-à-vis de cette caspase-3. Le 

rôle des 6 autres serpines reste également à établir, notamment en ce qui concerne l’apoptose. 

Contrairement à d’autres serpines, bovSERPINA3-3 et bovSERPINA3-1 sont capables de 

former un complexe stable avec leur cible. Ceci conforte l’implication des serpines 

musculaires lors de la transformation du muscle en viande, comme l’ont établi Zamora et al. 

(2005). De plus, par mutagénèse dirigée, j’ai pu montrer que le résidu aspartate D371 est le 

résidu cible de la caspase-3 chez bovSERPINA3-3 et qu’il est aussi impliqué dans le 

phénomène de dimérisation. En effet, à l’instar d’autres serpines, bovSERPINA3-3 se 

présente sous forme dimérique en SDS-PAGE. J’ai montré que lorsque le résidu D371 est 

modifié en alanine, la protéine perd cette faculté. L’analyse tridimensionnelle et la réalisation 

d’autres mutants ont permis de montrer que ce résidu participait au maintien d’une interface 

qui s’opère entre deux monomères de cette anti-protéase. L’intérêt porté à l’étude de ce 

phénomène de dimérisation réside dans le fait que des mutations peuvent se produire sur des 

serpines. Dans certains cas, chez l’Homme, une mutation fait apparaître des conformères 

pathogéniques amenant à la formation d’agrégats (dimères ou polymères) et ces amas 

entraînent un dysfonctionnement de la capacité d’inhibition conduisant à différentes 

serpinopathies telles que l’emphysème, la cirrhose ou la maladie d’Alzheimer. Par ailleurs, au 

sein de notre équipe, nous avons pu mettre en évidence que la protéine bovSERPINA3-7, bien 

que très proche de bovSERPINA3-3, est incapable de se dimériser en conditions dénaturantes. 

Nous sommes donc en présence de variants conformationnels qui sont de bons modèles pour 

l’étude du phénomène de polymérisation des serpines humaines. Chez le bovin, si la mutation 

existe, son impact sur l’attendrissage de la viande serait également à envisager. En effet, il est 

possible que les conditions retrouvées post-mortem influence le comportement de cette anti-

protéase notamment dans son activité. 

Le dernier point de ma thèse a été consacré à la mise au point d’un test ELISA. Ce test a pour 

but de quantifier le niveau d’expression protéique des serpines A3 dans différents échantillons 

d’intérêt. Les tests préliminaires réalisés avec l’anti-protéase recombinante indiquent une 

bonne sensibilité avec un seuil de détection voisin du microgramme de protéines par millitre 

de solution et des coefficients de variation du dosage très faibles, ce qui fait de ce test un test 

reproductible et fiable. Des investigations sont actuellement en cours pour s’assurer que les 

mesures réalisées sur des échantillons congelés sont corrélables à celles réalisées sur des 

échantillons frais. Ce test est aujourd’hui directement utilisable pour la quantification des 

serpines A3s dans des échantillons d’intérêt. Ces tests permettront de mettre en relation le 

niveau de tendreté avec la quantité de SERPINA3s bovines. 
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