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La fraicheur est un parameétre clé de la qualité du poisson. Les méthodes actuelles appliquées en
routine pour déterminer la fraicheur du poisson ne sont pas applicables a toutes les espidstente

davantage un débutfdlD OWpUDWLRQ GX SURGXLW $LQVL OD UHFKHUFKH
SRLVVRQ UHSUpVHQWH HQFROUMWKE @G BDRM DMKV WWLETGHRVOXODSrF
/IH EXW GH FHV WUDYDX[ GH WKqVH pWDLW GH GpPRQWUHU TXt&
étaient susceptibles de constitdes indicateurs précoces de la fraicheur de filets de poEsaffet,

la mitochonde est la« centrale» énergétique de la cellule eucaryote et joue un clidédans les
PpFDQLVPHY GH PRUW FHOOXODLUH WHOV TXH OfDSRSWRVH HW
/IHV IRQFWLRQV HW OfLQWpIJULWp PLWRFKRQGULDOHWig&sH FHO O X
a différents temps de conservatipast mortemj f& /H PRGQgOH G fpMwaxeGrbyagW DLW O
(Sparus auratp(lignée cellulaire de fibroblastes (SAllF etmusclesde poissoh

Dans un premier temps, la structure des mitochondries de poissonétuditie par microscopie
électronigue a transmission. De nombreusdégradationsle la structuredes mitochondries ont été

observées dans ledefis a partir de 72 heures (J conservation a 4°C. Ces altérations se sont
accentuées a J4 et J6. La fonatialité des mitochondries a ensuite été évaluée selon deux approches

la respiration mitochondriale (oxygraphie) et le potentiel membranaire mitochondrig) estimé

avec la sonde fluorescente Rhodamine 123. A partir de 96 heures de conservatiod¥d, 433 (leux

paramétres ont été significativement impac pPRLIJIQDQW GIXQH DOWpPpUDWLRQ
OfLQWpIJULWp PLWRFK&QAOUQD O H\WQ BERYVUpODVOMWRIWINYHF OTDOWDp!
par microscopie. En paralléle, une méthetd GIpYDOXDWLRQ GX SRWHQWLHO PHPE
DYHF XQ IOXRULPgWUH j PLFURYROXPH j SDUWLU GTXQ PRGQgOH E
&HV WUDYDX[] GH WKgVH RQW GpPRQWUp TXH OTpWXGH GHV IR
marqueu fiable et précoce de la fraicheur des filets de poisson. Des connaissances supplémentaires sur

les mécanismes cellulagpost mortenont également étg@pportés.

&HV UpVXOWDWY FRQVWLWXHQW DLQVL OH SRLQWioGé#e EpSDUW
fraicheur et ouvrent la voie pour la recherche dharqueurs de fraicheur ete

congélatiofdécongélation baséur les fonctionalités et intégritémitochondriales.

Mots clés fraicheur, daurade royalgSparus auratp mitochondrie, respiratiommitochondriale,
SRWHQWLHO PHPEUD Q Q). tkigrépbid/ RHFodaR@e5123. DO




Freshness is a key parameter of fish quality. Cunreatine techniques to determine fish
freshness are not applicaliteall species and refleetlate stag of alteration. Thugesearch
on early indicators of fish freshnessll representsa major and topical challenge in fishing
industry.

This PhD research project aimed to demonstrate rtit@ichondrialfunctions andntegrity
constitute early indicatorsf fish fillet freshnesdMliitochondria arehe powerhouse of the cell
and play a central role in cell death mechanisms such as apoptosis and necrosis.
Mitochondrial function andntegrity in fish filet muscle cellsvere studied at different tinse

of stora@ post mortemat 4°C. Thespecies studied as a model whe gilthead seabream
(Sparus auratp(gilthead seabream fibroblast cell line (SAJand fish fillets)

Firstly, the structure ofish mitochondriawas studied by transmission electron microscopy.
Numerousmitochondrial structural alterations have been observed in fishffiom 72 hours
(D3) of storage at 4°C. These alterations were more pronounced at D4 and D6. Then,
mitochondrial functionality was assessed with teyproachesmitochondrial resjpation
(oxygraphy) and mitochondrial membrane potenfiél ) estimatedwith the fluorescent
probe Rh123. From 96 hours of storage at 4°C (D4), these two parameters were significantly
disrupted demonstrating the alteration of mitochondrial functionirgedrity. The results @

in correlation with the mitochondriadtructural alterations described by microscopy. In
parallel, a method of mitochondrial membrane potential evaluation hasleeelopedvith a
micro-volumefluorimeter, first using bacteria antthenisolatedmitochondria

This work demonstrated that the mitochondrial functionality study constiduteliable and
early fish filet freshness indicatokdditional knowledgeon cell mechanisms ipost mortem
condition haseen brought. These resutisnstitute the starting point for the development of
afish freshness assay kit and pake tvay toresearch omthersfreshness and freezteawing

indicators based on mitochondriategrity and functionality.

Key words Freshness, gilthead seabreaBpdrus auraty mitochondria, mitochondrial
membrane potential(( m), oxygraphy, Rhodamine 123
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0 n: potentiel membranaire mitochondrial

0 p: potentiel membranaingiasmique

ABVT : Azote Basique Volatil Total

ADN : Acide DésoxyriboNcléique

ADP : Adénosine DiRosphate

ATP : Adénosine TriPhosphate

BSA : Bovine Serum Albumin

CCCP : CarbonylCyanure rChlorofhénylhydrazone

CAT : CarboxyATractyloside

CTE : Chaine de Transport des Electrons

DAPI : 4',6-DiAmidino-2-Phénylhdole

DGCCRF : Direction générale de la concurrence, de lssoormation et de la répression des
fraudes

DMA : DiMéthylAmine

ECACC : European Collection of Cell Culture

ERO : Especeféactivesie | Dxygene

FADH: FlavineAdénineDinucléotide

FAO : Food and Agriculture Organization of the United Nations
FSC: ForwardScatter

GC-MS : Chromatographie Gazeuseuplée a |&pectrométriele Masse
IRM : ImagerieparRésonance Magnétique

JC-1/JC-10 1 étrfchlore 1  +éffaéthylbenzimidazolcarbocyanine
MET : Microscopie Electronique a Transmission

MT : Microscopie a Fluorescence

MOMP : perméabilisation de la membrane mitochondriale externe
NADH : NicotinamideAdénineDinucléotide

OCR : Oxygen Consumption Rate

OTMA : Oxyde deTriMéthylAmine

PI : Propidium lodide

(m)PTP : Porede Transitionde Perméabilié Mitochondriale

QIM : Quality Index Method
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RCI : Respiratory Control Index

Rh123: Rhodamine 123

Red CMXRos: Chloro-méthytX- Rosamine
RMN : Résonanc®lagnétique Nucléaire
SAF-1: SparusAurataFibroblast

SPME : micro extraction sur phase solide
TMA : TriMéthylAmine

TMRE : TétraviéthylRhodamineEthyl ester
TMRM : TétraviéthylRhodamineM éthyl ester
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/D FRQVRPPDWLROFSWEIPXUPRIQWHU GHSXLV OHV  GHUQLQq
j OTpFKHOOH PRQGLDOH TK¥jVWHPFPKHG® H QLD MJIHR/Q DAH F R G
SRLVVRQ j OfpFKHOOH PRQGLDOH D DWWHLQW  NJ KDELW
OHV DQQpPHNSYRLIDQWH)UDQFH HQ RQ HVWLPH TXH OF
SRLVVRQ D DXJPHQWRSHQRY M@®XUV HOOH HVW HVWLPpH
JUDQOFHSJULPHWHWWH D X UDHQW B WH\RGFR Q @ WIRQWERIP P D W L R
SRLVSRROW VIH$DOLTXHIPUH QWO VO FBMHIPBMG\W DOVIL RSR S X O D W L
OYDPPOLRUDWLRQ GX QLYHDX GH YLH OYTEDEWDWOH \GDXWLIRQS L
HW OH FRPPHUFH LQWHUQDWLRQDO TXL RIIUH XQ FKRL[ SO»
/H SRLVVRQ HVW XQH GHQUpH TOEQIGM P QWS B h VY RQDEDWM p
VRQ QLYHDX GH IUDVFKNDUFKEX\ RWIGRQ V& BMHE® LYWW 7R
FRPPXQpPHQW XMGBRYVVRIQ HVW FRQVLGpUp IUDLV ORUVTX
SK\WLTXHV HW RUJDQROHSWLTXHV VRQW WU §R GBWURRFFFKINW HX|
HVW GH SOXV HBWS 6 XV HHMQAWH QBALO D T XFDHOQWOY VATH @ WDHOLLU R
GDYDQWKJIHD TRULJLQH VEXNMRISU KEXWR ULWX H GH QFRRQ WHRUXYUD/W
OYDIILFKDJH GBH FGEBK GSIRUMVARK) VXU OHV pWDOV QBDOVWpPWR X
FHODOH FRQV RPADNMHOML E O HQj ®D IURWERHXHDFWHXU FRQFHU
QRWLRQ GHHNSIWEXGXEMPVHM R QGXVWULHOV GH OD ILOLgL
GHPDQGHXUV GH PpWKRGHV SHUPHWWDQW GH GpWHUPLQHL
PDLV DXVVL GOHHFRRWRGOHVY GILPSRUWDWLRQ $XMRXUGHTI
SD\V LPSRUWDWHXU GHSPRRENBROW RERMROQSBRX[W VPN IDQWHU
IUDVFEHXUSRLVVRQV /HV PpWKRGHV GH URXWLQH XWLOLV
O$] R W HL DR/ 9R O D $% 97 7& MMM P p W K VO B FOLLGHV L HVX H [BPH Q V
RUJD QR O HISW IPTOFHR E L ROIV/JI IPTPVHRR GHY SUPVHQWHQW WRXW
OLPLWHV (OOHV QH VRQW SDV DSSOLFDEOHSHjURNRWWHQ W
GIMDOXHU SOXV XQ GpEXW GTD®PWPHBW IHE QR PTHCH GRIJ J D QRRKH
UHTXLqQUHQW XQ SDQHO GH&RRFHIW GIDPRMU U Y $ W7 | ROSP pO H V
VLIQLIL OPWRQW VR EVHUY D E OTHA S0 BI\GH. X RR KK i @ O H UFFRD W L R Q
UHIOpWD QW YSHDXVCI® OWpBRWXBRQ TXH GH IUDvV

/D UHFKHUFKH HW OH GpYHORSSHPHQW GH ROV KIRIB/FE® R XU
GIXQ SRAIWVIRQRQ RIDVGH EBWBIHYYH RQpUHXVH UHVWHQW GH QR
FKDOOHWHKUPPPQpPILTXH j OD IRLV SRXU OJLQGXVWULH GH
GDQV FH FRQWH[WH TXH OHV WUDIDKE SR XGB BXWW IGHKIFKH \
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OfpWXGH GMSRDPBARHXPRHWWDQW GH GpWHUPLQHNGABTpWDW
SRLVWRLY IRQFWLRQV HW OfLQR@VW h WV RE®/RHF KSRRWGHIQ W O |
PDUTXGBMHMUUDVFKHXU BWUTIRKRXX W HOQ R D W H SR PG/DRPEI®D G B
UR\DEBHDUXV DXUDWD

&H PDQXRUUDW LWIH HOQD QVeWLULRBOM pWXGH ELEOWR DY B RRKALATEK H
HQ UHP MHMHVEAIRGAM[ SRV H GHDSQUH XISiUHWQ HE LGBV QUHV VR XUFH
KDOLHXWLTXHYV FRQVRPPDWLRQ LPSRUWDWLRQ HI[SRUW
OfpFKHOOH PRQG L DJooHD IHNDH) VHFFRSIUOBIHNW DV SHFWY ELROR.
SRLVVRQ VRROMD \GYWIFILEWWLRQ DQDWRPQfip YfREBWRWRRRRWH D
GH OD GHKDERBRLVMRY WOUR L\ DPWOALHHQVHPEOH GHV PpWKRGEFH
TXDOLWDWRLINMHAR @G XV QW QGlp®V I RMW/EIEY P MWV AH Q WAXgH OD
PLWRFKRQGULH HQ H[SRVDQW GHV JpQpUDOLWpPV VXU OHV
UHVSLUDWRLUH OH SRWHQW IHMH RH RE OB QPH QW UFLLIAV B PIOR/Q
GH PRUW FHOOXODLUH /HV FDUDFWpPULVWLTXHV GHV FHOO
OHXUV SDUWLFXODULWDPV

/I D VHFWILIRQpWLHO HW SORXMKRIMHHWYVHPEOH GHV H[SpULPHC
FRQVWGWXH dPH SDUWLH GH FH PDQXVFULW

/D RWLYMHHFW[B&VH OHV UpVXOWDWY REWHQRVHEDPHV FH'
GLVFXVpPERQWXHBH®DXHWWVNLHYV FR U URBANSHRENV/GLID VPP WHVEFH O O X O
GH ILEURE®DXYWHOWMWSGJRYOVOMH GDQV FKDTXH D88 URRF®O KK \8 HO
GpYHORSSHPHQW HW GH UplpUHQFH

/D SUHPBIUSMUHWH VXUPXQURPMWRGSGHTXH /ITXOWUDVWUXFWXUI
SRLVVRQ HVW pWXGLpH j OD- IRHW GD@QW OQHIW FHEROOKIMMEYH 4 §
UR\DOH YRO XWVYWQ XX @R\ OFHS BW HPPL W R F K QA& U DKS\Hj WHR\D O H
GLIIpUHQWY WHPSV BGHHNRQNMEDYDWYHR Q |

La deuxiemepartieest consacea O fp Y D O X D W L Ri@mBrxnaB&ritbtipdiicl Q

dans les cellules SAFE et les adipocytes extraits de filetsdirade royaleEtant donné les

difficultés techniques et logistiqgues rencontrées, les travaux ont ensuite été redirigés vers
OfpWXGH GHV PLWRFKRQGULHY LVROpHV

Ainsi, la troisieme partiexpose O T p W XaGddpi@tibn de mitochondries isolées de cellules

SAF-1 et de cellules musculaires de filets dlurade royale 8Q SURWRFROH GYH[WU
PLWRFKRQGULHYVY GH SRLVVRQ D SX rWUH DLQVL YDOLGP
mitochRQGULDOH SDU R[\JUDSKLH D SHUPLYV dfptychaddtiesU OTLQ"

28



isolées decellules SAF1 et des filets ddaurade royal@ différents temps de conservation a
4°C.

(QILQ GDQV XQH TXDWULqPH SD U Vitionl du@dténehpethbiahditd/ W F H C
de mitochondries isolées par fluorimétrie comme indicateur des fonctions mitochondriales. Le
0 mde mitochondries isolées de filetsdiurade royalea différents temps de conservation a
4°C, D pWp pWXGLp j QPDHMEH GOV YQ XIR ehpacit® et W& EeHSIlSIREU W
d fin fluorimetre a microvoluméNanoDrop3300) a détermineun (0 ont été étudiées a
SDUWLU GT1XQ P R=soh®itiaEdF VaméethbldQlogie ayarété validée sur les
bactéries, led ,, de mitochondries isolées de poisson (SIAEt filets) a été évalué avec le
méme fluorimétre a microvolume.

Enfin, la cinquieme et derniere partie présente clanclusion généraleainsi que les

perspectives de ces travade these.
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I. Ressources aquatiques aux échelle s mondiale et francaise

A. Les situations mondiale et francaise GHV SrFKHVY HW GH OYDTXDFXOWXUH

Sur 33 200 espéces de poissenensés, seulement 700 especes sont destinées a des fins
alimentaires et a la prodiien alimentaire soit seulement 2%fin de mieux comprendre
OTLQWpPUrW GH GpYHORSSHU GH QRXY H#dDdtndu Pgsab,RGHV GH
HVW LPSRUWDQW GYDYRLU XQH YXH GTHQVHPEOH VXU OD |
OYDT¥rB AYOOD UpJOHPHQW D Wé¢ RauitslaquatiqguesI pWLTXHWDJH

Tous ls GHX[ DQV Of2UJDQLVDWLRQ GHV 1DWLRQV 8QLHV SR.
anglais: «Food and Agriculture Organization of the United Natiohpublie un rapport

détallé sur ID VLWXDWLRQ PRQGLDOH GHFASr BRIV $ WD G H KOO EX
nationale, O 1 p W D E CHtavideAdRiideD Wesse tous les adans un rapport détailléin

ELODQ VXU OD FRQVRPPDWLRQ GHYV agubcRI@r¥ LeWFkance H O D ¢
FranceAgrimer, (201)]. Les données récoltées par la FAO et FranceAgrimer sont donc
précieuse SRXU GUHVVHU OD VLWXDWLRQ GH OD FRQVRPPDWLR
GH OYDTXDFXOWXUH GdixécBdlentxdialy et atiodleW L T X H V

B. Consommation s mondiale et francaise de poisson

ID SRSXODWLRQ PRQGLDOHBQQE THNW\S\DHF H5 BIHX J PHEIWEAGH YV D Q (
DXMR XU G %kt ¥dsseerti®Dmilliardsa 7PLOOLDUG V F'@lfre(l.hiEiESAb[r) wYV

Figure 1 EvoluiRQ GHSXLYV GH OTXWLOLVDWLRQ GH OfRIIUH GX SRLV\
Source|FAOQ, (2014

En 2050, selon les estimations, la population mondiale devrait atteindre environ 9 millards
GIKDELWDQWV /YfRIITUH PRQGLDOH GH SRLVVRQ GHVWLQpH
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plus rapidemst que la population mondiale (augmentation @@Ben moyenne par an contre

1,6 %). Cette augmentation da population peut expliquer la hausse de la consommation en
produits aquatiques. Toutefois, il faut égadamprendre en considération la hausselale
production et le commerce international qui offie un choix plus large,ainsi que
OYXUEDQLVDWLRQ OD KDXVVH GHV UHYHQXV HW OD ED
O 1 D Xta#oH Qe la consommation mondiale de produits aquatiques. En terme deschiffr

cette derniére a atteint 20 kg/habitant/an en 2014 soit deux fois plus que dans les années

soixante|Tableau | ci-dessouF La consommation francaise de poisson en 2014 était 8e 24,

kg/habitant/an. Depuis 15 ansette consommationest stable et toujours supérieure a la
moyenne mondialeéSur une moyenne établie entre 2013 et 2015, il est estimBqUedes

produits aquatigues consommés par les Francais sont des poissons de (2che ées
SRLVVRQV GYpOHYDJH (Q OHV WURLV HVSgFHV OHV SO
étaient le cabillaud Gadus morhup le saumon $almo salay et le lieu noir Pollachius

vireng. La daurade royale figurait en neuvieme position.

Tableau | : Consommation frangaise des produits aquatiques depuis 1998 (eit&yibo habitant &n)
|FranceAqrimer, (201)7

C. Importation s et exportations du poisson en France

Pour répondre aux besoins sdeonsommateurs, la France davantageeu recours a
OTLPSRUWOSSOLEQ OGHV SDFH G fhportativ® oe pQissomlestinée a la
consommation humaina augmenté de 6% (1426160 tonnesen équivalentpoids vif en
2016 contre 86317 tonnes en 19%7La Francdigure ainsien cinquieme position parmi les

plus grospays impotateus de poissons et produits de lan@HUULgqUH Of(VSDJQH Ol
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Japon et les Etatdnis Tableaull"ci-dessouF Le saumon, le thon(Thunnusspp) et le

cabillaudsont lesois espéees les plus importées sur le territdir@ncais Les exportationsle

poissonsquant a elles, suivent le chemin inveESkes ont baissé de 20 % en 20 85409

tonnes en équivalent poids winh 2016contre 35867 tonnesen 1997 (FranceAgrimer

(2017).

Tableaull : Liste des dix premiers pays importateurs de poissons et produits de la mer

Source|FAO, (2014

Le saumon et le thon sont les deux especes de poisson lexpiuttepar la France. Ces

chiffres montrent clairementn déséquilibre entre importation et exportatiOptte tendange
TXL QH Rigmenker Gehuis 20 grescausé un important déficit aussi bien en termes de

volumes qu  H&mes de budget De 1997 a nos jours, le déficit en termes de voluemdise

poissons importés et poissons exportés a dd

dbleleaulll

pag. En paralléle)e déficit

commercial a augmenté de 10,5 % de 2014 a 2606 M R X UilGe§tkeXtimeé elus de 4
PLOOLDUGYV GYHXURV /D )UDQFH LPSRUWH PDMRULWDLUHP
HQ (VSDJQH $ OTpFKHOOH PRQG L Dilabepadn le& KlusykosREE X SH O

exportateurs de produits aquatiques devant la Norvege, le Vietham, la Thailande etdes Etats

Unis. Dans le cadre de ces travaux de these, la naturpaiesonsmportésa été étudiée
'fDSUQqV OHV2F1e,281 ¥ Heé pBGissons importés en France étaient cgrigetés et
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7,5% degoissongtaient frais et filetégrableaulV pag. Dans le ce cas des exportations

francaises, 8,5 % des poissons exportés étaient congelés, filetés et 4,2% étaient frais filetés.

Tableaulll : Evolution frangaise des importations, des exportations et du déficit du commerézuextés
SURGXLWY GH OD SrFKH HW GH OYDTXDFXOWXUH GHVWLQpPV j OD FRQVHF
(EranceAgrimer, (201)7

TableaulV: 5pSDUWLWLRQ JOREDOH GHV LPSRUWDWLRQV HW H[SRUWDWLRGQ
France en 2016
|FranceAgrimer, (201)7

\ FRPSULV IRLHVces XIV HW ODLWDQ
**y compris longes de thon

***y compris salmonidés
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D. 'pYHORSSH P HQuacuBuse O 1D

La FRQVRPPDWLRQ PRQGLDOH GH SRLVVRQ SDU KDELWDQW
SDUDOOQOH OD SURGXFWLRQ PRQGLDOH WRWB@EH26{DQLPL
DQV OD SUDWLTXH GH OYDTXDFXOWXUH VYHVW GpYHORS
considérable a la production de produits aquatiques. En 2014, 44,1 % de la production
PRQGLDOH GH SURGXLWY DTXDWLTXHV &nE&K200ep 198 HQW L\
Figure2 ci-dessouF

Figure2: EYROXWLRQ GH OD SDUW GH OTDTXDFXOWXUH@BQV OD SURGX
(Source|FAO, (201§)

La production aquacole est en quemsW DOLWp GHVWLQpPH j] XQ X¥DIH DOL
chiffres de 2014, GHV HVSgFHV DTXDWLTXHV GAP2FrhHh DRI HR/QWC
seul continent ouOD SDUW GH OfJDTXDFXOWXUH D GLPLQXp GDQV
dernieres années. La CQH OY,QGH OH 9LHWQDP OH %HQJODGHVK
FRPPH OHV FLQT JUDQGY OHDGHUV @Hhrooutivm ooy X UH
G T p OHY Bupétieutd8a\Wa production de poissons sauvades.Chine représente a elle

seule, 62 GH OD SURGXFWLRQ DTXDFROH PRQ@QGhmxOest & OfpFk
troisieme producteur de produits aquatiqu€sHYD QW O T (V 8&yduneUnH Ba OH
productionest stable depuis 7 ans mais est plus faible de 30 % en compahaidéhut des

amées 2000Contrairement a la tendance mondiale, cette production est essentiellement
originaire de la péchée ce fait, & part de la production aquacaa Franceesteencore

faible.
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E. Réglementation européenne FRQFHUQDQW OfpWLTXHWDJHNngB EtY SURGXL
GTHDX GRXFH
La Directiongénérale de la concurrence, de la consommation et de la répression des fraudes
(DGCCRF) QRXV SHUPHW GH SUHQGUH FRQQDLVVDQFH GHV Uq
SURGXLWY GH OD P H,UlohtWs oldsadgEsTreg@ssoa vépekiardées dans
reglement européen/Réglement UE 1379, (20L30n y apprend que le consommateur final

doit étre informéa propos du produit non transforregomme le filet de poisson de la
GpQRPLQDWLRQ FRPPHUFLDOH GX QRP VFLHQWLILTXH GH
(péché, péche en eau douce ou €ledéy HF OD FDWpJRULH GH OTHQJLQ GH
filet maillant),de la zone de péche ou du\paA G pOHW CHIGIILQ GH VRQ pWDW GpF
le cas Ces informationgitéessont les seules obligatoires.ce jour, la date de captuet la

date de débarquement sont des informations facultatileasc non obligatoires. Dans la

grande majorité s cas, les dates de capture et de débarquement ne sont pas indiquées au
FRQVRPPDWHXU &H GHUQLHN QYHHP\EW GRIQ NV ISDMVLIQERXO®p Gt
poisson &H PDQTXH G flaQit&RiWPDOMUILWRUEH DLQVL GrfibheBUpFLDW
GIXQ SRLVVRQ SRXU XQ SXEOLF HVVHQWLHOOHPHQW FRF
OfpYDOXDWLRQ RUJDQROHSWLTXH GTXQ SURGXLW DTXDWL
ORUVTXTLO VIDJLW GTXQ ILOHW

F. Bilan

/IfTHQVHPEOH GHV GRQQpHYV FaddRASgRep peviet8ddresebur $chskawV

global surla FRQVRPPDWLRQ OfLPSRUWDWLRQ OMedstR UWDWL
aguatiques aussi bien @ghelle PRQGLDOH TXYj OTpFKHOOH IUDQoDLVH
grandspays consommateurs de {ggonavec 24,3 kg/habitant/anToutefois,le pays est en
UHWUDLW GDQV OH VHFWHXU GH OD SURGXé&WduR Q@ GH SR
SURGXFWLRQ HW GTH[SRUWDWLR @irée imBuerRt GXur vépontréd X DW L T )
ses besoins, lerance importe de plus en plels provenancdes pays européens et asiatiques.

Un tiersdes poissons importésrivent filetés sur le territoire frangajgdont la majoritéesta

O 1 p W D WL&dé@ranih&ipn de laaicheurest plus délicate sur le filgue sur le poisson
HQWLHU 'H SOXV OfH[LJHQFH GHVis BRIQ iR duVprndduid V. 1UD C
alimentaire est plus forte et les fraudes sur les produits importésdesoptus enplus
nombreusedDans ce contextdes professionnels de ldiére péche sont trés demandeurs de
meéthodes innovantes de détermination digdicheurdu produiten particulier sur filet. Des

méthodes simples, rapides et efficaces permettraieit FRQWU{OHU OfHQVHPEOFG
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importés etégalement de valorisda péchefrancaise Pour mettre au point ces outils de
détermination de laraicheur il est important en amont de coftn@ et comprendre
OfpY Rt Wdrtengu poisson.

II. Aspect s biologique s et évolution post mortem du poisson

A. Les aspects biologiques d u poisson

1. Classification

Classiguement, est considéré comduepoisson tout organisme vivant vertébré aquatique

utilisant des branchies pour respirer et possédant des nageoires loconoatieedefinition

HVW SUpVHQWH GDQV ERQ Q@mRiEd HEn GOLRNDVISD HNV ODWE BV HV

donnéef-ishBas¢ 33 200 espéeces de poissons sont recenseesy s0iQ| pBubkl §fos groupe
GIfHVSgqFHV GX UqJQH DQLPDO /HV GLIIpU ldgssées\suivuitS g F H 'V

de nombreux critéres tels que leur habitat : eau marine ou eau douce ou poisson de fond
EHQWKLTXHY RX SRLVVRQ SpODJLTXH QDJHDQW SUqV GH

classés suivant leur compositionpoissons osseux (Ostbtgens) ou cartilagineux

(Chondrichtyens) comme les requins et réiRaja spp). principalement. Il y a également trois

classes de poissons selon la teneur en lipides : poisson mageesp(e daurade royale

(moins de 5% de lipides), poissons-gnas €xemple: bar(Dicentrarchus labra) (entre5 et

10 %de lipide$ et poissons gragxemples saumon, thon) (entre 10 et 15 lipide3. Ces
FRQWHQXV HQ PDWLQUHV JUDVVHV VRQW WUQV GpSHQGDQ
poisson. Enfin, leucatégorisation peut dépendre de leur forme génétatepoissons plats

(raie) et les poissons rond¥a(irade royale
2.  Anatomie

Le poisson est un animal vertébré. Par conségileppsseéde une colonne vertébrale qui
VIpWHQG GH OD W rid/daudale \Lesxviejtebres cridtitidaRtlla colonne vertébrale
portent des cbtes appelées communément arétmmposées de structure osseuse ou
cartilagineuse. La masse musculaire représente environ 35 a 60 % du poids total chez le

poisson. Elle est composé&e90% de fibres musculaires et de 10 % de tissus adipeux et

conjonctifs(Listrat et al, (2014) La mase musculaire du poisson est présente des deux c6tés
GX SRLVVRQ HW FRQVWLWXH OH ILOHW &KH] OH SRLVVRQ
OfDWWDFKH GX PXVFOH DX VTXHdeHonye/ tdiscdddix Pl vefudesl HV W

musculaires appeléayotomes ou myomesalisposes parallelement dans le sens longitudinal
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du poissonautrement dit de fagcon perpendiculaire a la colonne vertébrale. Chaque faisceau

est relié et délimité par des gaines de tissu conjonctif agpelgocomme ou myoseptequi

sont accrochés au squelette et a la pefrédmner et Hallett, (199% Ainsi, le myocomme
SHUPHW GYpWDEOLU XQ OLHQ HQWUH O dorRixtségaleien®d H VT XH
assurer la transmission des forces de tobtF W LR Q ILEUL OO | WCHDMQWE HP X P g
squelette et a la peau. Cette disposition paratlele myomees est en adéquation avec le
PRXYHPHQW GYfRQGXODWLRQ QpFH\t'N’gDrb?hrdeéBQ()uFpSODFHPHQ\

Figure 3: Anatomie du muscle daoisson
G 1 D|Buwhajski, (198p|Listratet al, (2016)

La musculature dpoisson est la partie se trouvant sur les flancs du poidsola téte a la

gueue Elle est communément appeaddilet. Cette zone est la partie majeure comestible du
SRLVVRQ 6HAORQMOGUHYBKIAH GX SRLVVRQ OH PXVFOH UHSU
SRLGY WRWDO GH OYfDQLPDO /H PXVFOH SHXW rWUH GLYLV

rouge (appelé aussi muscle sombre, muscle ki)bimbat et al, (2019 évoquat également le

muscle rose. Leur proportion varie selon les espéces et leur mode de vie.

Le muscle blanc est impliqué dans les efforts soudains et rapides. Il est composé de fibres
type Il. Il puise son énergie de la glycolyse anaérobie (voie glycolytique). Il est en général
plus présent que le muscle rougalatantagelans les espéces vivant au fond des mers et se
déplacant peu.

Le muscle rouge doit sa couleur a une forte teeaumyoglobine. Il est impliqgué dans les
efforts lents mais prolongéet posséde un métabolisnarobie (voie oxydative). Par
conséquent, le muscle rouge est tres présent chez les especes pélagiques. Le muscle rouge
SUpVHQW OH ORQJ GH D M UNWH WWHX ¥ #Xidh eCEDCTi B ¢ typle 1.

Ceci expligue pourquoi il est beaucoup plus riche en mitochondnesnyoglobine et en
lipides que le muscle blance muscle blanc se caractérise par une prédominance en enzymes

glycolytiques et 4/ L V R IsRI&gPdteines assoes aune contractiomapide Le muscle rouge
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guanta lui dispose d[ X&@ntenuplus importanten enzyms oxydativss HW G{LVRIRUPHYV

protéinesa contraction lentg{uypers et Roomans, (191130 La teneur en protéines et les

fonctions protéigques sont similaires entre les mitochondries du muscle rouge et du muscle
blanc. La différence ajeure observée entre mitochondries du muscle rouge etuscle

blanc se situe dans le métabolisme des lipidesaux de certags enzymes impliquées dans

la -oxydationest 25% fois plus élevé dans le muscle rouge que dans le muscle blanc. Ceci
implique, dans le muscle rougen taux respiratoire maximaitilisant majoritairement les
OLSLGHV FRPPH VRXUFH GYpQHUJIGanE/ReP S&dhan, DPRINIP XVFOH
TableauV ci-dessours

TableauV : Comparaison de la composition du mlesrouge et du muscle blanc dans les myotomes de poisson
(adapté du livre@Hart et Reynolds, (2008

JRUVTXYRQ DQDO\WH OD FHOOXOH PXVFXODLUH GH SRL\
WUDQVPLVVLRQ RQ BERiG\EWDboIitoBonOdeRiGuERQine cellule

musculaire de mammifergéyalaet al, (201Q).

Figure 4 : Organisation du muscle squelettique
(G 1D S Uimeges Hovis de droit|https://smart.servier.coin/

Ony retrouve les structures typiques ldefibre musculairgRigure 4[ci-dessuf a savoir le
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sarcoHPPH OD PHPEUDQH TXL OYfHQWRXUH GH QRPEUH>
P\RILEULOOHV &HV GHUQLqQUHV VRQW FRPSRVpHV G{XQLWp
sarcomere est constitué de deux types de filameetdilament épais, la myosine et le

flaPHQW PLQFH/HVIDEOWLRHQWY PLQFHV GIHEaBMHNE N VRQW  (
particulier au niveau des disques Z$LQVL OHV H[WUpPLWpPV GTIDFWL

sarcomeres tandis que les extrémitgggnt vers le centre du sarcomere.

,AlalURQWLqQUH HQWUH GHX[ VDUFRPqQUHV OD SDUWLH FRQ
EDQGH , 'DQV FKDTXH VDUFRPqUH OHV ILODPHQWYV GITDF\
GDQV XQH ]JRQH GpQRPPpH EDQGH $ $X FHQWUéleGlel FHWWI
myosine ne se croisent plusFf{HVW OD J]RQH + FRPSRVpH XQLTXHPHQW
sarcomere, se situe la ligne M ou sont localisés les filaments de mybgjoeed). Le

poisson constitue un alimeriche en protéines avec une haute teneur en acides aminés
essentielet en acides gras polyinsaturdispossedainsiunetrésbonne qualité nutritionnelle
Listratet al, (2019).

3. Compositiondu poisson

La chair de poisson est @matriceconstituéea la fois de omposants solides et liquideses

valeurs nutritionnelles constituent un parametre dquialité du poissonMartinez et al,

(1997). Ces dernieres dépendent de la omposition du poissonPar conséquent, la

connaissance de la structure est primordiale pour comprendre les changements déuqualité
SRLVVRQ /D FRPSRVLWLRQ GX SRLVVRQ YDULH JUDQGHPH
conditions physiologiques. En gprU DO OHV SULQFLSDX][ FRBtS ROMIHDWYV G §
les protéines, les lipidetgs glucides les minéraux et les vitamingkiy et al, (2013). Le

muscle contienttgalementde la myoglobine etil est donc riche en fer(hémég qui est
IDFLOHPHQW DVVLP {LGpat&tal) (Z0IGR Ual Ehairlde Pdison eségalement
FRQQXH FRPPH pWDQW XQH YWRXWARWH GHEBRUGHWQ WDHL QY FH @
minéraux et devitamines A, E et B

$SUHVY OD PRUW GH OYRUJDQLVPH GHV FKDcecimémd enWV ELR
cas de conservation adse températur€es changements vont avoir un impact sur la qualité
sensoride mais égalementsu0 D WH[W XUH O HinfiRessW laifiaicli2rfRGH XU HW
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B. Les différentes phases G § D O W phibEhimigqieQ du poisson post mortem

1. Les trois phases de fegor mortis

Classiqguement, 3 phases sont discrimingbtes mortemLa premiére phasgyerigor, a lieu

dans les premiers instants apres la mort. Le muscle est souple, détendu et élastitfuen

moyenne 1 a 6 heures6 XLY D QW le® fidthilittond-dH aDftageet la température de
conservation, intervient ensuite la deuxieme phésegor mortis Durant ce stade, le muscle

est tendu, duet en contraction. Cet état de rigidité cadavériques en moyenne 24 heures

ou plusVHORQ O fHYV Shglrde@iéte piasghost Rgor, apparét ensuite. Le muscle

redevient souple mais perd gnODVWLFLWp SDU p®ORESRIUSt gorSdligWDW G
habituellementle fileter le poisson soit en phasepde rigor ou postrigor, la chair étant plus

sauple. Enrigor mortis le filetage est plus dur et peut engendrer des cassures ou déchirures

du filet. De méme, il est conseillé de cuire et consom@&® FKDLU GH SRLVVRQ XQH
de rigor mortis finie. En effet,lorsqu®n cuit le filet j O § p V& pr& oG la texture de la

chair est molle et pateuse $ O 1 p Wrig& HnoGigl elle devient dure mais paséche

Immédiatement aprés la mort, le muscle du poisson est souple et élastigg®. (199)).
Ces étapesV TH[S O GMXKOSWNRLQW GH YXH ELRXK WA Bidktiapt HITHW
se déroulepost mortem Q@lférationautolytique endogénet @lfération bactérienn@
et al, (2009).

Ces travaux déhése ont pour buGefuder des marqueurs moléculairggécoceslefraicheur

autrement dit les changements de la physiologie cellulaire durant les premiers jours de
conservatiordu filet de poissonPar conséquente chapitre décrira plus particulierentles
mécanismegonnusGH OTDOWpUDWLRQ DXWRO\WWLTXH TXL VH GpUR

conservatiorpost mortentdu poisson

2. Altération autolytique

Lorsque le poisson est vivant, celtiL SURGXLW OfpQHUJLH QpFHVVDLUH O
organisme graca deuxélémentsessentiels OfR[\JgQH HW OH JOXFRVH /H JO
SDU OYfDOLPHQMEDWAr Rl bEak¢hi€3Il existe deux voies possibles pour
synthétiseta molécule richeenénergie T X § HAd&NoIng triphosphate (ATPar conversion

GH O 1 %n8 voieaérobieetunevd. H DQDpURELH /dseWddbleniiu@rbepi) R E L
dans le cytosol des celluldse catabolisme du pyruvate et le cycle de Krebs sont impossibles.
Toutefois,le glucose est transforng pyruvatepar une série de réactions ehaine Cette
transformation appeé glycolyse ou YRLH G 1 {\WelgeehidfQ permet lasynthésede

pyruvate,de deux molécules G 1 $ #8de deux moléculede NADH, H'. Le pyruvate est
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ensuite transformé en lactargcessitant un NADHH'. Le rendement @ la glycolyse

anaérobie et donc duétabolismeanaérobieest faible carOD GpJUDGDWLRQ GITXQH |
glucose en anaérobie généseulementdeux P R O p F X O H \PaiGcpitie3 e condition

aérobie, & pyruvate produitilimentele cyclede | fDFLGH FLWU l@ 8 (1 OH GH
VIHIIHFWXDQW GDQV OD PDWULFH PLWRprERI@GdADDIOH /TH
cycle de Kreb va ensuite participer a lehainerespiratoire et la phosphgdation oxydative.

Cette derniere va permettredgnthesaletrentesix PR O p F X O HMaiSqu$si@IfHD X HW GH

dioxyde de carbongFigure 5 ci-dessou}s Le rendement du métabolismera#e est donc

beaucoup plus important quenetabolismenaérobi€36 ATP contre 2 ATR)

Figure 5: RéactionsdeV \QWKgVH GH Of$73
/HV I10gFKHVY HQ QRLU JUDV LQGLTXHQW OHV UpDFWLRQV TXL VXE

(d 1 D Mo, (1988)
A OD PRUW GH OfRUJDQLV Péh otyGen@finutbm&ne ey sGufeD@EesS R U W

possiblesSR XU S UR G X L Udth canHitican §a€rbbié bt dégradation dglycogene
(glycolyse anaérobig)a réductionde la créaine-phosphateHW OD SKRVSKRU\ODWLR¢
Pawar et Magar, (19(]5)5 Etant donné le relement faible de ces troioies et le non
renouvellementu sto& de glycogéne, les ressources en ATP vont diminuer rapidéa@nt

mmoles/g a 1 mmole/g de tisgduss, (199 voire 1 a 2 umol/g de tissu |[(wamatoet al,
(1989). L R U J D @éntr¥ enduitenrigor mortis. Un poisson fatigué et mal nourri rentrera

plus rapidement en phase dgor mortis. LHV ILODPHQWY GY{DFWLQH HW (
V LQW Hdd Rre@egiblénwent et former @détomyosine inextensible (Adelstein et

Eisenberg, (198). Le mécanismejui aboutita la fin de larigor mortisest encore mal connu

et restea explorer.Toutefois, les cathepsines et panes semblent jouer un réle dans la
fin de larigor mortisen dégradant des protéines de fiores MXSODLUHYV WHOOHV TXH (
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myosine|Ladratet al, (2003,|Ayala et al, (201Q,|Ahmedet al, (2019). / { D F FlAtidrXde

lactatepost mortendue a la glycolyseanaérobieva provoquer une acidification du muscle et

engendrer par la méme occasion ufiminution de la valeur du pHToutefois, cette

diminution de pH reste faible chez le poissétant donné les plus faibles quantitfs
glycogéneorésentepar rapport aux mammiférflsluss, (199p.

En phase dererigor O  $ 7 2ibly ne\sée de dégradatiopar les ATPases IfDFWLYLWp Gt
ces dernieres est augmentée par un milieu acide (baisse du pH) et une forte canceetrati

calcium dans le milieu intracellulaird.f$73 YD rWUH V Xdéegrate¢enaddheshe) W
diphosphate (ADP), adénosine monophosph#®®#IR), inosine monophosphate (IMP),

inosine (Ino)et hypoxanthine (Hx)./ 1 +\S R[ D Q W K L Q Hégriadé&tnbtaptiine etvedite

urique.La dégradationG H O £BIKP est trés rapide eflle est classiquemeattribuéeaux

enzymes endogenelsl muscle /D VIQWKqgVH GH OfK\SR[DQWxanadH j SDU\
elle, plus longue etlle est attribuée aubactéries{Suretteet al, (1989). Toutefois, en

condition stérile, il a & montré que ladégradationGH Of,03 p WD |[DdhiyvarBaHep WL T X H

Ehira, (1974, |Tejada, (200p. La vitesse de dégradatiates divers cataboliteGH O$73

GpSHQG IRUWHPHQW G.He GpH\OS.dF I HG 1D ISBRBVYR GBDUWLFLSHL
pompes calciques. Ceci va engendrer une perturbationOdEKRPpRVWDVLH GX F
provoquant une forte accumulation du calcium dans le sarcopld3ams les conditions

G 1LV F-kepérfudibn, il a été démomr TXH OD Shehébgtdsi€uraloidm joueun
réleimportant dans les Iésions cellulaivléloﬁqet al, (2009). Or, apres la mort, la cellule se

retrouve dans des conditiorsemblablesj OLVFKpPLH 3DU FRQVpPTXHQW

observés en ischémie peuvent étre semblables a ceux retrpogéesortentdans une cellule

musculaire d filet de poisson./ ®ltération autolytique impligueégalementdes enzymes
protéolytiqguegelles que les cathepsines, tedpaineslesoxydes de timéthylaming(OTMA)
déméthylaseet les collagénasesfDFWLYLWp GHV FDOSDwQeéphdantéesGHYV FD
des concentrations de calcium sarcoplasmiquees fortes concentrations de calcium
sarcoplasmiquepost mortem YRQW SDUWLFLSHU |j OYDFWLYDWLRQ Gl

cathespines.La cathepsine L en particulier est conne pour digérer les protges

myofibrillaires (actomysine) et le tissu conjoncﬂlif-ldss, (199). Ceci engendreune

dégradation du tissu et son relachement. dapainesontresponsablede la digestion des
protéines z des myofibrilles. Les cdlpes de poisson soagalementonnuespour dégrader
la myosine particulierementles héices alpha des ch#eslongues de myosing a basse

températureles collagénasesguanta elles sont impliqguées dans la destruction du myotome
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durant un stockage de longue durée sous glace contribuant ainsi a une déchirure du filet
HerndndezHerreroet al, (2003). /1270%$ GpPpWK\ODVH GpJUDGH OTR[\GH
(OTMA) en diméthylamine (DMA) et formaldéhyde &H GHUQLHU HVW UHVSRIH
GXUFLVVHPHQW GH OD FKDLU HV&Bill@ﬂé(.,(l)]l@?@ﬂalwmwtmﬂibnupWHQ\;
GH OYKRPpRVWDVLH LRQLTXH DXJPHQWDWLRQ GX FDOFLX
PXVFOH YRQW pJDOHPHQW SDUWdsFdlsSqddJles mithdhantlvigsy)IBsW L R Q
O\WRVRPHV HW OH UpWLFXOXP VDUFRSODVPLTXH /IfDOWpUL
SDU FRQVpTXHQW j OD OLEpUDWLRQ GYLRQV FDOFLXP S
participer a la lyse cellulairgAbmed et al, (2019). Par exemple, dans le cas des
PLWRFKRQGULHVY WRXW FRPPH GDQV OHV PpFDQLlYPHYV G¥l

exces, va intégrer la matrice mitochondriale.

Figure 6 : Schéma résumant les changemeruist mortendans la chair de poisson
G 1 D[BaimaskSatoet al, (2009)

Il perturbe ainsi les fonctions et [lintégrité mitochondrialeen engendant une
perméabilisation des membranes aboutissant au gonflement des mitochondripso\Oece
la libération dans le sarcoplasmeée facteurs induisant kaort cellulaire H W GdhlcRiQ &
exces{Donget al, (2009). $XW UH H [ dter&torHdesOnfembranes lysosques, due a
ODFLGLILFDWaA Rduir€Ke &igrehtdtdn de la libération de cathepsines dans le

cytosol lDutson, (198B. Chez la daurade royale la mitochondrie et le réticulum
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sarcoplasmique présentent un aspect gonflé au bout de 3 pest@sortemA 24 heures, les
crétes mitochondriales sont altérées. Aprés 5 jours, les mitochondries ont des lugtes p
allongées et une matrice O 1DV S H F W etEElQiB&pe Kek Mtioutum présente de petits

cristaux da périphérie et des vacuoles autophagiques sont vidibledaet al, (201Q). Ces

changementsont également observables chez le bar commun 3 hmsemortenfAyala et

al., (2009). Pour k thon rouge(Thunnus thunnysaprés 5 jours de conservation a 4°C, les

1%}

mitochondries sont gonflées, les crétes ont disparu et la structure générale es@

al., (2013).
/I THQVHPEOH GHYV U pmEtWwdarRer@ahstGichlXig/mruetaiveHle poisson est schématisé

parlalFigure6 paget lalFigure7|ci-dessous/D SKDVH G{DOW pdépaétoR ilhp@ee & XVFOH
OYDFWLYLWp EDFWpULHQQH YD HQVXLWH VXFFpGHU DX[ DOWpUD

Figure 7 : Du changement biochimiqueyaaohangemeiststructural et texturgbost mortendans une cellule
musculaire de filet de poisso
(G 1D S Uimelges Hbyes de droit)

C. Altération bactériologique  du poisson post mortem

1. Origine etévolutionde la florebactérienne

Une flore bactérienne est naturellement présente dans toute degamieson. La nature de la
microflore va dépendre gQGHPHQW GH O9fYHQYLURQ®We Pduadtd/ GX S|
WHPSpUDWXUH GH OfYH Bb(ev\}er(l\m]lY FWdI‘hl@d.*hX(lZO(]lﬁlQa YHdiOde

poisson eshaturellementdépourvuede microflorecar elle estprotégéepar son systeme
immunitaire. A lamortdecelurFL OH V\VWqP H éaRtBlXs@ttf\uDd.roi¢tofQre

Mristalle GDQV OD F KD LconseriratiovsuGdiaxe) i flore bactiénne double chaque
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jour {Huss, (199p. Chaqueespéecede poissonpossedesa propre microfloredominante

Apres la mort,des bactéries spécifiqeevont SDUW L F L S Hdo (FigOr§ 8 @ngp wW

Cette populatiorde bactériesY D GpSHQGUH GHV FRQGémpér&u@ednteHQ W U H
0°C et 2°C), atmosphére aérobie anaérobig @ . (199%). Pour une coservation sous

glace en anaérobiosePseudomonas sppet Shewanella putrefaciens sont presque
exclusivement présents apres 1 2asemaines|Huss, (199P. Les microorgaismes

UHV SR QVD E O H VpdstHna@tghibOpdigshDad plis@ourants softhotobacterium

phosphoreumShewanella putrefacien®seudomonas spEnterococci Enterobacteriaceae

et Brochothrix thermospacta

Figure 8 : Lesdifférentes phase& H OTDOWpUDWLRQ GX SRLVVRQ
Les données exposées ici en exemple sont attribuables a du cabillaud conservé sur glace a 0°C
{Huss et Asenjo, (1976

2. Activité biochimique liéala flore bactérienne

/I Y DFWLYLWp GH OD IORUH EDFWpULHQQH YD rwWU:Hep OTRULJ
composés azotési soufrésyolatiles, des aldéhydes, des estdbsthypdkantiine et G D XW U H V
composés de faible poids moléculaire. Les bactéries vont ytitiserme substrag de leur
métabolismedes nucléotides, des acides amiaédesglucidesL 1270$% HVW QDWXUHOO
dégradé par des enzymes endogénes mais il est aussi 8tillidé¢ SOXVLHXUV EDFWpULH
FRPPH DFFHSWH XUs dan® R@ch@ifier@piratsitél Q UpGXFWLRQ GH 071z
géneére la formation de triméthylamingf 0$ TXL HVW UHVSRQVDEOH GH OfYR
du poisson altérd.a TMA constitue ungart importané des azotesdsiques volatils totaux

(ABVT). '"TXQ SRLQWénérdd WOHSUROLIpUDWLRQ GHaavBiDlbeWpULHV
impact non négligeable surlegdd HW OTYRGHXU GX SRLVVRQ
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Les conditionspost mortendans la cellule musculairmpliquentdesréactions biochimiques

qui vont induire des changementsusturaux et ultrastructuraux W H O V aliékatibn Qi§s

organites et des myofibrilles. Ces changements structuraux vonWUH | OYRULJLQH
changements texturaux. Or certains aspdetla texture comme la durgli@« fracturabilté »,

la «cohésivté», la « mache» sont GLUHFWHPHQW HQ OLHQ DYHF OD TXL
I fLQGXVWULHO HW OH FRQVRPPDWHXU

D. Evolution structurale post mortem chez le poisson

ITPYROXWLRQ Gyt DS P U Ruud@ev R changements structuraux et wultra
structuraux post mortemdu poisson. Ceslernierssont directement en relation avec la
fraicheurdu produit. Idéalement, un poisson ultrais, voire frais conserve sa structure

L QLWL D Oun ppissénlakérd prdsente de nombreusaesnigsit dommages aelle-ci. Le

ILOHW pWDQW HQ JpQpUDO OD SDUWLH FRQVRPPpH FKH]
intéressés a son évolutiorstructuralepost mortenjAyala et al, (2003,[(Ayala et al, (2010,

Avyala et al, (2011)). Pour comlUJHQGUH FHV FKDQJHPHQ@WNAtreLO IDXW

OﬂRUJDQLVDWUlR’r@Js@eIﬂguReH@g@)HV
Chez ladaurade royale QRWUH PRGgOH GY{pWXGH SOXaMUddduUV FKD!

muscle ont pu étre observésst motemGDQV OH FDGUH G X Q[BallaRe@HUY DWL

al., (2009, |Ayala et al, (201Q, |Ayala et al, (2013). Ces changements structuraux

interviennent trés tot aprés la mort du poissérpartir de 4 jours de conservation (4°C),
OfHVSDFH HQWUH OHV ILEUHV PXVFXODLUHV DXJPHQWH
désolidarisat, d0 a une perte de collagéfteaballercet al, (2009). Les fibresmusculairese

détachent progressivement MIDUFROHPPH HW Glés fofilgieRdrdégiadent

avecune perte des bandeslgslignes Z etdes | L O D P H Q W y&afeDaF, (20X HChez

le thon rouge,|Roy et al, (2012)ont observé aprés 5 jours de conservation a 4°C des

modifications structurales identiqguésla daurade royalenotamment ledétachemet du
sarcolemme OOXJPHQWDW LR Q -@Gvofioriflaid, & Détadhdni@ibreWnusculaire
myofibrille, la cémentationdes myofibrilles la discontinuité etla baisse de la densité des

lignes Z.Le début de ces changemeptt égalementisible dars la musculature égxiale

chez le ba commun 3 heurepost mortenfAyala et al, (2003), ce quitémoigre de la

précocité des changements structuraux.

Toutes ce®bservations structurales sont en corrélation avec des modifications textlurales

poisson: diminution de la fermeté&lu filet (Cabalero et al, (2009) mais également une
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baisse de laenue en bouchet GH O DG KMHEBH@FRD QW LO Qf\ D SDV GH F
OfpODVWLFLWpP %WIa@tl-dtl.,(DZDlil'-)RKpVLYLWp

Une dimirution rapide de la dystrophine (protéine assurant un lien entre les myofilaments
GIDFWLQH GX F\WRYV Extidc@ldsitrgydpartindeCa? jeuds\We tbriservation,

expliqueraitles changements structura([mavloret al, (1993,|Caballercet al, (2009) et les

changements texturaux qui en découlény D F \&tUaQdeésmine (protéine assurant un lien
entre les myofilaments au niveau desqdies Z) restent présey PDOJUp OfYpWDW LC
G Rdpation du musclele bar commui 14 jourgCaballercet al, (2009). Pourtant, 9 HU U H ] (

Bagniset al, (1999 ont observé une dégradation de la desmine ehe®ime espece dans les

premiers jourpost mortemLes protéines myofibrillaires telles que la titine, la nébuline et la
troponine T impliquées dan® TRUJDQLVDWLRQ OD JpRPpWULH GX F\WI

musculairesont dégradéegost mortenrdansle muscle de poissofB(sconiet al, (1989).

Leur dégradatiomombinéecontribue significativement a faagmentatiordes myofibrilles et

in fine aux modifications texturales de la chair de poigs@rezBagnis, (199)).

La protéolyse de ces molécules myofibrillaires est impat& enzymes endogéngse sont

les calpaines etles cathepsines|delbarreLadrat et al, (2009; |Chéret et al, (20079).

/91D FW L Yu-cAlgair@s$1el realpaineset de leurs inhibiteursles calpastatinesest encore

présente 14 josmpost mortenthez ladaurade royal¢Caballeroet al, (2009). Les calpaines

causent une hydrolyse liméédes myofibrillesdurant les premiers jours alors que les
cathepsingsen plus de leur capacit@ dégrader &s myofibrilles et protéines assées

alterent OTDFWLQH HaMdesstaddplis\alapéd post mortemDe plus, la protéolyse

des myofibrillespost morterpaUWLFLSH DX UHODUJDJH GH SRO\SHSWLG

certains ont des propriétés bioactiyabrfiedet al, (2019).Le poison subipost mortendes

changements au niveau de sa structure, de sa teattute sa composition chimique et
PLFURELRORJLTXH 3DU FRQVpTXHQW OYHQVHPEOH GHV |
TXDOLWp GX SRLVVRQ VTHVpstEoOehp VXU FHY FKDQJHPHQWYV

. /HV WHFKQLTXHV DFWXHOOHY GIDQDO\WVHV GX S

A. Méthodes sensorielles

Le testQIM, OH VA\VWgPH GH QRWDWLRQ diM¥Xrng sthénfe8dptldRQ HXUR ¢

spécialement développés pour le poisson.
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1. /H V\VWgPH GH QRWDWLR Q& VXH GH OT8QLRQ (XURSp

Le VIVWgPH GH QRWDWLRQ GH TXDe@ropémnen_mge‘@g&m@FH SDU

CE 2406, (19916 définit des normes de commercialisation commupag certains produits

aguatiques : les poissons blancs, les poissons bleus, les sélaciens (élasmobranches), les
céphdopodes et les crustacélse produit analyséest classé dans une catégmedon sa

fraicheur. E (extra), Aet B. Le produit eshon admissi ses caractéristiques ne lui permettent

SDV GLQWpPpJUHU XQH .G0d chasb¥matitleR leffeciuBay pubRatiorHde la

peau, debranchies GX PXFXV FXWDQp GH OD WH][\Weftt Méethode GH O F
requiert des personnelsavec une formation spécifiqueElle ne prend pas en compte les
spécificités intreespece®t lestrois catégories sorttop larges et définies grossieremedé

plus,les trois catégories ne font plaslien avec le temps de conservation sur glace comme le

systeme QIMMalgré cela, cette échelést toujours utilisée.

2.  Quality Index MethodQIM)

La « Quality Index Method> souvent abrégé QIM a été développée par la Tasmanian Food

Research UnitBremner, (198p. Cette méthode a été élaborée pour évaluéaiaheurde

produits aquatiques stockés a 4°C sur glace. Elle se base sur leencbarsy de
FDUDFWpPULVWLTXHVY WHOV TXH O49DSSDd¢t hQdxtdre. \RoXr[ SHD X
chaqueparamétreéévalué XQ VFRUH HVW pWDEOL /TDGGIpdvdnieteeg GH FKL
aboutita un score total appelé le I Plus le scorestélewe, plus le produit analysést

considéré dégrac‘é’ableauVI pag.

La méthode a initialement ét@®ncuepour des poissons entiers non traitésutefois une

adagtation de cette rthode pour des produits bruts, congelacongelés été élaborédu

fait de la variabilité des especesdstleur spécificité, il est possible de retrouver dans la
littérature des QIM développés spécifiguement pour une espece. Par exemple, un QIM
sp&ifique a été établi pour notreodele G I p WaXdaudttade royalgHuidobroet al, (200Q)
Figure9pag. /ID YDOHXU GH OfLQGH[ GH TXDOLWp DXJPHQWH
GH FRQVHUYDWLRQ MRXUV VXU OD JODFHuscpe IBItempsGRQF S
GIHQWU LES &§raget de la QIM sontOD UDSLGLWp Onbn deskuc@fetWp OYLC
OYREMHFWLYLWp HQ FRPSDUDLVRQ DYHF GYDXWUHV PpWKR
le caractere chronophage et@ap FHV VLW p G D Yi&lpblr@teblisI®dcory Rt@l. H Q W
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Tableau VI : Parametregnalysés et attributs dorséhez ladaurade royalelGDQV OH FDGUH GTXQ WHYV!
(GT Dlﬂw@moet al, (ZOOq)

Figure 9 : Evolution du score éla QIM pour ladaurade royalen fonction de la durée de stockage.

Dans cette étude, deux conditions sont suiv{gd dauradsroyales non lavéset ” dauraderoyales lawes
DYHF édrenbkuidobroet al, (200Q)
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3. /fpFKHOOH GH 7RUU\

/ ®chellede Tory a étédéveloppégour évaluer ldraicheurdu poisson aprés cuisson sans

ajout de sel ouUGSLFHYVY &HWWH PpWKR G Hetatéxtor¥ Hu grgdeiGbné U OH
note allantM X V TXdk} attribuée. Plus la note est élevée, plus le produit est considéré frais.
Pour une note inférieure 3 le poisson est considéré non acceptabla consommation

humaine. Pour unenote supérieure ou égale B5, le produit est cksé consommable.

I fpFKHOOH D pWp GpYHORSSpH SRojluégedédemmeR naigrds\SHY GH

mi- graset gras.

B. Méthodes chimiques et microbiologiques

1. J/YD]JRWH EDVLTXH YRODWLO WRWDO $%97

LHVY DPLQHY YRODWLOHYV VR Q éristidjieS éssmiD ehézHeg pelit® deR G H X |
la mer dégradés. Le consommateur y est trés sensible et considére cette odeur comme un
indice important déraicheurRX SO XW {W G/frD/O /GIU@ALISB@HY DPLQHV VR
la TriMéthylAmine (TMA), la DiMéhylAmine (DMA), @fyde de TriMéthylAmine

(OTMA) qui est la source principale de DMét de TMA. Tous ces composés vont faire
SDUWLH GH OYfD]RWH EDVLTXH YRODWLO WRWDO $%97 &H

des protéines par les bactéries @aiénzymes présentes dans le poipe@h mortem

Fiqure 10: SFKpPDWLVDWLRQ GX SdeRABRIFERAR leuGifratip UD FW L R
(fiche Bibliomer :[Ifremer et Pdle Aquimer, (2008

Ainsi, ces composés se retrouvent en fagblquantités durant les premiers jours de
conservation puis augmentent de facon exponentielle. La messitengeis en ABVT et
TMA est OTXQH GHV ®éhHo@sFuiilsBeOpal les laboratoires de contrble pour
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O T pY bndX¥ aualité des produits aquatiques. Les concentrations en ABVT/TMA sont
exprimés en mg pour 100 grammes de chair. l@®PRWHU TXH OD PHVXUH GH O
QTHVW SDV XQ LQBHHRWHRXRLVGH MINOWpUDWLRQ GX SRLV
augmentabins significatives tardivesedes teneurs (a partir de 8 jours de conservation)

3RXU OfHVSqgFH EDU FRPPXQ OD PHVXUH GH Orfighed7 HVW X
Apres 20 jours de stockage a 49°OXFXQH GLIIpUHQFH VLJQLIdbBeDW LYH HQ
Castro et al., (20Q@Parlapankt al, (2014). Seue OD '0$ SHXW V HueYaithe®@TLQGLF
car elle évolue rapidement durant les premiers jours de stockage. Il faut toutefois que le
poissonposseédeO fHQ]J\PH 70%$2DV H TX1.2 GO WHIELOIHBN européenna

établitrois catégories pourasseles différentesnéthodesle poissons analysés. Dans chaque

catégorie, il est défini une valearne pas dépasser en azote toG#s tois méthodes sont
applicables SR XU p Y DEYX H Ure@i$t#lation directe [Antonacopoulos et Vyncke,
(1989), la méthode de micdiffusion IKConwav et Byrne, (1938et OD GLVWLOODWLR
échantillon préalablement déprdt&Q LV p SDU O 1D F Le®/bir WgUrEIOPp@]@.D FPWLTX

2. Les aminediogeénes

Les amines biogenes apparaisgeogt mortensuiteala décarboxylation (perte de dioxyde de
FDUERQH GYDFLGHV DP Le3 pissuy(Sptbd, I(IlQ%.l—DétteGr@e(QtMn est

provoquée principalement par des enzymes exogénes provenant de microorganismes

contaminants et également par des décarboxylases endogénes.ir@sshémgengsont : la
puteVFLQH OD FDGDYpULQH O9YKLVWDPLQH laGmermiitineDPLQH |
/IRUV GTXQH F&ACCVY ldd cyroanttalRoQs en amines biogenes évolertgmentce

qui en fait un marqueur deaicheurpeu fiable

3. La valeur K

/N pY D O XD Wraieh@ur@aH laQr&leur K fut proposée paaito, (1959) La valeur K est

exprimée en pourcésge par la formule suivante :
+JE*XT _
HO2EH#&2EH#/I2 E+JE*T;

A la mort du poisson, les enzymes endogénes vont dégrader la molécule Adénosine

- R=HQAL srr

TriPhosphate (ATP) en ADP qui va étre a son tour dégradécessivement en AMP puis

IMP. On considére ensuite que laggslaW LRQ GH Of,03 HQ ,QoRhahtidie ,QR
(Hx) est due aux enzymes endogenes et exogenes p@QwWwhaGHV EDFWpULHV G
/ITDXJPHQWDWLRQ GX IddeVlaEbK Précode Viavvalepr\inlidie/dple taux
GTIDXJPHQWMm WabRsQS R KW WEHRQ QRPEUHV G fIH/\VaSune Hhdhne'H SO X
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corrélation avec les évaluations sensorielles munombreusesspeceqTejada, (200]9-
TRXWHIRLY OD YDOHXU . SUpVHQWH TXHOTXHYVY LQFRQYpPQL
QpFHVVLWH O Mtb @b catbdlites e r8fletg pas a 100 % les qtités pré&entes

dans la matiere premiere. De plus, cette méthode est influehcde Q GHPHQW SDU OfH)
température de stockage et les ruptures physiques deqitissieharet al, (199%,|Howqgate,

(2009).

4. Le potentieHydrogéng(pH)

Une mesure du potentiel hydrogenet(p j SDUWLU GTXQ EUR\DW KRPRJqQH
ou directement avec urdectrodede S+ GDQV OH PXVFOH HVW UpDOLVDEOH
TXDOLWp GTXQ SabBbésktlal(2D0gX DomefdisK i grande majorité des études

IDLW piWeBavge@é&nt beaucoup trop failierant le sickage au fraipour enfaire un

marqueur fiable de freheurdu poisson

5. Méthodes microbiologiques

Le dénombrement de la flore totale @& certairs types de bactériescaractéristiques de
OIDOWBHDWHW@/HQW GYpYDOXHU OD Iddriee F&sHoKdanisenEs SR LV \
UHVSRQVDEOHV GH O w8 WatemGWh .FHD G XGBRLVFRQLWLRQV C
(température) et du packaging (atmosphere modifié ou |Mm)|iala et al, (2019). Dans le

FDV GI{XQ VWRFNDJH GH SRLVVRQV VRXV DWPRVSKqUH DP
réfrigéré ou sur lit de glace, les microorganismes du geseeidomonast Shewanellaspp

sont communément recherchés comR& JDQLVPHV VR X‘IGi%\H eGHMWBRD WA DWLRQ
Gram et Dalgaard, (20
'DQV OH FDGUH GYfXQH FRQVHUYDWLRQ VRXV DWPRVSK(
Photobacterium phosphoreumst reconnu comen organisme a rechercher et a étudier
Dalgaardet al, (19974, |Dalgaardet al, (1997h,[Gram et Dalgaard, (20P2 Un logiciel

dénommé« Seafood Spoilage an8afety Predictos, élaboré paiIDanaardet al, (2003,
SHUPHW GH SUpGLUH OH QLY H&ins Jrod0ite/qguabqids Reds quelli®@ VR U L
poisson, suivant différentes conditions de stockage en fonction de la flore microbienne
UHWURXYpH /HV PLFURRUJDQLVPHY SUpVHQWY GDQV OH S
GIDOFRROV &HV P ODgrdupeneny hyerokyiel(DHEX) ldonstituent des marqueurs
GIDOWpUDWLRQ PDOJUp OHXU DXJPHQWDWLR(@UWREA|OLQpDL
al., (2009,|Kuulialaet al, (2019). Le dénombrement total de la flore a également été utilisé

HQ ODERUDWRLUH GH FRQWU{OH SRXUmipéuR @deohManientsD O W p U
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(reproductibilité, manque de spécificité, difficulté a interpréter les résultats) ont démontré son
manque de fiabilit¢Gibson et Ogden, (19?)7

C. Méthodes physique s

Le poisson va subir des modifications textusg@lest mortendurant les phases gbee rigor,

rigor et postrigor mais également au cours des processus de congélation et de.ddesson
nombreuses méthoddastrumentalesRQW pWp GpYHORSSpdd \propridtdd G pYLC
texturales du poissasans le but de suivre le niveau de fraicheur du poisson ou de discriminer

XQ SRLVVR Qolids@ndécorgdlX&8HV DSSURFKHV RQW OYDYDQWDJH G
et peu coteuss. 7TRXWHIRLV OD FRasaibn dWmnpusGde oigsondt les

variabilités inteftHVSqFHV UHQGHQW GLII LFLOH\AC@rﬁdDeS@BhtrEsIP,WLRQ (
(2009). Les tests et les méthodes utilisés chez le poisson sont : le test de Kramer, le test
WarnerBraztler OHV WHVWYV GH FR RBourHey (\ZGIOP,QesG\qu)GeB dW\pLoRIL W p

de extureetles méthodes viscoélastiqd[(Esiedmanet al, (1963,|Szczesniak, (1963

Le test de Krameest basé sur ureellule de compressiote Kramer Sheagquipé de lames

TXL YRQW SpQpWUHU HW FLVDLOOHU OfMpFKDQWLOORQ D
maximak.

« Fischtestem et « torrymeter»

Des appareils tels que le fischtetser et le torrymeter permettent de mesurer les propriétés
POHFWULTXHYV GfXQ SRLVVRQ WHOOHYV TXH OD UpVLVWDQW
résistance a tendamca diminuer alors que la conductivité a tendance a augmenter. Ces
FKDQJHPHQWY VRQW GXV DX[ GRPPDJHV GHV PHPEUDQHV F
DXWRO\WLTXHVY HW GHV PLFURRUJDQLVPHV 8Q UHODUJD.
intercellulaie conduit a une diminution de la résistance.eApr FDOLEUDWLR& GH OfD
IR Q FW L esRecelébk pfirietésélectriguesmesuges peuvent évalueavec efficacitées
GLIITpUHQWYV FULW qgU HVa Yfa{dh¥uba@evstvon dud prodfiid duuMentpsl de
conservation sur glaceou de la différenciationentre poisson frais et poisson

congelé/décongelé. De plus, une excellente corrélation a été établie entre les résultats de la

QIM et les mesures électriqufamson et Richards, (19J5

1. Méthodes spectroscopiques

a. Spectroscopiisible etprocheinfrarouge(VIS/NIR

/H SULQFLSH GH OD VSHFWUR V& RSitrd dengOV pBFIX\Du¥ X O ORTH
OTDQ@MPHOXPLJUH YHQDQW GH OfpFKDQW LG2QI&GergsGL11pUH
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vont de 400 a 700 nm pour le visiéIS) et de 700 a 2500 nm pour le proche infrarouge

(NIR). Le VSHFWUH GH OXPLqUH pPre¥ expasitlonCifigsFdifiBren®d O OR Q
ORQJXHXUV GTRQGH HWWRDYQODRREGHYV,CGHHPIHWMWKRUHY GH OfpFk
SHXW WUDYHUYRQ SHpPHDROWROOKM WUDQVPLVVLRQ RX WU
OXPLqUH HW OTXQNWWXGHQ®/pX PWRHR MHQYEURLW HW GX PrPH
Vafjit de réflexion. Par contrels OYHQYRL GH OXPLqUH HW OYXQLWp GH
PrPH F{Wp GH OfpFKDQWLOORQ PDLV bansikitioRs fFigurdlQGURL YV
ci-dessouF /I THQVHPEOH GHV GRQQpHV UpFROWpPHV SDU VSHI
GIDQDO\WHY VWDWLVWLTXHV PQRONMLEBQPH W IOR RRMHIOROHDWQ W i
la UpJUHVVLRQ GHV PRLQGUHV FDUUpV SDUWLHOV OD PpW
classe 8IMCA HQ DQJODLYV /ID VSHFWURVFRSLH SHUPHW GfpYD

poisson avec fiabilité lipides, protéines, matieres grasgslberg et Fredriksen, (2001

Adamopoulos et Goula, (20p4 (OOH D pJDOHPHQW pWp GpYHORSSpH
fraicheur du poisson en démontrant des résultats intéregSmatisieset al, (1999 furent les

SUHPLHUV j OfXWLOLVHU SRXU GHV PHVXUHV GH IUDVFKH
GYrWUH UDSLGH ILDEOH IDFLOH GI{XWLOLVDWLRQ HW QR
pJDOHPHQW GHV DSWLWXGHYV GDQV O 1 DuxinatoH QuWadiddoR DW LR Q
frais / poisson décongelé par des mesures NIR non destrdld:mtéis et Okazaki, (2004

Figure 11 : Lestrois modes de mesure de spectroscopie visible et proche infrappligués a la matrice
poisson.
De gauche a droite : la réflexion, la transmission et la transflection.

b. Spectroscopie de fluorescence

La spectroscopide fluorescence (également appdl@orimétrie ou sprectrofluorimétriest
une techniquelD SSOLFDEOH SRXU OTpWXGH GH PRO@FiXs@tky 1OXRUL
présentes dans un produit tel que le poissdd. IOXRUHVFHQFH VH GplILQLW S

lumiere par une molécule appeléluorophore qui a absorbé de la lumiére ou une autre

radiation électromagnétique de haute éner@ee principe a été décrit gdaeblonski, (193]B

Figurel2paggs8). 7TURLYV pWDSHV GH OD IOXRUHVFHQMdusi§XQH PR

et Mellou, (201Y): le premier événement est larencoii GIXQ SKRWRQ DYHF XQ p¢
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PROpFXOH IOXRURSKRUH &HFL SUBRBtYy&me ¢ pashaypRivaldD WL R Q C
GIXQ pWDW IRQGDPHQWDO YHUV OH QLYHDX ué #XpluspWDW
instable (S1 ou S2).

Figure 12 : Diagramme d@ablonski, (193I3i||ustrant les processus de fluocesice et de phosphorescence
Mousdis et Mellou, (201)7

La molécule ainsi excitée va retourner a un état vibrationnel plus faible et plus stable

DXWUHPHQW GLW VH GpVH[FLWHU HW SHUGUH GH OfpQHL
vibrationnelle, de guenchingp et GH WUDQVIHUW GfpQHUJLH (Q UHWRX
IDLEOH 6 OfpPOHFWURQ YD pPHWWUH XQ SKRWRQ (WDQV
GLIlpUHQWY QLYHDX[ GfpQHUJLH YLEUDWLRQQHOOH IRQGD
fréquences et difféddHQWHYV pQHUJLHV 'H FH IDLW O¢fYpPLVVLRQ HW
SURGXLVHQW SDV XQH VHXOH ORQJXHXU GYRQGH /H UHQC
fluorochrome donné dépend du nombre émis par rapport au nombre de photons absorbés

aaadagemlacaamUa
4aa0apzalacaaced e ased

Bon nombre de molécules alimeinéa présentat despropriétés fluorescentg3 dbleauVll

ci-dessouF

Tableau VIl : Liste deonzZd OXRURSKRUHYV SUpVHQWY GDQV OfDOLPHQ\
Source:lChristenseret al, (200(?.
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Le spectrofluoroogWUH HVW FRPSRYV péner 5@ @seP Srhmg $ource
OXPLQHXVH HI[FLWDQWH G DWMWH IDXW L QOR @& J H] ® DW DWHLLR Q
ILOWUH G fidd &st iacBlidéL\RQU O 1 p F Kd3 Qhdtdn® ens@@sponsables de la
fluorescencegsont collectés de facon perpendiculaire par rappotD VRXUFH GIfH[FLWD
V 1 DaldrdVde florescence a angle droit. Si les photons émis collectés forment un angle
YDULDQW HQWUH HW  f SDUW QJD/AER dewspgctrosfigpiekde Q W L O ¢
fluorescence frontal@={gure 13 ci-dessouF Cette technique a été utilisée pour analyser des

aliments tels que le poisson afin de déterminer son niveau de frajthgauret al, (2003,
Hassoun et Karoui, (2015 /fpWXGH GH OD |INicomdmideFAdénirel G X
Dinucléotide(NADH) et du tryptophane sur des filets de poisson a montré de bons résultats.

'HV GLIIpUHQFHYVY GH VSHFWUHY VXLYDQW OH WHPSV GH FRC(
du poissonDufour et al., (2003 &RQFHUQDQW OYDXWKHQWLFLWpPp OD V!
permet de discriminer des filets de poisson frais de ceux décongelés. Les meilleurs résultats
VRQW REWHQXV DYHF OHV V SkbFpoWel M2 PLVVLRQ GX 1$'+

Figure 13: Schéma présentant le principe de la spectroscopie de fluoresetonkes deux types de
méthodes angle droit ou frontale

[Karoui, 2004)

2. Capteurglectroniqus

Les appareillectroniques sont capables de mirdeux senscaractéristiquesG HHd@fine

TXL SHUPHWWHQW | SUH FRraighe¢tt GrXH-Q GTHPR GXOXW UD DXODW LT X F

poisson: le gait et O R GLR tkDn& deserseur électroniquest aussi employgersaud eft

Dodd, (1982 furent les premiersxa démonter TXTXQ UpVHDX GH FDSWHXUV |

sélectifspossédaiGHVY SURSULpWpPV pTXLY DO HUnhWdz ¥élegctranfgReOesD FW L R C

un appareil possédant des capteurs chimiques non sélectifs cawpiétassificateur multi

composarg Les composésolatis OHV SOXV SUpVH@&uwétedans @\tasGMXWS D FH
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poisson stocké sur glace somés alcools &hainecourte, les carbonyles, les esters, la TMA
etle VXOI thg@ﬁOlafsdottiret al, (199%) FigurelAlci-dessouF

Figure 14: OGHXUV GX SRLVVRQ HW GHV FRPSRVpV ¥tR@OWhiSsdh FSQW UL E XD (
altéré ou oxydé
G 1 D|Slafsdéttiret al., (1997)

Ces composeés ont pour ongila croissanel PLFURELHQQH OfRGHXUWsQDW XUH
SURFHVVXV @&§uanteDaNédgra@ation des protéines et des lipides présents dans le

poissoniFigure 14{ci-dessuf Le typede composeés volatils retrouvea permettreGfpY D O XHU

la qualité du produitll est ainsi possible grace au n&ectroniquede FODVVLILHU OfpFKD
suivant sa durée de stocka!@é Nataleet al, (200)). & HWWH WHFKQROGBJLWUH OL
basée surGHVY DQDO\WHV GH FRXUWH GXUpH DYHF XQ DSSDI
encombrant. De plus, les données obtenues montrent une bonne corrélation avec les analyses

ABVT mais @alement avec le score de@M. /{DSSDUHLO VHPEOH pYDOXHU

facon équivalente a umez humain «ormé» a laQIM (Olafsdottiret al, (1997%). Toutefois,

lasélectivitédes capteurs chimiques reste encore fall#ar sensibité | O K X RLadtted/ p
conditions environnementales peuvent mener a une interprétation e@@wgéeonstitue un
problemeconséquenpour une application pratiqu& DQV OfLQG XV WILek HezGH OD !
électroniques les plus communément rencontrés sont constitués des appaesisSense

et «LibraNose» /H FRXSODJH GHV GRQQpHV GH FHV GHX[ DSSD

fiabilité des données récoltédsi (Nataleet al., (200]!).

Tout comme pour le nez électronique, la langue électronique est composée de trois éléments
les capteurs, un systeme de mesdrgV XQ V\VWgPH G9DFTRUARICOELER.Q GH GR

(2013). Toutefois, contrairement au nez électronique qui se caractérise par la présence de

capteurs en contaawvec des vapeurs, la langue électronique posséde des capteurs qui sont en

contact direct avec le produit analysé.
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I1RWRQV TXH OfXWLOLVDWLRQ GH OD FKURPDWRJUDSKLH H
non a la spectrométrie de masse {MS) et ou nom la nicro-extraction sur phase solide

630( D SHUPLV GIpWXGLHU OYfpYROXWLRQ G\QDPLTXH GH
stocké au froid[@ehaut, (201.

3. Mesure de la colation

La couleur est la perception visuelle gdisulte de la détectionde lumiere aprésson

interaction avec un objet. La coulepercue GTXQ REMHW HtkoOW criberést HaNp SD U
composition chimique et physigue H OfREMHW OD F R&I8 sourceNimimeuse SHF W L
LOOXPLQDQW O TR Epddttalé G B DO ¥ H@V LEL GIRW veR &xterbifel khX U HV W
FR X O H XppateneG® SURGXLW HW O YDAV @ualitéd Beukdatddomed/ HP H Q W
GYLQVWU X remt ghiloéleetguientiénta cauleur :le colorimétretrichromatique et les
spectrophtoméres. Cette approcheD OIDYDQWDJH GYrWUH SHX RQpPUHXV
QRPEUH GYHVSQqFHV

4. Résonancenagnétiguanucléaire(RMN)

Trois principaux types dBMN, selon la omposition chimique dh structure de la matrice
étudiée sont utilisés Onfagerie parésonance magnétiqykM), la RMN hauterésolution
et laRMN «low field» Il est DLQVL SRVVLEOH GYREWHQLU GHV LPDJH

RMN a été utilisée pour évaluer les changements gualité du poissoapréscongélation et

décongélatiofAursandet al, (2009,|Eriksonet al, (2013). La RMN présentées avantages
GIrWUH Q& QonlLd@strixtel rapideetinoffensve SRXU OfRSpUDWHXIU HW QR
est possible de suivre avec la RMNbw field» OD PRELOLWp GH OfHDX HW GH
GLIIpUHQWY WLVVXV RX F Rd¥base denuscle RN Godield D E&LPHQ W
un investissement peu élem@ nécessitant pas de maintenaatgrésentantine certaine

facilité G T X W L Gshns paurLart@nt étre un appareil de routiaeRMN haute résolution

permet de donner urampreintedigitale du produit analysé en informant sus somposition

HW SHUPHW OfLGHQWLILF D mtaRdteshWc PeRindnéeDfQW kellétF DW LR Q

gualitative et nutritionnelle
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IV. /D PLWRFKRQGULH SRWHQWLHO PDUTXHXU SUpF

A. Généralit és sur les mitochondries

1. Histoire

Le mot «mitochondrie» provient de la contraction demitos» qui signifie en gre&fil » et

de «chondros»> qui veut dire grain». Les mitochondries sont observées pour la premiere

fois dans des cellules paitman en 1890 mais | faut attendre la fin du £3°siécle pour
TXYfHOOHY VRLHQW UHFRQQXHV FRPPH GHV RUJD@E&WHV FH
précisée au milieu du 20° siécle, en montrant leur réle dans de nombreuses activités
cataboliques commk cycle du citrate (travaux derebs, (1979, la béta oxydation des

acides gras ou la phosphorylation oxydative (travaukxeateinge). De nouvelles données

structurales seront apportées grace premiers photomicrographies hauterésolution de

Palade, (195P et|Sjostrand, (19596 Ces travaux ont décria mitochondrie comme un

organite avec unelouble memlane: une membrane externe et néseau de membranes

internes encore appelées crétes mitochondrialesonts démontréque ces membranes
GpOLPLWHQW UHVSHFWLYHPHQW OYHVSDFH LQWKIPHPEUI
travaux deMitchell, (196]? integrent a la fois les données métaboliguet structurales en
proposantd théorieV XU OD SUpVHQFH G-Hsttique @aGsLiés itdcirakdried R

Ces travaux ont démontke role central des mitochondries dda synthese et le stockage de
OfpQHUJLH FHOOXODLUH 1REHO /HV WUDYDX[ GH %
YLHQGURQW FRPSOpWHU OH U{OH SULPRUGLDO GHV PLWRF
1998).Depuis ces dix derniéres années, aMRFKRQGULH HVW GHYHQXH OfRI
SOXV pWXGLp GpSDVVDQW DLQVL HQ WHUPH GYDUWLFOH)
cellulaire |Picardet al, (2014). Le rbéle de la mitochondrie dans les mécanismes de mort
cellulaire (Liu_et al, (1999, |Petitet al, (1999) D SDUWLFLSp j FH UHJDLQ GITL

organite.

2. Origine

Wallin, (1926) H[ SRVH SRXU OD SUHPL9QUH IRLVY OYRULJLQH HQGI
Cette thérie est communément admise de nos jours &itérenforcée par des études

génomiques. La recherche actuellX SSRUWH |IRUWHP H@Wetr® [deG@pH TXH
mitochondrie serait uneO SKDSURWPREDFWpULH [Ixkeg8dalesh@iaa® W | OTF
LQWpJUp XQ DUFKpRQ LO \ D Her\au,wm@,varm,um?).wpmv GIDQ(
oXWUH OfYDVSHFW PRUSKRORJLTXH  GsHeV battéRdsCobtUdteN pV  H(
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rapport¢eV. - WLWUH GIH[HPSOH FHUWDLQHV SURWPpPLQHV PLW
avecdestoxines bactériennes et peuvent interagir avec leur Iﬂ\mner(moreet al, (1999,
Suzukiet al, (200Q).

3. Morphologie, distribution et structure des mitochondries

La morphologie et le nombre de mitochondries varient suivant le type cellulaire et les besoins

énergétiquegMannella, (200B. Classiquementies mitoclondries ont une formsphérique
ou de type haricot/batonnet. Concernant leur taille moyenn®@ RQJXHXU HVW GH OfRL
2 um tandis que la largeur est comprise entre 0,1 et 0,5-pgw €t Mannella, (20Qf)Palade

(1959). Tout comme pour la morphologie, la taille des mitochondries &@i@nle type

cellulaire. Chedes hépatocytes et les fibroblastes, une mitochonming mesure de 3 a4

um de long et 1 um de diamétr!@c(hefﬂer, (200)). LalFigure 15||ci-dessousillustre la
PRUSKRORJLH HW OYRUJDQLVDWLRQ PLWRFKRQGULDOHYV

La distribution des mitochondries dans lalldle est liée aux zones de consommation
GIpPQHDDHFHUWDLQV W\SHVY FHOOXODLUHYVY FRPPH SDU H[H
VRQW UpSDUWLHYV GH IDoRQ XQLIRUPH HW SHXYHQW RFFXS

Dans les cellules musculairegs| mitochondries sont disposées principalement entre les

myofibrilles. La majorité des mitochondries présente une membrane externe et une membrane
interne. Entre ces membranes, est défini un espacemittPEUDQDLUH GIXQH pSDLV)\
nm. Les membras mitochondriales sont composées majoritairement de lipides et de

protéines.

Figure 15: Morphologie ebrganisation structurale des mitochondries

Scheffler, (200y

La membrane intern@vaginée dans la matrice définit des crétes dont la forme et le nombre
GpSHQGHQW GH OTDFWLYLWp FHOOXODLUH HW GRQF GX W!
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lamellaire comme dans les cellules musculaires qui ont une haute activitélarf@ise

tubulaire se retrouve ausstomme dans les cellules sécrétrices de stéroilﬁelsefﬂer,

(2007). La matrice mitochondriale renferme des miitmosomes, des systemes enzymatiques

et des acides nucléiques tels qud dOT1$'1l FLUFXODLUH FRQWHQDQW Jq
pour la premiere fois pgfasset al, (1969.
/I THQVHPEOH GHV FDUDFWpULVW LdEsstiét RitdWeIcK R @@IELDOHV
des organismes eucaryotes. Nos travaux étant axés sur les mitochondries de poisson, nous

allons dédre quelques caractéres et propriétés propres a cette espéece.

B. Les mitochondries de poisson

1. Morphologie, structure et distribution

Les études menées sur les mitochondries de poisson abordent en grande partie une thématique
de type écephysiologgue, &o-toxicologique ou encore génétique. Elles permettent de mettre

HQ pYLGHQFH GHV SRLQWV FRPPXQV DYHF GYDXWUHV RUJ
WpWUDSRGHV HWF«

En effet, les analyses microscopiques de mitochondries de poisson exposées dans ta littératu

mettent en évidence une structure et une morphologie classique des organismes eucaryotes

Figure16 ci-dessouF Ces images microscopiques exposent des altérations structurales dans
OHV PLWRFKRQGULHYV 7RXWHIRLVY OfHQVHPEOHo@mEY FDUD

membrane, matricerétes etdrme de type sphérique ou batonnet

Figure 16: Images de microscopie électronique a transmission @etmihdries de poisson
A, B : mitochondries de thon rouge du Pacifigiiennus orientalisquelques heurgsost morten{J0); C:
mitochondrie delaurade royaléSparus aurata10 jourspost morten{J10).Source: [Ayala et al., (201){Roy |
I et al., (201}

'HV VLPLOLWXGHV RQW pJDOHPHQW pWp UDSSRUWpPHV G
mitochondrial du poisson est identique a 7&@% 1$'1 KXPDLQ HW FRPSRUWH OH

de genes.
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Les études axées sur les mitochondries ont permis également de mettre en évidence des
caractéristiques atypiques des mitochondries de poisson.

Chez toutes legspéces vertébrées, on estime que 30 a 50 % du muscle cardiaque est
«occupé? SDU OHV PLWRFKRQGULHYVY 3DU FRQVpTXHQW OfDF
paralléle, le contenu mitochondrial des fibres musculaires squelettiques est compris entre 1 et

10 % chez tous les tétrapodleﬁao@/es et Hood, (20Q3Vock et al, (1999). Chez le poisson,

le contenu mitochondrial est beaucoup plus important et varie grandeeientes types

cellulaires. Le nombre de mitochondries est cing fois plus important dans le muscle rouge que
dans le muscle blanc. En cogsénce, la densité volumique mitochondriale dans le muscle
URXJH DSSURFKH YRLUH H[FgqGH (Fdﬁl@/@tl-al.,wllg%li,m\)éé(an GDQV
al., (1999, IMoyes et Hood, (20Q® Le muscle rouge constitugnsi une zone richesn
PLWRFKRQGULHYV J/H IRLH OH Fégalémentés @ircigatkioyetdDde FR Q VW

cellules riches en mitochondries. En effet, dans la plupart des études mitochondriales chez le

poisson, les mitochondries sont extraites dans ces tissus. Les branchies constituent également

une zonecomportantdes cellules riches en rmghondries|Jurss et Bastrop, (19p%.in et

Sung, (2008.

La distribution des mitochondries entre les myallibs des cellules musculaires de poisson

different considérablement suivant les espéces et leur milieu denipeutainsi retrouver

un réseau de mitochondries autour de myofibrilles disposé sous forme de ruban ou disposé en

amasl|Johnstoret al, (1999).

Les capacités respiratoires des cellules musculaires peuvent dépendre de plusieurs propriétés :
la densité volungue mitochondriale, la densité surfacique des crétes mitochondriales, la
composition en phospholipides et en acides gras insaturés des membranes et le contenu

enzymatique mitochondrii[iGuderIev, (200}9.

2. Modulationdesstructureset fonctionanitochondriales chezlpoisson

Chez le poisson, les fonctions et les structures mitochondriales dépendent de nombreux
facteurstelsque OfkJH OTDOLPHQWDWLRQ OH PLOLHX HW OH PR

a. Influence deO {kJH

Le filet de poisson est composé de musctriges et demuscles blancs. Chez ladaurade
royale les proportions de muscle rouge et blanc varient au cours de la croissance. Au stade
larvaire (3 premiéres semaines), les proportions de muscle rouge sont les plus élevées (30 %
de muscle rouge contre 70% de musel © DQF $ OTkJH DGXOWH OH PXVFOI
plus que 5 %. Ces données sont corréléepaaurcentage de mitochondrietrouvées dans
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les fibres musculairesle muscles rouges. La diminution du pourcentage de muscle rouge et
du contenu en mitochordLHVY TXL OXL HVW DVVRFLp j OD ILQ GH Of
début de la respiration par les branchies dans la deuxieme moitié du stade larvaire. Durant le

stade larvaire, les activités mitochondriales du muscle rouge sont donc les plus éldyges qu

tout autre age du poisspfy@laet al, (1999).
8QH DSSURFKH JpQRPLTXH D pJDOHPHQW PLV HQ pYLGHQFH

les fonctions et lintégrité mitochondrialeen utilisant le modele«turquoise Kkillfish»

Nothobranchius furzer(Hartmannet al, (2011]). Dans cette étude, Il a été démontré que
OYH[SUHVVLRQ GH JqgQ H\enéde sitochoKdris GALIPQ Q@ XOHD CEMHRE O TkJH F
a une diminution de la quantité des complexes lll et IV de Ilinehaspiratoire. Il en sélte

une baisse d& respirationmitochondrialeGDQV OH PXVFOH VTXHOHWWLTXH
SDUW FHWWH pWXGH D GpPRQWUp TXH OH QRPEUH GH FRS
pOHYp GDQV OH PXVFOH OH IRLH O HitrésHissvdHdxXmél@s FRPSLC

branchies ou la rate. Un lien étroit semble exister entre contenu en ADN mitochonktdrial et

demande en énergie des tisgdarfmannret al, (2017).

b. Influence dumilieu de vie

Chaque espece de poissontpé&ine caractérisée suivant la température de son milieu de vie.
'"{DXWUH SDUW XQH PrPH HVSgFH SHXW rWUH DPHQPpPH j pY
admis que les poissons vivant a des températures faibles présentent un contenu mitochondrial
(créte HQ]J\PHV QXFOpRWLGHV« SOXV LPSRUWDQW TXH GHV
Guderley, (2004 /fDFWLYLWp HQ]\pnindsé Edytdchrbrnat bixpoask) ast

SOXV LPSRUWDQWH FKH] OHV HVSqFHV DQW@'XHV T X

Sidell, (1990). Cependant, les capacités oxydatives et catalytiques des enzymes (comme

OYR[\GDWLRQ GX S\UXYDW H uer@ert différ@rtés SdloW |&g \sodpdhD W L T
WKHUPDOHYV GX SRLVVRQ 'fDXWUH SDUW XQH HVSqgFH DFV
SOXV LPSRUWDQWH GDQV OH PXVFOH TX{YXQH HVSqFH IDL]|
benthiques. Une expérience menée seuxd especes de cyprinidés a démontré que

O 1 Hi@iedtDphysique augmentait la densité mitochondriale dans le m@

(1992)).

On note également des changements mitochondriaux lorsque le milieu de vie du poisson est
perturbé commear exemple parXQ FKDQJHPHQW GH WHPSpUDWXUH 7]
phénotypique a ce changement de milieu de vie differe selon les espéeescertaines
HYVSqgFHVY OD GHQVLWpP YROXPLTXH PLWRFKRQGULI®OH DXJI
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modifie pas. En effet, chez la truite aeo-ciel par exemple, les acides gras des
SKRVSKROLSLGHV PLWRFKRQGULDX[ VRWHSOXM¢V@R O\LQVELC
GHJUp GILQVDWXUDWLRJHVWSSORP@HQWDPLUHPRGHODJH G

mitochondriale quipermet une meilleure acclimatation au frdIiGuderIev et Johnston,

(1999).

8QH DXWUH pWXGH VIHVW LQWpUHVVpH | OYDFFOLPDWDWLF
de la température durantal6 semaines. Il a été observé une acclimatation des capacités
mitochondriales qui se trad’ SDU GHV FKDQJHPHQWYV GHV bbb X[ GH U

paragraphe |ke contrdle respiratoire page pour les complexes respiratoires |

(augmentation) et Il (diminution). Toutefois, aucumeodification significative de la
compositonen DFLGHYVY JUDV SRO\LQVDWXUpV GDQV OHV PHPEL
observeé (Strobelet al, (2013).

Le pdsson est donc capable de modifier etndeduler ses caractéristiques mitochondriales en
IRQFWLRQ GH OJfddigement RiQIE hikdd @&Vvie dans lequel il évolue. Les
changements de la composition en aeglas insaturés et en phospholipides iotg# sur la

flexibilité, la perméabilité des membranes mitochondrialedaetespiration Un degré
GILQVDWXUDWLRQ PHPEUDQDLUH SOXV pOHYp UHQG OD PH
DLQVL OH PRXYHPHQW GH OfR[\JqQH Y enteri@ HspirBtid® E U D Q H
mitochondriale (Guderley, (200Q). Il a aussi été démontré que les membranes

mitochondriales sont plus flexibles, perméables et labiles chez le poisson que chez le rat suite

j GHV FKDQJHPHQWYV GH WHFfl%thdBWKtU’&prlX{l%ﬂRVPRODULWp
Les conditions de vie et de reproduction chez le poisson peuventeseadiiies températures
DOODQW GH f& j f& VHORQ OfHVSqFH WRXWdEBBPH OH\
P2VP | P2VP SRXU OHV HVSgFHV GYHDX GH PHU $LQVL
considération ces données loresdétaps G T H[W U Dé&achiR&ne notamment la
FRPSRVLWLRQ GX P.LED leffeX ilGuHfpMe L&D songuerd@li-ci respecte les
FRQGLWLRQV GYTRVPRYV Hseld HO/ HBVODA\E Bip@BS Wap Hivieux la

conservation des mitochondries isol¢g@alfantyne, (199).

Il ressort de ces études que les poissons ont des caractéristiques mitochondriales trés variables
VXLYDQW OfHVSqFH HW VHV FRQGLWLRQV GH YLH

c. Importance de{{ D O L P H Q ¥ B asdurfge ENdrgétigue associée

Les ressourcesn glycogene dans une cellule musculaire de filet sont étroitement liées a la
GLqQWH GX SRLVVRQ $LQVL XQ SRLVYVReyhEdgeh® impedant.UL Ep Q|
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2U SOXV OH VWRFN HQ JO\FRJqQH HVW pésSRAd&RQOW SOX
glycolyse anaérobie est importante. Or, quand 1a@tda GH WUDQVSRUW GYpOHFWU
O1$73 VIQWKDVH IR@FRNE RQGE 1BEQ QMAGRURO\VDQW Of$73 S

glycolyse anaérobie afin de préserver le potentiel membranaire mito@id8dPierreet al,

(2009). A SDUWLU GInwviyo,Beheffteeet al, (2015)ont montréque le maintien des

fonctions mitochondriales impacte positivement le métabolipost mortem Ce dernier

limte OD SHUWH G1$73 QD \GRIYDGDWEHIRBFERXODWLRQ GX OD
pH. La quantité de glycogene participe donc grandement au maintien des fonctions
mitochondrialespost mortemet doncau maintiendes fonctionnalitéscellulaires dufilet

Huss, (1999 3RXU XQH PrPH HVSqFH GHon&iBris\eWR Ihtégot$p W X GH
mitochondrialeschez deux gr)k SHY j O DOLP Q@ pav pbou@ait WbrinkrHles
UpVXOWDWY FRPSOpWHPHQW GLIIpPUHQWY J/H VWUHVYV | O
JO\FRJgQH GDQV OD FHOOXOH PXVFXODLUH (Q HIIHW X
consommedavantagede glycogene, et diminueainsi ces stocks en se débattant. En

conséquenceda production G 1 p Q kst mbrtenserait potentiellemenplus faible et les

fonctions et l'intégrité mitochondrial@®urraient étrempactés. Enparalléle la rigor mortis

survierdrait plus tét et la chute du plest plus rapide 'LITpUHQWHYV PpWKRGHV G
existent asphyxie a température ambiante, asphyxie en Wyppy PLH GDQV GH O9YHDX
14+ f& HW SOXV UpFHPPHQW O HamsRiE la\glaceQquite/Z DJD VS K\[LH
'fDSUqV OHV GRQQpHV DF\Watdde Goale B HW HQX\HMRGEKN ] GO E D
UHWDUGHQW OH WHPSV QpFHVVDLUH j OTpWRXUGLVVHPH
O 1D S S DU LigotRa@tis€t ura Qualité du poisson en générahspour autantmpacter

la conformation protéique et la structure du mugdlendes, (201B.

Nous avons vu chez le poissquede nombreux facteurs peuvent influenasfonctions et

I'intégrité mitochondrialesD X VHLQ G X Q H. FRuP tes Hasdng Fildus a semblé

judicieux de réliser @tfide defonctions etdel'intégrité mitochondrialeshez des individus

LVVXV GH OYDTXDFXOWXUH DILQ GH PLQL:P& pressioQBLP SDFW
WHPSpUDWXUH HW OTYRVPRODULWpP GH OTHDX

C. Les voies métaboliques de la mitochondrie

La mitochondrie constitue le lieu de plusieurs voies métaboliques propres a cet organite dont
les plus connues sont OH F\FOH GH OYDFLGH FLWULTXH F\FOH GH .U
JUDV HW XQH SDUWLH GX F\FOH GH OfXUpH
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Le cycle de Krebsera déat de fagcon succincte dans cette patld)d PHWWDQW O9YDFFHC

éléments importasen lien avedes méthodologies utilisées dans ces travaux de thése.

Le cycle de Krebs fut décrit pour la premiére fois par Hans Adolf Krebs en (K98Bs(

(197Q). Il joue un rdle important dans la régénération des cofact®icetinamide Alénine

Dinucléotide (NAD) et Flavine Adénine Dinuckotide (FAD) en NADH et FADH
respectivement qui sont essentiels au fonctionnenete chéne respiratoire au cours de la
phosphorylation oxydative. Cette voie métabolique est composée de huit étapes résumées et
illustrées par IIEFigurel? ci-dessousLecycle estL QLW Lp SDUacefyHddgidyunetd. GH O

Figure 17: RpDFWLRQV GX F\FOH GH OYDFLGH FLWULTXH RX F\FC
(adapté dcheffler, (200

/ITR[DORDFpWDWH HVW p piHiéré @astioX Gleg Enidein@nirégénéré

SDU OD GHUQLqUH SHUPHWWDQW OH FRPPHQEtHRHdQW G {XC

cycle de Krebsquatre GfHQWUH HOOHYV YRQW SHUPHWWUH @D SURG?>

et FADH, :

x FRQYHUVLRQ GHDGHMWRIFLDWNUDWHVH@SDU OJLWRFHWUDWH (
H* produit
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x FRQYHUYVDdQgl@diatO®dh succiny® R$ S DEbtdgifitarate déshydrogénaske

NADH + H" produit.
x conversion du succinate en acide fumarique par la succinate déshydrogé&rfesBH,

produit
x IRUPDWLRQ GITR[DORDFpWDWH j SDUWLU GH PDQDWH VRX
NADH + H" produit
Autotal, lecycleGH OTDFLGH FLNADH ¥ Nt 1 FA0DHJ kes molécules malate,
Dcétoglutarate et succinate participent a la génération de ces cofacteurs. Une partie des
produits formés lors du cycle de Krebs vont ainsi alimenter la chaine respiratoire et participer

a son fonctionnement.

D. Chaine respiratoire et phosphorylation oxydat ive

La mitochondrie est définie comme la centrale énergétique de la cellule. Cette définition est

due a son rble essentiel dans la génération de la molécule a haut potentiel énergétique
OYDGpPQRVLQH WULSKRVSKDWH $73 /1 %caBishée3\behulavesHQW G
importants tels que la contraction musculaire, la division celluleirée transport actif
GIYHVSqFHV teK\afées 6HDVSURGXFWLRQ HVW OLpH j OfDFWLYL)
OYDGPQRVLQH GLSKRVSKDWH. Ckttad pHosphbry@fidh 763t vouQI&¥ aD V H
OYDFWLYLWp GH OD FKDVQH GH WdebmQrvtarsteéMch@m{&ET@O HFW UR

en anglais. Cette chaine est composégadgre complexes protéigques situés sein dda

membrane interne mitochondrigleigure18 ci-dessouF:

Figure 18:LH SURFHVVXV GH OD SKRVSKRU\ODWLRQ R[\GDWLYH SHUP
Les 4 complexes de la chaine de transferétistrons sont représentées en bleu tout comme le sens de
FLUFXODWLRQ GHVY pOHFWURQV OH ORQJ GH OD FKDvQH-/H SRPSDJH
membranaire est représenté par des fleches rouges. Les actions des poisons de la ssgikgaie ment
représentées OTDFWLRQ GX SURWRQRSKRUH &&&3 HW OLQKLELWLRQ GH
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x le NADH-Coenzyne Qréductasécomplexe I)
x le succinatecoenzyne Q rédatase(complexe Il). La sous unituccinate déshydrogénase

GH FH FRPSOH[H SDUWLFLSH j OTR[\GDWLRQ GX VXFFLQD\

par conséquent a la génération de FADH
x le coenzyme @ytochrome c réaactasgcomplexe Ill)
x le cytochrome c oxydageomplexe V)
Cette chaine respiratoire composéecdequatrecomplexesestalimentée par les cofacteurs
NADH + H" et FADH, qui cédentleurs électrons aux complexes de laidle respiratoire. Le
complexe | récupére les électrons NADH + H' tandis que le complexe Il récupére les
électrons duFADH, 8QH FLUFXODWLRQ GIfpOHFWURQV YD DLQVL
complexes protéiques de la chaine respirataireO § L Qntidi ded tkansporteurs mobiliesds
TXH iquhgrte ele F\WRFKURPH F /fR[\JgQH FRQVWLWXH OfDFFHS
chaine respiratoire. La circulation des électranssein de cettehainepermet defournir
OfpQHUJLH QpFHVVDL&H PXRVWVRE@SDGH OD PDWULFH PLWRF
inter-membranaire mitochondrial. Une circulation de protolsY p W BIfSIO éntve les
complexes |, 1ll et IV. Cette circulatioast ] OfRULJLQH GH OD IRUPDWLRQ
protons quigénéreun gadient électrochimique qeonstitueune force protomotricélp). Ce
gradient électrochimique est compo€eRPPH VRQ QRPj] WML QBLVYXGITXQ JUD(
électrique (plus communément dénommé potentiel membranaire mitochop@rig)) et
GIXQ JUDGL laQ¥WaGktePprotomotricdHSUpVHQWH XQéh IQMUILH G
Skulachewet al, (1981) en estimant que la partdil , HVW GH PY HW TXTXQH
équivaut a 60 mV. Les protons, mstituant la force protomotrice, circule@DQV OfYHVSDF

inter-membranaireet regagnentensuite la matricenmitochondrialevia la sousunité Fk de
O07%$73 V\QGEK Parmetla phosphonDODWLRQ Gbe ¢&ffes facon la force
SURWRPRWULFH SDUWLEF L{SMI‘EK:héII,QI!D?S \TQaldtdt (19825 |B$vkﬁ
(1987, |Pedersen et Carafoli, (1&?8!Pederseret al, (198%). Un lien estainsi établi entre

OTR[\G D%V toRQeu dans la chaine respiratditéV OD V\QWKqVH GH Of$73
SKRVSKRU\ODW LU GH$T$$\BOQ W KDVIHV G X pidsphapyfatichH G H
oxydative. /D &7( HVW DLQVL FRXSOpHpabHE CIHIVE UH WRBYE I

mitochordrial.

E. Régulation de la phosphorylation oxydative

La phosphorylation oxydative est un processus impliquant la chaine respiratoire qui est
composeée de quatre complexes protéiques dont trois pompes a protons (complexe I, I, IV) et
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GH O0f1%$73 V\Q WstitDevude fuatriem& pompe a protons, responsable de la synthése
G1$73 VRXV GpSHQ@GDQFKRGXKRU\ODWLRQ R[\GDWLYH HVW
FRXSODJH HQWUH OD &7 (Dfére¢e profopo8ice ) WK DV H

/ID SKRVSKRU\ODWVRQURPVGOMHL ¥ B HX[ QLYHDX|

x OWDX[ GH VIQWKqOH ®NIBXB GEHRWHVSLUDWLRQ

x OD UpJXOBWLRDFGWOGH OD.D/GCOIWEK O¥IH GT1$73

/IH WDXY\QWKgVH Gf1$73 HVW FRQWU{Op SDU XQ PpFDQLVP
FRQWU{OH UHINISLEDMRLEJBH OD SKRVSKRU\ODWLRQ R[\GDW
G1$73 HQ IRQFWLRODD@®R MRYPBHEQOH GRQVRPPp DXWUHPHQW
UHSLUDWLRQ &THVW OH UDWLR $73 2 RX 3 2 &H SDUDPQq\
SKRVSKRU\ODWLRQ R[\GDWLYH HVW LPSDFWpH SDU GHV F
SURWRQV GpFRXSOD/R—LU—I[S’\IlLL[QJ\UqJI'ﬁ!H RXp GDJ SOQJH EDLVYV
OYHIILFDFLWp GX SRPSDJH GHV SURWRWQ\S DG DPRHIRXSE B JE plaQ.\
.DGHQEDEFK

1. Le contrble respiratoire

/IH FRQWU{OH UHVSLUDWRLUH TXL SHUPHW GH FRQWU{OHU

plusieurs mécanismes. Historiquement, le contrdle respiratoire a été décrit par les travaux de

Lardy et Wellman, (1952¢t dgChance et Williams, (195Fur mitochondries isolée€es

WUDYDX[ RQW GpPRQWUp TXH OfDMRXW G{$'3 VWLPXOH C
FRQYHUVLRQ GH Of$'3 HQ $73/1PFWLOMINAE BHWHEDBTH VIQW
aumentée, lelp diminue ce quien conséquence VWLPXOH OYDFWleYiowMyp G X SRI

des trois complexes de la chairespiratoire et par conséquent la respiration mitochondriale

Nicholls et Ferguson, (2092 ,0 VIDJLW GX S U H éohtrblé r&sKimQircRIécitH G

Chance et Williams, (195ppéfinissent ainsi différents états respiratoi@spartir de

mitochondries isolées coupléeSRQW O f@avHOHW HW OfF

x LYpwDW F & uhlétdtr&pit@re stimulérpde fortes concentrations en ADP en
SUpVHQFH GIXQ RX SOXVLHXUV VXEVWUDWYV j GHV QLYHD

x ITpWDW FRUUHVSRQG j] XQ pWDW UHVSLUDWRLUH TXL V
O7$'3 D pWpm&VWHQ@ @YBRSDU 09%$73 VIQWKDVH

lestDLQVL SRVVLEOH GH GpWHUPLQHRCO §ui at@eéfinicdrdmeE R Q W U { C

le rapporteWUH OfpWDW HW OfpWDW

'f{DXWUH SDUW OHV QLYHDX[ GH VXEVWUDWY UHVSLUD

mitochondriale. Le NADH+ H' et le FADH cédent leurs protons et électraida chaine
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respiratoire. Leur synthese est donc essentielle pour le processus de respiration
mitochondriale. Dans des conditions expérimentales sur mitochondriggHs¢l O{DMRXW
glutamate, malate et dsuccinate participe a la synthése de ces cofactéare cycle de

Krebs Cela contribue astimule la respiration mitochondriale et donc la consommation
GYR[\JgQH

"fautres mécanismesedcontrble respiratoirgpeuvent également invenir tels quela

régulation allostérique de laytochrome c oxydas (complexe IV) SDU O fp@i7@n

phénomene indépendant dp), mais aussia régulationpar les hormones thyroidienneslau

phosphorylation du complexg3$¢acccet al, (200Q,|Bender et Kadenbach, (2QJGoqgliaet
al., (1999,|Arnold et Kadenbach, (19?)7

2. RégulationGH OTHIILFDFLWp icntox@ativE KRVSKRU\ODW

a. Découplage extrinseque

/IH GPFRXSODJH H[WULQVgTXH VIHIIHFWOHnévaXitnésduij OTDFW
augmentent la perméabilité des membranes mitochondriales aux cations et aux anions et
participent par conséquent a la diminution addrce protomotriceDans ce cas, une partie

des protons pompeés par les complexes retournent vers la matrice mitochondriale sans passer
SDU 0Of1%$73 VI\QWKDVAHIDFW WNISRRVIH OD FKDVQH UHVSLUD
conserver le gradient de protaogtsainsi ompenser leufuite. Cette derniére peut étre due a la
composition de la membrane interne mitochondrigleO V fiihdipalémentde lipides

membranairgsqui joue un rble dans une fuite naturelle des projétd) DHME D O | . Ce

type de fuite est qualifié deite basalelLa fuite de protons peut également étruite (fuite

induite)par OHV SURWPLQHV G pFIRXSGHOWD OQWHYHB8&IIDDUG|(HW &DC
] TXL FRPSRUWHQMW IR UFGHHQ BRWH WD FDSDFLWp GH WU
SURWRWQO YL BRWHRIHVW HQPRIXHWB@GBHEUQKWRQV SHXW
LQGXLWH SDU OH $WE® Q BORWW/DOH XU $'3

(QILE GPFRXSODJH H[WULQ YV gV XCH| BFHO B QA p@PUBRPH®D B OV
+LVWRULTXHPHRMWM) LO/H RISKpQRLAOW SDUWLH GHV SUHPLHUV
GpFRXSODQWVRXRPMLMOLMPNV /LSPPQ Qe carbonyl cyanide -3
chlorophenylhydrazone (CCCRompte parmi ds agents découplants artificidiss plus

utilisés de nos jourLette molécule estn agent lipidique faiblement acidea forme ionis@
possedeune charge négative délocalisée lui permettant de se diffuser dans un milieu non
polaire tel queOHVY PHPEUDQHYV PLWRFKRQGULD OiambraQairg,DeV VD QW

CCCP capteun proton, traverse lanembrane interne puisrelargue» ce proton das la
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matrice.Ainsi, cette molécule induit undissipation du gradient de protons et par conséquent

la chute dipotentiel membranaire mitochondridl (1) (voir paragraphe dédié p. Il en

résulte une augmentation de &spiration edlonc GH OD FRQVRPPDWLRQ GfRJ[\Jq
respiration maximaleest atteinteapres ajout du CCCP. De par son actien COCP est

gualifié de protonophor@erada, (199P (voir|Figure18 pag.

b. Découplage intrinséque

Le découplage intrinseQUERQWULEXH j OD E DL \WdémHpaGadesQfotbhsLeF D F L W p
implique les acteurs responsablée ce pompage de protoige découplage intrinsequest
qgualifié dephénomene d&patinage>. /H GpFRXSODJH LQWULQVQTXH QYLP:
protomotrice{Pietrobonret al, (1983).
Le découpmge intrinseque résulte X Quatiation des relations VW FKLRPmWULTXHV
VIHIIHkW\édk GX FRPSOH[H ,9 HW Qkhdenh&h@003)QWKDVH
x Au niveau du complexe IMe découplage intrinséquiiminuela VW ° F K L RiP/@.\\eU L H
SRPSDJH GH SURWRQV HVW DLQVL UpGXLW SRXU XQ QRPE
x $X QLYHDX GH O fk7decouplage indivskque augmen@D VW °FKLRPpWL
H'/ATP /D TXDQWLWp GE§SMBUVOFWKPpWILYWKDVH GLPLQXH S
équivalent de protonsirculant Ce mécanisme a été démontrévitro (Rigouletet al,
(1999).
/IHV GLIIpUHQWYV PpFDQHWRKXY BSHRIPHWWHQW j] OD PLWRFKTF
SURGXFWLRQ Gf%$73 HW GRQF GH VIDGDSWHU DX EHVRI
PpFDQLSPMHDWSRQVAFKROQWERXDOYDULDWLRGMVGHQEHBEPWLTXHV (
FHOOXOHV HXFDU\RWHVY'HRQ®W KHWp5GCHpRXDWRL VS PpHFED QLVP
GIDMXVWHPHQW GW RFB RQIGBIRLOVHH PHR/Q IVX B pRWIBW ¥D 8D VP A
GYIDGDSWDWLRQ j FRXUW WHUPH HW GHX[ PpFDQLVPHV GD
/IHV PpFDQLVPHV GIDGDSWDWLRQXQQ HO PRGE XWOHDWPHRXQL PGXO LF
HQJ\PDWLTXH P LIHAMRG RRQBIXIADON LRIU FERIQRWIKRB\ODWLRQ G
VRXWLWpV GHV FRPSOH[HV GH &BERCONDW U EKQFHL PR R LLLH
OYDFWEYLAWRHPGBH[HV

F. Le potentiel membranaire mitochondrial

1. Définition et role du potentiel membranaire mitochondrial

Le potentiel membranaire mitochondri@ll ) et le gradient de pH 0 S +sont les

composants de la force protomotrice. ie, HVW GRQF HVVHQWLHO j OfDFWLY
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HW OD SKRVSKRU\IDQWEZBQ7EMWHIRBY VRQ U{dH,jQud VIDUU!I
également un réle déterminant dans diverses fonctitd OOHYV TXH OH WUBIQVSRUW
la régulation mitochondriale

Il constitue une force motrice pour le transport de composés chdogscertains sont

essentiels. La présence du , dans les mitochondriesnplique que la membrane interne
mitochondria¢ a tendance a étre chargée négativement du c6té matrice et positivement du
F{Wp GH O Hné¢aldhairel QeVedhidxte favoriser@nsport interne de cations dans

OD PLWRFKRQGULH HW OH WUDQVSRUW «igttrbhgengiue»GID QLR

dépendant dul n tels que le calcium (G3 ou des ions ferreux (E8 [Zorovaet al, (2018,

Gunter et Pfeiffer, (19%0 Dong et al, (2009). La majorité des protéines mitochondrile

sont synthétisées dans le cytosol. le, HW OH 0S+ VRQW LPS@ibidkeV GDQV

protéinesau sein deglifférents compartiments de la mitochondfide(pert et Herrmann,

(2007). /H WUDQVSRUW GIYDFLGHYV acEs priudléiddas o HansferT XH O

(ARN;) dans la mitocbndrie est possible selon dewsies: une voie nécessitanhiqguement
GH OY%$73 HW XQH DXWUH Y RUdpréspricel YWl L, WTargsgdveb &, |OT1$73 +

(1993,(Schneider, (201)).

Tableau VIl : Les différents mécanismes de régulation du potentiel membranaire mitochondrial
(adapté o‘da(adenbach, (zoq;a
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Deux phénomenes impliquant dpsotéines mitochondriales peuvent jouer un réle dans la
formation et la régulation dd , :

x Les échanges électré@gques entre ADP et ATP par tensporteuATP/ADP qui ont un

role dans le maintien dd ,, (Chinopoulos, (201
x Le maintiendul , SDU OH IRQFWLRQQHPHQW |MAlkeH 2018) GH OY$73

Le O p, joue donc un rble essentiel dans de nombreux processus mitochondriaux dont

certains ont une influence sur la cellule entiere. Son estimation espdoredialeafin de

déterminer la sant& mitochondria¢ et méme a plus large échelle laanté&» cellulaire.

/IH SRWHQWLHO PHPEUDQDLUH PLWRFKRQGULDO HVW pJDOH
transition de perméabilité (PTRyoir paragraphe dédié p. Un 0 o élevé favorise la

fermeture de PTP mais en cas afgpolarisation, les probaO LWpV GTRXYHUWXUH G
élevées [Bernardi, (199P. Toutefois LO D pWp GpPRQWUp TXH OD FKXWH

essentiellea la formation du PTHHaworth et Hunter, (200 Il reste donc encore a

déterminer si le potentiel est une cause ou une conséquence de la formation du PTP.
Les différents mécanismes de régulation dteptiel membranaire mitochondrial sont décrits

dans I§TableauvIll pag

2. Evaluation du potentiel membranaire mitochondpil des sondes fluorescentes

De nombreuses sondes flué HQWHY RQW pWp GpYHORSSpHV GHSXLV
les fonctions mitochondriales telles que le potentiel membranaire mitochopdrig). De

nos jours, les sondes mitochondriales fluorescestms couramment utiliséesDeux
catégories de sord mitochondriales sont a considérégs sondes dites structurales et les

sondes dites fonctionnelles. Les sondes structuisdes sensibles a lacmasse> de la

mitochondrie par exemple (MitoTracker Green FlPuleston, (201 alors que les sondes

fonctionnellessontsensiblesaux fonctions eta l'intégrité mitochondrialesomme le potentiel
membranaire §I ).

Parmi ces sondes fonctionnelles, les sondes fluorescentes catipaiguement dit chargées
positivement sont naturellement attirées par le potentiel négatif gératréraversde la

membrane interne mitochondriale(O OHV V D F F HdnX#®rkbDivé nitbd@dndriale.

La membrane plasmique possede également un potentiel membr@iage Toutefois

celuici est beaucoup plus faible que celui des mitochondries (32,8 mV pduryleontre

161 mV pour le0 n QpJDWLI | D A WpdRIHXHWYV FDWLRQLTXHV VIDF
VI pT Xt @dabddup plus rapidement et fortement dans les mitochorjtheek ét al.,
(198Q). Par comparaisonH SRWHQWLHO GH OD PHPEUDQHSOIDVPLTXH
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IRLV O YDFF XP xan@ewdtiehiquédhXsQetytosol alors que le potentiel membranaire

PLWRFKRQGULDO SHWewov RELIND B JPH @ WRHXUO 6 BdnReaGsHa FH W\ S
matrice mitochondrialgY(ousif et al, (2009). Plus le potentieest QpJDWLI ] OfLQWpUL
mitochondries, plus la sonde cationiquE DPUJpH SRVLWLY HEtHQaNet VesdaF F X P X O

VHORQ OfpTXDVBLRG B4’ 1HUQVW
<

Avec:V : le potentiel membranaireR : la constante universelle des gaz parfaits (8,314 J

mol K™ : T:la température absolue en Kelyid : la valence des espéces ioniqués la

congante de Faraday 66.1¢ C.mol”) ; Ci et Gy: les concentrations despgxes ioniques a

OfLQWpPULHXU HW j OTH[WpULHXU GH OD FHOOXOH UHVSHF'

Trois familles de fluorochromesationiquessensibles aul , sont principalement étudiées

CottetRousselleet al,, (201]]}) :

x les RhodaminegRhodamine 123 (Rh123), tétrath@rhodamine éthyl ester (TMRE) et
tétraméthirhodamine méthyl ester (TMRM))

x OHV &DUERF\DQLQHNV&rachlordl, 1Y 9 zfétraéthyl-benzimidanl-
carbocyanine (J@/JG10))

x les Rosamines (MitoTracker (Green FM, Orar@e|XRo05s))

a. Un exemple dehodamines la Rhodamine 123

La|Rh123est une des plus ancienrilésﬂnsoret al, (1980),|JEmauset al, (1989) et la plus

utilisée des sondes cationiques pour évalu€i lg de mitochondries isolée€es propriétés

spectrales sont les suivantesORQJXHXU GTRQGH G T4O0FimAeDlgvigue® PD[LP
GIRQGH GYfpPLVYLERE@MPLA[do0Rd2 @eut étre a la fois utilisée sur cellules
entiéres|Johnsoret al, (198Q) ou sur mitochondries isolé¢&rfauset al, (198§). Dans le

FDV GIXQH XWLOLVDWLRQ a/Rh23FfaivpRrtekdesGrdesHiMi gever® p H V
étre utilis&s selon deux modesun mode oula fluorescence de la sondet eéteinte

(«quenching mode) et un mode ola fluorescence est présentaupquenching mode).

x «Quenching mode :
A concentration élevée (50 nMA00 nM a plusieurs micromolaires), la sonde va
VI DFFXP X O Hdtricé miahodbal® pour former des agrégats provoquant ainsi une
extinction de la fluorescence et donc une baisse du signal. Une dépolarisation de ces
mitochondries par un agent découplant (tel que le Carbonylcyanure m
chlorophénylhydrazone (CCCP)) pamue un relargage de la sonde et par conséquent une

augmentation du signal de fluorescence.
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x «Unqgquenching mode :
Pour des concentrations en Rh123 trés faibsmprises entre 0,5 80 nM, le
«quenching> n ®st pas possible. Dans ces conditiors, les mitochondries polarisées

contienrent plus de sondes Rh123 et ont par conséquent une intensité de fluorescence plus

importante que des mitochondries dépolarigBesryet al, (20179).

Il est a noter quesur cellules entierescette sonde présente les inconvétse® frWUH QRQ
VSpFLILTXH HQ LQWHUDJLVVDQW DYHF OH UpWCHEOXP HQC

Rousselleet al, (201]11). 3RXU OfYpWxdé rit@ghondries isolées, les interasiaon

VSpFLILTXHV DYH GHidikpudsibly BUQMQLWHNIILFDFLWp GH OD !

le 0 ,,de mitochondries isolées a été e évidencgdBarksdaleet al, (2010Q,|Emauset

al., (1989).

Toutefois, si la Rh123 est utilisée farte concentration (>20 pg.n), les fonctions
MWRFKRQGULDOHY VRQW SHUWXUEpPHV DY HATP $yRiBeEtFRQV T
O L QK Llded réattier@ de transfert des électrofidodicaNapolitano et al, (1984,

ModicaNapolitano et Aprille, (198.

b. Un exemple deazbocyanines le JC-10

La sonde JE10 est un dérivé des song@lgS 1|et JG9 qui se distingue de ces derniéres par

une meilleure solubilité en milieu aqueux. Toutefois, les caractéristiques de la sonde restent
inchangées. En effet, la sonde ICest une sonde ratiométrique dad propriétés spectrales

varient suivant son étatagrégé ou non agrégé. Sous forme non agrég@nomérique)le
JC10possédeine ORQ J X H X UYE RINGMHWGE R Q51 DrfleRm2@OHR GHXH XU G TR Q(
GIpPLVVLRQ PIR29nmDSouketteHormeune fluorescence verte est donc émise.

Ainsi en conditios expérimentale OD IOXRUHVFHQFH HVW PDMRIEWDLUH
est faible. Lorsque des mitochondries sont polarisées et donc énergisées, la sdfide JC
VIDFFXPXOH GDQV OD PDWULFH PLWRFK-RyQregdted).Qes SXLV
propriétés spectratede la sonde sont ainsi modifités ORQJXHXU GfpPLVVLRQ P
apres excitation de la sonddevient observable a 590 nm et non p&u$29 nm.La
fluorescence a 590 nm est rouge. Il y a donc deux couleurs de fluorescence en fonction de la

valeur dul , Cette caractéristiqgue permet de qualifier lelliCde sonde qualitatiy€bttet

Rousselleet al, (2017).

La sonde JE10 est donc une sonde/bride qui permet de distinguer une populatida
PLWRFKRQG UL H,VGjT X&trE@pOD WL R Q j,. KUD Xallo fougel/vert est
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classiqguement calculé pour évaluer le tauxndschondries polarisées. Le <10 présente
WRXWHIRLY OHV LQFRQY pQL hNgwi¢ eGWad/ 2600W UqV SKRWRVHQ

c. Un exemple deosamins : le CMXRos

Le |Red CMXRog$est une sonde appartenant au groupe des MitoTrackers. Ces sondes
DSSDUWLHQQHQW j OD IDPLOOH GHV URVDPLQHV HW RQV
mitochondrie apres une fixation au formaldéhyde. Cette rétention est possible car les

MitoTrackers possédentn groupement chlorméthyle réactif qui permet de former des

liaisons covalentes avec les thiols présents sur les protéines et les pepiétgsant> ainsi

la sonde dans la mitochondt?@ottetRousselIeet al, (2011). Les propriétés spectrales du

Red CMXRos sont les suivantes ORQJXHXU GITRQGH GIHgLWRWLRQ P
ORQJXHXU GITRQGH G YpMIhhmViiaRwpreRdentePamideHest rouge. La valeur
GHténsité de la fluorescence émise est dépendante de la valéur,d8i les mitochondries

sont polariseesDORUYV OfLQWHQVLWpP GH IOXRUHVFHQFH HVW pOH
qualifiée de quantitativd.e RedCMXROS a été notamment utilisé pour mettre en évidence
lachutedud , GDQV OH SURFIH \PVOKéValG(ﬂSED?)R SWRYV

/TXWLOLYVDWHLRWYH BEGohd€s Hludfdddentesatoniques spécifiques dul
VIDYamsiHD SSUR S UL p Hleg fanfitphegxitGaHondrials dans différents contextes

commelesfonctions et l'intégrité mitochondrialg®st mortem

G. Les transporteurs mitochondriaux

1. Le transporteur ADP/ATP

Le transportar ADP/ATP, également dénommé translocateur de nucléotides a adéntne

une protéine localisée dans la membrane interne mitochondtiaéprésente la protéine la

plus abondante de la membrane intgfigyrel19 ci-dessouF

Figure 19: Le transporteur ADP/ATP.
En condition de stresslelqQuI X QRIUWH FRQFHQWUDWLRQ GYLRQV FDOFLXP GDQV O
diminution des nucléotides ADP/ATP, latrsporteur ADP/ATP change de conformaggbperd sa spécificité
G 1 D|®¥/eidevhanret al, (197Q)
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,O HVW LPSOLTXp GDQV OfpFKDQJH UpYHUVLEOH GT$73 SUR
071$'3 JpQpUp VXLWH j GHV UpDFWLRQV FAWedemMaamilaUHY FRQ)
(197G). ,0 VIDJLW GTXQ WUDQVSRUWHXU pOHF&EREDQLTXH G
SRVVLEOH JUKFH DX JUDGLHQW GH SURWRQV TXL VIHIIHFW;
/IRUVTXH GHV FRQGLWLRQV SDWKRORJLTXHV VRQW SUpVHC

déplétion en nucléotides et/ou une concentration élevéaldarn dans les mitochondries, le

transporteur ADP/ATP change de conformation et devient un pore non spécifique. Tout
comme lors de conditions pathologiques, lors de la condgast mortemune éventuelle

altération du transporteur ADP/ATP pourrait &mnstatée suite a la baisse de la teneur en
QXFOpPRWLGHYV HW j OTDXJPHQWDWLRQ GH OD WHQHXU HQ F
La moléculeCarboxyactractylosideJAT) est dérivée dplantes. Le CAT est un inhibiteur du
transporteur ADP/ATHLuciani et al, (1977, |PebayPeyroulaet al, (2003). Il blogue le
transporteur en positiomuverte du c6té cytoplasmiqud. induit un changement de
FRQIRUPDWLRQ GX WUDQVSRUWHXU LQFDSDEOH GH IL[HU
molécule isolée de soucheéBseudomonasest également un inhibiteur spécifique du
transporteur ADP/ATRScheffler, (200)).

2. Les transporteurs calciques

La mitochondrie et le réticulum endoplasmique sont des organites connus pour leur role
LPSRUWDQW GDQV OﬂKRPpRV\l{W@r&éBth 8. X(APP)Olotsyue 1EsHO O X O L

concentrations cytosoliqgues de calcium augmentent,-cekst rapidement intégré par les

mitochondres. Ces derniérgsuentainsi un role tampm?[Xuchen, (200p en régulant les

signhaux calciques en interagissant avec le réticulum endoplasiiqzetop et al, (2009).

Le transport du calciundans les mitochondries/ § H | | HHBMUXsH canauixansporteurs

dépendant dul , (Figure20 ci-dessouF

Figure 20: Voies de transport des ions®dans des mitochondries énergisées
Le canal uniporteur (mCU) et le rapid uptake m@el UPHWWHQW OJHQWUpH GX FDOFLXP GD(
influence du potentiel membranaire mitochondrial. Les transporteurs NCE et NICE permettent la sortie du

FDOFLXP |Bdtmatii)(G39¥

80



&KH] OHV YHUWpEUpV OTXQ GHV DFWHXUV PDMHXUV GH Ofl
canal & C& uniporteur (mCU) qui dépend du potentiel membanaire mitochondrial. Un autre
PpFDQLVPH GTHQWUpPH WRBdntatE deotit Elﬁnaraqnxepalp(lggf ‘e

« Rapid Uptake Mode abrégé ®aM». La sortie des ions calciques des mitochondries est
quant & elle assurée par le canal NCE'(G&" H[FKDQJHU HQ pFKDQJH' GH OfH(
Crompton, (199p RX SDU OH FDQDO 1,&( TXL QH QpMEVVLWH
Independent/Cd H[FKDQJHU (Q FRQGLWLRQV SDWKRORJLTXHV
dans le sens inversee cakium est reconnu comme un régulateur de la respiration (régulation

GH OTR[\GDWLRQH&sford wtXaengwy @m]))/vev comme un intermédiaire du
métabolisme mitochondria'ZOrova et al, (2019). Par exemple, une stimulation de la
SURGXFWLRQ GT1$73 SHXWHPHON DPWMVMHPH WIS XIPHQWDYV
PLWRFKRQGULDO /fLQW P tabsNd mRiQchBridrid- & Gafit [d¥rfe engartie

sous régulationdwi , &H PpFDQLVPH HVW DXMRXU GMHixalet lHFR Q Q X
(2019, [Gunter et Pfeiffer, (19&?0 Dong et al, (2009). /Y KRPpRVWDVLH FDOFLTXF
mitochondries a été tres étudiée dans le cas de Iésions cellulaires dans trois types:de tissus

rein, le foie etle F ° X|Dong et al, (2009). Dans le contexde OfLVFKpPLH UHSHUIXV
exemple OTKRPpRVWDVLH GX FDOFLXP HVW SHUWXUEpH DERXYV

cellulaires incluant les mitochondries. Une forte accumulation de caldans les

mitochondries ménea une chute dul , et a une perméabilisation des membranes
mitochondriales par la formation de pores de transition de perméatiRdR) (voir
paragraph¢ci-dessoup &HV pYgQHPHQWY DERXWLVVHQW |j OfDOWpL
OLEpUDWLRQ GH IDFWHXUV LQGXLVDQW s@ost m&tdiide FHO O X C
FRQWH[WH VIDSSDUHQWH DX[ FR @nf ntvs poQonsCslifmt fkep PLH 3|
les mécanismes retrowélans un tissgpost mortemsont équivalents a ceux retrowén
FRQGLWLRQ GYLVFKpPLH

3. Les pores de transition de perméabilité mitochondriale (MPTP)

Le pore de transition de permeéabilité (mPTP) estlis¢ au niveau des membranes

mitochondriales|¥lorganti et al., (2019). Il constitue un méga canal non spécifique dont
OfRXYHUWXUH HVW UHVSRQVDEOH GH OD SHUPpPDELOLWpP G
sa composition exactes sont encore mal définies aMfo® fREMHW GH GpEDWYVYV 7RX’
modeles ont été proposés. Les nombreuses recherches menées sur le mPTP ont permis
GYDPpOLRUHU OD FRQQifbh.\L¥ D@Eléprésantdtidure?R a éte

proposé paMorgantiet al, (2019.
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Figure 21 : Organisation et structure hypothétique du pore de transition de perméabilité mitochondriale
G 1 D[Blargavitiet al., (201&1).

'fDSUQV OH PRGQqO}

Mty SRaVaK (20119 TTX iHPTPekt composé de plusieurs

protéines juxtaposées entre la membrane interne et la membrane externe de la mitachondrie

x le «voltagedependent anion channel une porine qui assure le transport de solutés a

travas la membrane externe mitochondgial
x le transporteur ADP/ATP

x la cyclophiline D (CyPD) principalement localeséans la matrice mitochondriale joue un
réle de «gardien», de modulated GDQV O R XY H [WNakagawetGX (G, 3

De Marchiet al, (2009)

x le transporteur de phosphate inorganique Pi©@gphate carrier)

x la SPG7: une protéine de la membrane intepwssédantune actité métalloprotéase

Shanmughapriyat al, (2019).

x les kinase€KMT (créatine kinase mitochondrig)l et HK (histidine kinase)

x la protéine«translocatrice> (translocator protein (TSPO)) localisée dans la membrane

externe

x la sousunité ¢ du domaineFGH OY$73

M GIAEKaD YAHit al, (2019).

Ce modéle est toutefois fortement contestables étedes génétiques ont en effet exclu
O T L P S Odu~r{¥yaltdgRd@pendent anion channelet du transporteur ADP/ATRlansla

formation du mPTP

Bernardi et Lippe, (201

8 A ce jour, la plus récentbypothése

concernant la nature du mPTP esKXfiLO VH IR unPdHange&mgmt\te conformation

calciumdépendantGH Of$73

BeDnArdd B Vippe, (2018 / 1 $ 7 8ynthase serait ainsi

le seul elément du mPTP régulé par différentes protéimedébat reste ouvert sla fagon
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dont 01$73 VIQWKDVH SHXW WUDQVRWWHUG B WHXcHheGIE WQ RQJ E
FDQDO GLVYVLREADGGH afsia @éttdellulédre |Bernardiet al, (2013.

La formationdu mPTP et son action ont surtout été décrites dans le cas des lésions dues a
OYLVFKpPLH UHSHUIXVLRQ OH FDQFHU RX HQFRItéldeOHYV PD
P373 SHUPHW OD OLEpUDWLRQ GDQV OH F\WRVRO GH PROPpF
kDa [Di Lisa et Bermardi, (2009) telles que le cytochrome c et des facteurs ou des protéines
LQGXLVDQW OD PRUW FHOOXODLUH /& eoxMédh\eveherier X 373
central dans les mécanismes de mort cellulaire et comme un point -detmanMarchetti,
(1999). /I MTRXYHUWXUH GX P 37 3 stihwl p& Uun@ &cciBriblatidrPebda@saive de
FDOFLXP GDQV OHV PLWRFKRQGULHY OHV HVSqgFHV UpDF
LQRUJDQLTXH RX HQFRUH OYDOFDQLVDWLRQ LQWUDFHOOX
précédemment, lél ., joue un rdle dans la formation du mPTP. Il reste encore a déterminer
silachute dul y HVW XQH FDXVH GH P§uRalis né\toddeédliete de Bette
ouverture. Dans un contexpest mortemnous pouvons supposguela formation de mPTP
pourrDLW V{pWDE O L wagarulchtenulmixréthendridl H O D

H. Mitochondries et mort cellulaire

1. ,PSOLFDWLRQ GHV PLIMBREKRQGULHY GDQV O1fD

IfTDSRSWRVH FRUUHV SR QGe ph¥r@rere R Bt&\dépiid|© ptednig te Bdis
panKerr et al, (1973. Il a faitdepusOTREMHW GH Q R8rEdn ldtHeeI0IHY. D X [
'"HX[ YRLHV SRVVLEOHV:H%lq@idHiQIMdséquﬁ'ﬁeﬂﬁ\R)iSmkRihsét{lﬁégure

La voie extrinsequeest indépendante des mitochondries. Cette Vait intervenir les

récepteurs de mort situés a la surface de la cellule ainsi que des caspases initiatrices. Ces
dernieres une fois clivées, activent des caspases effectrices menant a la fois a une
IUDJPHQWDWLRQ GH Of%$'1l XQH FROQ®@HQXYBEoWMheReDt deHa OD Fk

membrane plasmiqdlé:()uzinetet al, (2009).

La voie intrinséque(dépendante des mitochondries) est déclenchée suite a divers stress
GRPPDJH j OY%$'1l K\SR[LH LQIHFWLRQ YLUDOH GLPLQXWLI
oxydant, altération du réticulum endoplasmique. Ces stres$Wwobh QG XLUH OfDFWLYD'

protéine p53 par phosphorylation ou activer directement des factewapguintiques.
INDFFXPXODWLRQ GH S RX OHV GLYHUV VWUHVV FLWpV

codant pour des protéines tke famille Bct2. Cete fanille contient des protéines pro
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apoptotiques (BAD, Bak, Bax, Bid, Bim et Boku anttapoptotiques (Be2, BckxL, Bcl-w
entre autres)Desagher et Martinou, (ZOD(PBruneIIe et Letai, (2009 |Estaajier et al,

(2019).

Figure 22: 9RLHVY GH VLIQDOLVDWLRQ GH Of{DSRSWRVH HW GH
{Cabonet al, (2013)

Les protéines prapoptotiques vont ainsi perturdesfonctions et l'intégrité mitochondriales

Comme cité précédemment, la mitochondrie posséde deux membranes plus ou moins
perméable suivant la taille des molécules. La perméabilisation de la membrane
mitochondris¢ H{TWHUQH 0203 HVW XQH pWDSH HVVHQWLHOOH
eucaryotes supérieunddit et Green, (2093 Les pra€ines de la famille B2 a «BH3
seulemenp telles que Bid vont interagir avec Bax causant une oligomérisation de Bax
Gavathiotiset al, (2009). Ces protéines a 8H3 seulemend participent également a

O 71 K Rlim&isation de Bax et Bad apres leur activat|@e\sonet al, (200§,|Dewson ef
Kluck, (2014 /1 R O LishBbR k) Bax et Bak est essentielle pour la MOMP car les
mutants qui ne peuvertV { R O L J RBpnt/ibattifdGeorgeet al, (20079) Les oligomeres
GH %D[ HW RX OHV RinErdRBag/Bad Voitk fiaftiRipPeRagarméabilisation de

la membrane mitochondriale exter’ld@MP) selon un mécanisme encore mal connu. Deux

hypotheses sont avancgdsif et Vallette, (2000
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x soenW OHV ROLJRPqQUHV SURYRTXHQW G LtchRsRoVeH&H QW O
perméabilitéentrahant une rupture partielle de la membrane externe mitochondriale et par
conséquent la libération de facteurs induisant la mort cellulaire

x soiert les oligoméres interagissent avec la @iree VDAC pour former un mégacanal»

(dont la composition estécritgFigure23 pag ,O HQ UpVXOWHDpofeRIXYHUW X
transition de perméabilité mitochondrigl@PTB et la perméabilisation de la membrane
externelAdachiet al, (2009)

La perméaliisation des membranes mitochondriadé®utita la libération dans le cytosol de
nombreuses protéines mitochondriales telles:daecytochrone ¢, Smac/DIABLO et Omi

(HtrA2) et GHV IDFWHXUV LQGXLVDQW OYDSRSWRVH )s& /D SU
activating factor 1), en se liant avec le cytochromsubjtdes changements conformationnels

HQ VIROLJRPpULYV D @\expti@amuAd 8omaie gt ¥ HHRW XWHPHQW GYDFW
FDVSDVHV &$5"' &H GRPDLQH SHU P-dadpaged fofridht &In3iF WL R Q
O 1D SR S W RIR®a! EctiVaek caspases effectrices 3/6/7. Les protéines mitochondriales

Smac et Omisont preapoptotiques en inhibant la protéine XIARX-linked inhibitor of

apoptosis protein) qui inhibea son tourO I D F Wd.caspasps. @idsi, la voie intrinséque et

la voie extrinseque menent toutes les deux a la mort cellulaire et se rejoignent dans les
FHOOXOHV GH W\SH SDU O L QBM34seutem@ribDEnUgdraleld Ma S UR W p
0203 YD LQG X leldedsaluisHeswiueples K Mg** et C&" HW GH OYHDX PHQD

gonflement des mitochondseet a la rupture de la membrane externe amplifiant &mnsi

relargage des molécules papoptotiques citées préecédemmgfrioemeret al, (1999,|Ly et

al., (2003).

Le potentiel membranaire mitochondridl (.,) décrit précédemment joue également un role
important dans les mécanismes de mort cellulaire. Toutefois, il reste a élucider si la perte du
Om HVYW XQ pYqQQHPHQW LQLWEQ)\M@M&&CGS&WM@SRSMERVH RX >

les deux scenarii sont possibles impliquaes$ systemes apoptotiques avec une perte précoce

A

ou tardive dul . Ainsi, selon ces auteyran faible G ,, ne peut suffire grédisposr la
FHOOXOH j OTDSRSWRVH '8 JarXies agebs Gdcouipglaidlp fué RQ G X
Carbonylcyanure PIFKORURSKpQ\OK\GUD]RQH pBetngeadbili@iioh@&IXLW SD°
membrane mitochondriale exterrd@MP) HW SDV G D S PastéiheeHal Y1089, G H

Finucaneet al, (1999).
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Figure 23: Les deux 2 hypotheses de la perméabiDWLRQ GHV PHPEUDQHY PLWRFKRQGULL
protéines preapoptotiquesle la famille Bci2
x (A) DX FRXUV GHV PpFDQLVPHV GIDSRSWRVH O#&poftttigie/ BaxQlel laSDUW L HC
famille Bck2 FKDQJH GH FRQIRUP D Wd.Re@bkahés vhifdzi@RddatesG D Q V
x (B) 1° hypothése les molécules prapoptotiques Bax/Bad provoquent une lyse partielle de la membrane
externe mitochondriale permettant une libématides facteurs induisant la mort cédite tels que le
cytochrome c.
x (C) 2°™ hypothése les molécules prapoptotiques Bax/Baihteragissent avec VDAC pour former le pore
de transition de perméabilité (mPTP). Ce mégaal provoque la libération de facteunduisant la mort
cellulaire

G 1 D[3uin@iNVallette, (2000

Ceci dPRQWUH TXTXQ FRKDQQHP@XWVEXSDYV QpFHVVDLUHPHQ)\
données laissent supposer que la chutdidd HVW XQH FRQVpTXHQFH GH OfDS
SHXW rWUH HQVXLWH XQH DPSOLILFDWLRQ GX PpFDQLVPH C

2. Implication des mitochondriegans & nécrose

La nécrose estin phénomene de mort cellulaire qui fut décrit initialement comme un

evenement pro inflammatoire non régulée déclenché suite a un traumatisme c¢figanes
page. Elle est caractérisépar un gonflement de la cellule ée ses organites
aboutissant a une rupture des membranes cellulaires et a une libération de facteurs induisant la

réponse pranflammatoire|Kroemeret al, (1999). De nos jours, il est admis que la nécrose

est un phénomene régulé impliquant les nhitydries et présentant des analogies avec
OYDSRSWRVH 2Q SDUOH DLQVL GH |QgbbrdgtRal KPOWFH.JTO@pH R X C
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FRPPH SRXU OYDSRSWRVH GHire VYokeLirtnhséqireQetvund Rdé/ LEO H
extrinseque impliquant la mitochondfigigure22 pag.

La voie extrinseque est déclench&DU OfHQJDJHPHQW GHV UplkedSWHXU)
(TRAIL-R, TNFR, FASR, TLR3) qui active les kinases RIP1 et RIP3 formant le nécrosome

Holler et al, (200Q). Ce complexe engendre ainsi diverses perturbations intracellulaires

telles que O TpOp YdphdeR GachHs defR[\Jq@RDO), du calcium et des
perturbations mitochondriales.

/ID YRLH LQWULQVQTXH LQGXLWH ORUV GH OD QpFURVH Up
OfHQ]\PH GH UpSDUD W-1R0hréiddreO.$200 $58MK\SHU DFWLYDWL
PARR DERXWLW j OfDFWLY DiwhL.déggndahsy/ aFDID SDR QGXWERQ GH
intracellulaire et a la perméabilisation mitochondr{gledres et Hergenrother, (2QRn7

Dans les deux voies impliéesau cours dela nécroptose, la mitochondrie subit une
perméabilisation de ses membraabsutissant a une libération de facteurs induisant la mort
cellulaire.

/HV YRLHVY GH VLIJQDOLVDWLRQ GH OYDSRSWRVH HW GH OO

commun le role central de la mitochondrie dans la mort cellulaire.

3. Evolutioncellulaireen conditiols post mortem

a. Processus mis en jgaost mortem

Les mécanismes de macellulaire qui interviennent dans les conditigpest mortemsont

encore mal connust peu étudiés 6 TPLIQWGIYDSRSWRVH GH QpFURVH GHYV
mécanisme de mort cellulaispécifique aux conditionsost morten? / T DXWRSKDJLH FRQV
pJDOHPHQW XQ WURLVLgPH W\SH GH PRUW FHOOXODLUH

rapprté dans le muscleost mortem

Chez le rat Watar|Tomitaet al, (2004)jont démontré quées changements ultstructuraux

post mortenobservés dans les organets que lepancréas|e foie, OH F° X Umiskle O H
squelettique (conservation 24 h a 23°C) rapprochent de la nécrose (disparition des
RUJDQHOOHV HW pJDOHPHQW GH OYDSRBtwWdsserhenFde@G HQV D
FHOOXOH /ITpWXGH P Hed/ cdvdc@ristiquesQep Mduc méganismes de mort

cellulaire: apoptose et nécse Une autre étude également menée chez le rat Wistar a

démontré la mort cellulaire par apoptose dans le myssde morten{Becila et al, (201Q).

Dans cette étude, les carcassesatlent été conservées durant 3 jours a 4°€s auteursnt
PLV HQ pYLGHQFH WURLV SKpQRPqQQHVORBUWHRW® D DV WD WXH
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phosphatiddVp UL QH OH UpWUpFLVVHPHQW FHOOXODLUH HW
changements observés étaient similaires entre muscle blanc et muscle rouge.

&KH] OH PRGgqOH ERYLQ OfYLPSOLFDWLRQ GH OfYP&RSWRVH
mortema également été mise en éviderrldae(nqet al, (2019). DansGX PXVFOH GH E°X
stocké a 4°C durant 72gost mortemHuanget al, (2019 ont démontré OYDFWLYDWLRQ
caspase 3, le relargage du cytochrome c de IRRIKRQGULH XQH DXJPHQWDWLR
GH %D[ HW XQH GLPLQXWLRQ GH GHpek23 (sp2Z} CesQlotkesOD SUR
RQW GpPRQWUp TXH OHV FRQGLWLRQV GYLVFKpPLH LQGXL
GYDSRSWRVH Gp&mipchbn@ri?ldleGH OD YRL

'I{DXWUH SDUW GHVY pWXGHV RQW FRUUpfopt datdém FDUDF
(dégraddVLR Q GH O & 'des dadpséesy3/7/9) avec des parametres de qualité de la
viande de canard et de porc tels qleetendreté, la capacit6€ H UpWHQWLRQ GYHDX H
de la viandg4hanget al., (2013,[Caocetal., (2019,[Kempet al, (2009).

Chez le modelélumain une surexpressioGH JgQHYV OLpV j OIDSRSWRVH HVW
échantillons de quadriceps durant 16 h a 4okt mortem Toutefois, cette surexpression

QIYLPSOLTXH SDV GHV PDUTXHXUV F Qeptosépbsth§rizRBrseVR VH VX
G X P p F D Qapapbsiplttydjologiqueobservé « durant la vie|S&noudotet al, (2004).
Chez lethon (Thunnus orientalls des changements structuraux au niveau des noyaux des

cellules musculaires de filets ont été décsts premier jour de conservation a 4°C (JO)
membrane acléaire gonflée, chromatine condensée avec un aspect irré@ésedommages
VWUXFWXUDX[ QXFOpDLUHV VR Q WesGHiteut3Ncbr@lMentSo0eXdés D F F H ¢

changemenigjui affectent le noyawsont caractéristiques de la nécrgReyet al, (2013).

$X YX GH OTHQVHPEOH GHV GRQQpHW HIXBEO IORDSIRSKN.H X H V
mécanisme le plus décrit et mis en évidence dans les conduastsmortemdurant les

SUHPLHUV MRXUV GH FRQVHUYDI& iéReQissetfidnt-oMiulxiteMép GHV F|
GRPPDJHV GH Of9Y%$'1 VRQW OH\ueS Uris@s- &rS Bvdéhve poDrlUI® FW p U

démontrer.

LYDSRSWRVH Bbug Ve @ad cBllulRife Herouvéajoritairementdans de nombreux
PRGgOHYVY GTpWXGH &H WUDYDLO GH dahk ¥ filety leD@@iS¥m. H V X U
post mortendurant les premierurs de conservation a basse températeméeré 0 et 4°C).
Ainsi, dX IDLW GH VRQ U{OH FHQWUDO GDQV OYDSRSWRVH O
mécanismes de mort cellulapest mortem 7RXWHIRLV OfYRUGUH GH FHV pYq(qc(
mal élucidé /TLVFKpPLH pWD E O L HosGmdgameuHirhilkeH|® &tdchidide c
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oxydase dans lahaine de transport des électro63 ). Ceci mene a une chute du , qui
HQJHQGUH XQH DFWLYDWLRQ GH %D[ HW -apoptdtiquée§ D W LY D W
ensuite permettre la formation gore de transition de perméabilité mitochondr{ad® TP et

donc rendre les membranes mitochondriales perméables. Le cytecbhnmainsi étre libéré

GDQV OH F\WRSODVPH HW LQGXLUH OYDSRSWRWEleH) DFWL)

Chandel, (200p.

Un autre scénario hypothétique posSiti HVW TXH O 1 pasFrropténipidvgnié kO L H
GLPLQXWLRQ GX WDX[ GT1$73 GDQV OHV FHOOXOHV ,0 HQ
pompes calciqgues de la membrane plasmique et par conséquent une perturbation de
OTKRPpRVWDVLH deli@.Fe mixedu GelrgdvunOdptosolique va ainsi augmenter.
le 0 m HYW SUpVHUYp FDU 0O7%$73 VIQWKDVH IRQFWLRQQH |j
JUDGLHQW GH SURWRQV J/H FDOFLXP HQ H[FgV GDQV OH
mitochondries par le canal uniporteur mCU régulé patile, SUpVHUYp /ITDFFXPXOD!
calcium dans les mitochondries va engendrer lapddd W IspeQesGéfttives d§R[\JgQH

(52 HW O YR X YydidJ g Xrbnditio® Xle perméabilité mitochondriélePTP. La

perméabilité des membranes mitochondriales va aboutir a la libération de daitenrort

cellulaires dans le cytos@bbonget al, (2009).

b. Fonctionnalité et strutire mitochondriales post mortem

'IfXQ SRLQW GH YXH PpGLFDO OD PRUW HVW GplLQLH FR
UHVSLUDWLRQ GH OD FLUFXODWLRQ HW GHV IRQFWLRQV
aboutit & une rapide consommation paista GLVSDULWLRQ GH OfYR[\JgQH HW
O 1 L ¢@atow BuxXmétabolisme anaérdhi GDQV OHV WLVVXV GH OfRUJDQLYV
nutriments ne sont plus apportés et lesa@tVPHYVY GpSHQGDQW GfpQHUJL
changements irréversibles vont alovsTHITHFW XHU GDQV OHV FHOOXOHV ,0
FRUUHVSRQG | XQH GHVWUXFWLRQ GHV WLVWXE, VRXV

K\GURO\WLTXHV HW GIDXWUHV PpFDQLVPHV [HOGOXCENWYV VXLV

al., (2017 /ID YLWHVVH GI{DXWRO\VH HVW LQIOKkQpeptur&s DU GLI

et OTKXPI|Hadtie et al, (2019). Des études microscopiques ont démontré que
OfpYROXWLRQ VWUXFWXUDé#&itH R@WPHWWFGRGEWHHBWR@FDG

Ahonen, (197§. Apres 20 jourpost mortemces auteurs ont démontré des mitochondries

GH F°XU GH UDW FRQV Hidnty sri¢tumei@meénintéggées DaRSVI®E autres
organes comme le foie, lein et lepancréasles mitcwhondries de rat sont fortement altérées
a 24 heurepost mortemGDQV OH FDV GIXQROKRQVHUYDWLRQ |j
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Les premiers articles axés sles fonctions et l'intégrité mitochondrialegost mortem
exposent des études réalisées chez des modeles de typédnbmain et murin.
Cheah et Cheah furent les premigngartir del971{Cheah et Cheah, (19}7,Ilheah et Chealp

(19749) a étudierpost mortemOfLQWpJULWp HW OD IRQFWshIREQQD OLWp

muscle squelettique /HXU pWXGH D pWp PHQpH GDQV Qdés PXVFO
PLWRFKRQGULHY RQW pWp H[WUDLWH fadq &nQpoBthyéfeOH FRQ'
durant : (5; 24; 70; 96; 120 et 144 heures/fLQWpJULWp VWUXFWXUDOH GH
conservégost mortenentre 05 et 96 heurepost mortemA partir de120 heures, seulement

une faible population de mitochondries présente un aspect gonflé et une petite altération
structurale. Le temps critique de conservation du muscle est estimé a 96 heures (soit 4 jours

ou J4). Audela de cette durée de conservaties,garaméetres ADP/O, RCI et la respiration a
OfpWDW GLPLOQXHQW VLIJQLILFDWLYHPHQW $SUqV MR XU
cytochrome cest observépar rapport a JO. Le complexié de lachainerespiratoire est le

moins perturbé des complexde la chime respiratoirgpost mortemll est plus stable quede

complexa | et ll. Une autre étude a été menée sur des mitochondries isolées de muscle

cardiaque bovin stockésous vide a 4°C durant 2 heured6 heures et 60 joufFanget al,

(2005 ,O HVW PHQWLRQQpP TXH OfLQWpJIJULWp VWUXFWXUDOF

post mortemA 96 heures de conservation, la majorité des mitochondries isoléggq) et
dans le tissuirf situ) présentain aspect gonflé. Etant donné les dommages structuraux a partir
GH KHXUHY OfLQWpPpJULWp IRQFWLRQQHOOH GHV PLWR
toutefois étre élimine (Q HIIHW OH WDX[ GH FRQVRPPDWLRQ GYRJ\.
plus faible (par naport a 2 heurepost mortey mais toujours présent. Il y a donc une
FDSDFLWp GHV PLWRFKRQGULHV | FR pogtRdert! 6G jdur® TR[\JqQ
post morterjn en dépit des dommages morphologiques. La plupart des enzymes y compris
celles de la chiae de transport des électrons sont encore actives apres trois semaines. Les
études diCheah et Cheah, (19]l7Et Tanget al, (2009 GpPRQWUHQW pJDOHPHQW
GX S+ 'HV FRQGLWLRQV GTR[\JUD $K inHuir@yY HrF tadXxQdeS+ IDL
FRQVRPPDWLRQ GH OYR[\JgQH GHV PLWRFKRQGULHVY RX GX
un pH se situargntre 7 et 'H FH IDLW OfYfpYROXWLRQ GX S+ GDQV O
U{OH GpWHUPLQDQW GDQV OYDFWLYLW pinHEherstrKaLualiieXH GHV
du produit.Lesfonctions et l'intégrité mitochondrial@®st moremont également été suise
chez les modeles murin et huma1iBa(ksdaIeet al, (201(¢ I TDFWLYLWp pQHUJpV
mitochondries isolées de cerveaux humains et murins a été épaktéaortenfconservation

f& j WUDYHUV O 1 pWKenbrateXavecRasbhQeliuoresre@e Rhodamine 123.
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Chez la sourisOTLQWpJULWpPp VWUXFWXUDOH MWV ITRXJ F W hdtd>XQUHHOVO
mortem Le O ,, est encore présent a 24 heumgsst mortem Apres 24 heures de
conservation, le cerveau étdh XQ PXVFOH PRX OfYH[WUDFWLRQ GHV PLW
Concernant les trois cerveaux humains analpeéglant8,5 heuregpost mortenmaximum,

OHV UpVXOWDWNVY 6t Yeamroup s Ra@aileX@ HFL HVW LPSXWDEOH (
auteursa des facteurpre mortemdes individus tels que OfkJH OfXWLOLVDWLRQ G
et de possibles infections cérébrales

- QRWUH FRQQDLVVDQFH DXFXQH pWXGH QYD pWp UpDOLV
fonctionnalités mitochondrialggost mortema différents temps de conservation. Toutefois,

des études basées sur la microscopie électronique a transmission ont mis en évidence les
évolutions structuralepost mortemdes mitochondries de poisson. Ces études ne sont pas
centrées sur les mitochdries Mais la structure des organites dans les cellules musculaires

de filet de poisson est décrite a différents temps de conserpatbmortemlLes travauxde

Florenciancet al, (2013 ont permis de mettre en évidence les changements structuraux des

mitochondries post mortemchez le turbot $cophthalmus maxusg, le bar commun
(Dicentrarchus labrak et ladaurade royaléSparus aurata /f{HQVHPEOH GH FHV WU
été réalisés sur des filets de poissons conservés a 4°C. Chez le turbot, il a été rapporté un
gonflement des mitochondries & J1 (24 heyvest morten). A J7, le gonflement des
PLWRFKRQGULHY pWDLW DFFHQWXp DYHFFO®xa®BEILIWLRQ G

(2013). Chez ladaurade royaleles mitochondries sont gonflées pendant la phasprele

rigor (3 h post mortetn A J1, les mitochondries sodavantagegonflées et les crétes sont

altérées. A J5, des granules denses sont présentes dans les mitochphyghlaese( al.,

(2010 &HV GHX[ pWXGHV RQW HQ FRPPXQ OfREVHUYDWLRQ

internalisées dans les mitochomddV /HV DXWHXUV QTH[SOLTXHQW QL OF

Toutefois, il est fort probable que ces granules correspondent a des agrégats desudteium

j OD SHUWXUEDWLRQ GH O‘HKRPpRVWth\/fTILOHerqu GDQV

(2009, (Wolf et al, (20179). Chez le bar commun, le gonflement des mitochondries est

également présent en phase pe rigor a 3 heurespost mortem Les altérations
PLWRFKRQGULD O Hposi nefenQWR AW 189 R X UpfwplaRtaD QOVH.H V

Chez le thonThunnusorientalis), les mitochondries de filets conservés’@ frésentaient un

aspect gonflée a JO avec des altérations au niveau des membranes. A J5, les crétes

mitochondriales étaient dégradées et peu visi{l’e‘teset al, (2019).
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V. Synthése GH OfpWXGH ELEOLRJUDSKLTXH

De cette étude bibliographique, il en ressort premieremenOfie QGXVWULH GH OD SrF
i XQH FRQVWDQWH HW UDSLGH pYROXWLRQ (Q HIIHW OfLP
FRQVRPPDWLRQ GH SRLVVRQ QH FHVVHQW GYDXJPHQWHU
OTpFKHOOH QDWLRQ ©@akond @& pdisBof &1t sult) khe tredPf&rte hausse et ne
FHVVHQW GYDXJPHQWHU GHSXLV FHV WUHQWH GHUQLqUHV
liée & la fraicheur doit étre contrélée. En paralléle, la péche francaisefrditehe» doit étre

valorisée par rapporD X[ SURGXLWYV GYfLPSRUW ,0 HVW pJDOHPHQW
PDQTXH GTLQIRUPDWLRQV FRQFHUQDQW OH SRLVVRQ YHQC
QIHVW WRXMRXUV SDV REOLJDWRLUH j FRPd&XQsLjoWSHU 'H S
plus exigeant et vigilant concernant la qualité du produit consommeé. Il en ressort que la
recherche de marqueurs de fraicheur pour contrdler la qualité des poissons constitue toujours
XQ GplL GIDFWXDOLWp LPSRUWDQW SRXU OTLQGXVWULH GF
'‘DQV XQH VHFRQGH SDUWLH OYDQDWRPLH GX SRBdsWVRQ D
mortem du poisson ont été décrits soulignant la périssabilité rapide de cette matrice et
justifiant ainsi la recherche de marqueurs de fraicheur précoces.

Dansu QH WURLVLqPH SDUWLH OYHQVHPEOH GHV PpWKRGHYV &
poisson est décrit. Les avantages et les inconvénients de chaque méthode sont exposés. Il en
UHVVRUW TXH OHV PpWKRGHV XWLOLVpPpHV dog3titUeRPASL QH GD
toujours des moyens efficaces pour déterminer la fraicheur a un stade précoce.

Enfin, la quatrieme et derniere partie est axée sur les mitochondries. Aprés avoir énonceé des
JpQpUDOLWpPYV VXU OHV PLWRFKRQ @&UéeshvtockpfidiesFddridWés D p W p
mécanismes de mort cellulaieensi que suiles différents composants impliqués dans les
fonctions mitochondriales (transporteur, chaine respiratoire, ATP synthase, potentiel
PHPEUDQD L ésHmention@é que les fonctions & O T L QiiNgekidudridlgssont
préservéepost mortemHW TXH OHV SURFHVVXV GH QpF tbRsémésHW V XU
dans es conditionsLHY IRQFWLRQQDOLWpPV HW O fL @Wipahstittdfp PLWR'
de potentiels marqueurs précoeesiables pour déterminer la fcheur de filet de poisson
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. Modéles GIpWXGH

A. La ligné e cellulaire SAF-1

La lignée cellulaire SAH a été utilisée comme modele de référence et de développement des
méthodologies dan® fHQVHPEOH GH FHE$WUD WDX {| GBhERIQgRAtd G H
fibroblast en anglaisLa lignée cellulaire SAR constitue OTXQLTXH PRGqOH FHOOX
daurade royalet représente une des rares lignées cellulaires de poissons marinseaussi bi
caractériseeCette lignée cellulaire IXW GpYHORSSpH HQ j SDUWLU G¥Y
spécimen adulte deaurade royalegBejar et al., (1997 , O VdeDckllNgs de type

fibroblaste immortalisée spontanémefsans traitement immortalisantjont la stabilité
génétiqueet O 1 D E ddid@ridmination ont été vérifiégBefar et al., (2009, |Figure 24{ci-

dessous /HV FHOOXOHV H QCAICRKuUrbQeBrQdfettidn Hf Odll(Culture,

United Kingdom), ont été cultivées en milieu RP&timplété de 26 de L-glutamine, 100

U.mL? de pénicilline de 100 pg.mt! GH VWUHSWRP\FLQH GH VpUXP Gl
mM de NacCl. Les cellules ont été emsncées a une concentration de 8000 celluleslams

des flasques de culture a 25°C é&b51eCO..

Figure 24 : Photographies de cellules SAFen culture mettargnévidence la morphologie @ctéristique des
fibroblastes
La bare représente 100 pNsource:|Bejaret al, (2009

B. Les filets de daurade royale (Sparus a urata)

NRXV DYRQV XWLOLVp FR P BadradeRrGyqleGH pefHhShaas aur D
Figure25 pag. La daurade royaleD S S D UW L H Q Wpefcifhied) &b ld FanBléides
sparidés.& THVW XQ /&A@ KB WDLOOH PR\HQQH FBWISddtLVH HQV

généralemerd une profondeur comprise entre 1 et 30 meBadocalisation géographique se

situe majoritairemergn Mer Méditerrané, en Mer du Nord et en Océan Atlantique dordh
GHV F{WHV IUDQODLVHV MEMTU Bt deXl& FEAR Fedetatvf o
European Aquaculture Producers, (le)l'da daurade royaleest la troisieme espéce de
SRLVVRQ GYpOHYD EH EOrgpea@ex VaaB3XtanWes proddits en 2Q1derriere
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le saumon et la truite$ 1L Q G § RUBaMpdr@iteUtracabilité de la date de capture, des
conditions de vieet de minimiser les variabilités int@spéeces, nous avons effectué notre

étude sudesdauradsroyaleV GIfpOHYDJH GH QWNudrndid(Staveiies BrdnBed H

GIXQ FDOLEUH FRPSULY HHQWBRQGLWWR @M |€5 SpiantesDIH pW
températurede 18+ 6°C, pH 82, concentration en ammoniac < 30 pymtygéne dissous

99% (v / v) jusqu'a saturation (7 ppmles poissons ont été sacrifiés par asphyxie en
K\SRWKHUPLH GDQV GH OYfHDX JODFpH SXLV VWRFNpV GDC
glace piléeA leur arrivé au laboratoire, moins de six heures apres le sacld@cepissons

sont immédiatement filetéEnsuite, és filets sont entreposés dans des caisses en polystyrene

sur lit de glacepilée en chambre froide a 4°C durant 4 jours- MRXUe@JDUULYp
laboratoirg, J1 (24 heures de stockage), J2 (48 h), Jh)38 J4 (120 h)Un film plastique

HVW SODFp HQWUH OD JODFH HW OH ILOHW DILQ GYHQ pYLV

un filet a été choisau hasard

Figure 25 lllustrations de lalaurade royaléSparus aurta)
source [FAO, (2016

C. La souche bactérienn e : Escherichia coli

$ILQ GYpWXGLHU OHV FDSDFLWpPpV GX IOXRULPgWUH 1DQ
membranairgnous avons utilisé la souche Gram négakgeherichia Coli(UN 3373) en
SURYHQDQFH GH Of,QVWLWXW 3DVW Iétf tultvdes 2D dilied LBUDQFH
(Luria-% HUWDQL HQ pWXYH | f& 3RXU FKDTXHENCplUdnH GYH[S
phase stationnaire a été inoculée dans du milieu LB frais et incubé pendant 4 heures afin
GIREWHQLU XQH SRSXODWipséntelld. EDFWpULHYV HQ SKDVH

[I. Etude structurale des mitochondries par microscopie
électronique a transmission (MET)

'HV REVHUYDWLRQV SDU PLFURVFRSLH pOHFWURQLTXH j WU
OD VWUXFWXUH HW OfXOWU DV Wropddawt }eUildt d& HbdisseiH@azX O HV
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egalement des cellules de type fibroblaste de la lignée ISAEs cellules SARL ont été
FXOWLYpHV HQ IODVTXH 7 MXVTXYj XQH FRQIOXHQFH GH
afin de minimiser le stress. Les magice& de muscle de daurade royale ont été prélevés dans

OH ILOHW j OfDL G H%.G&xigsu¥ BLDIES S de cElRles SABNt été fixés

dans une solution tampon contenant du dialdéhyde glutarique a 2,5 % et 0,1 M de cacodylate

de sodium puisSRVW IL[pV DYHF GX WpWUR[\GH GYfRVPLXP | GD(
HQ EORF DYHF GH OfYDFpWDWH KIESUDQMDWLRQ jesCGHPRPW
échantillons ont été incorporés dans une résine de tgpens» (Embedd12). Des coupes
ultraminces (90 nm) ont été effectuées en utilisant un ultramicrotome Leica UC7 et récoltées

sur une grille en cuivre possédant un maillage de 150 (150 lignes/pouce (150 mesh)). Aprés
XQH FRORUDWLRQ j OfDFpWDWH G{XUDQ\OtHing incub&tdp SDUp G
avec une solution de citrate de plomb, des coupes ont été observées sur un microscope
électronique a transmission HitachiH pTXLSp GTXQH VRXUFH GITpOHFWURC(
N9 HW GTXQ DSSDUHLO QXP{94 CéxddsernioRDdAtDEW Kexlises en
collaboration avec Ann8ophie LACOSTE et ChristianSLOMIANNY de la Plateforme
GT,PDJHULH &ticdceskedDTethddibg@de lille (Bio Imaging Center Lillg

[1l. Extraction des mitocho ndries

A. Extraction de mitochondries de cellules de la lignée SAF-1

/ID PPWKRGRORJLH DSSOLTXpH SRXU OfH[WUDFWLR®D GHV PL
Figure26pag estadaptée dl@asdoiset al, (201} 7RXWHV OHV pWDSHV G{H
PWp HIIHFWXpHV HQ FKDPEUH IURLGH | f& /fH[WUDFWLRGC

culture T175 de SAR a une confluence comprise entre 80 et 90 % adimécupérer une

guantité suffisante de mitochondries isolées. Dans une premiére étape, les cellules ont été
détachées par action de la trypsine aprés rincage au PBS (Phosphate Buffered Saline).

/I THQVHPEOH GHV FHOOXOHYV GH Vtrifug® ®Ad@mXitant D0 miupesU HJ U R X
SXLV UHVXVSHQGX GDQV P/ GH VIBOOMMWKICR 80 MAMDIR@EdRE) G TH[W
5mM MgCh, 10 mM Tris, 2mM EGTA, pH 2, & 4°C)contenant 0,1 mg.nit.de protéinase

de type XXIV GYRULJLQH DBBacH g hdhénib@@ urant 7 minutes. La suspension
FHOOXODLUH D HQVXLWH pWp KRPRJpQpLVpH j OfDLGH G¥Y
SLVWRQ HQ YHUUH UXJXHX[ HW GT1XQ F\OL Qe®ursioni & YHUUH
appligués avec le pistonalamamlLQ GfpFODWHU OHV FHOOXOHV HW G¥YF
/ITKRPRJpQDW REWHQX D HQ ViKdukahit 1( WmutdsHL@ wilotlrésuliant ja
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pWp ODYp SXLV UHVXVSHQGX GDQV ben@zrhﬁnt/ﬂ?rﬂg)mh/deRQ WDP
BSA (Bovine Serum Albumin) et homogénéisé avec le broyeur de type Potter comme décrit

précédemment.

Figure 26: SFKpPD UpVXPDQW OHV JUDQGHY pWDSHV HW OH WHPSV QpFHVV
cellules de la lignée SAE

LYKRPRJpQDW REWHQX D HQV Xgdireht £OVmin&éesQLY burragdant |
résultant a été centrifugé a 1109@durant 10 minuted.a fraction mitochondriale obtenue a
HQVXLWH pWp UHSULVH GDQV —/ GH VROXWethR® WDPSHF
mitochondries et ainsi de ralentir leur altération. La concentration de protéines

mitochondriales a été déterminée en utilisant un kit-FBl dérivé de la méthode de

Bradford, (197% (voir paragraphe |Dosage des protéines mitochondriglesagel00). Les

mitochondries ont été conservées sur glace a 4i@&oncentration comprise entre 20 a 25
mg.mL' GXUDQW XQH SpULRGH QYH[FpGDQW SDV KHXUHV

98



B. Extraction de mitochondries de f ilets de daurade royale

ID PpPWKRGRORJLH DSSOLTXpH SRXU OfH[WUDFWLRQ GHV P
filets de dauragl royale fut également adaptée|l@sdoiset al, (201). Toutes les étapes
GIH[WUDFWLRQ RQW pWp HIIHFVYD@pﬂdW ﬂ@sﬁapmrrswhb IURLGH
premiere étape, le muscle rouge du filet a été isolé puis découpé finement en petits morceaux
de2a3mm’j OYDLGH GH F Isbahp® XJ gthines $xiPon de petits morcedex

muscle rouge ont ensuite été incsifairant 7 minutes sous agite dans 20 mL de solution

W D P S Bx@ac@ofi (180 mM KCI, 80 mM sucrose, ;M MgCl,, 10 mM Tris, 2mM

EGTA, pH 72 & 4°C) contenant 0,1 mg.mide protéinase de type XX.

Figure 27: Schéma résumant les grandes étapes W kePSV QpFHVVDLUH j OfH[WUDFWLRQ GH\
dedaurade royale

Le tissu en suspensi@ensuiteétéhomogénéis§ OIDLGH GTXQ SLVWRQ HQ Wpl
en verre de type Pott&lvehjemdurant 3 minutes & 300 tours.in/ fKRPRJp QDWW REWH

ensuite été centrifugé a 75@0pendant 10 minutes. Le culot obtenu a ensgiédave puis
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resuspendu dans 20 mL de tampdhHi[ W U EoRteviarR Dmg.mit.de BSAet homogénéisé

comme précédemment avec unstph motorisé & 150 tours.rifindurant 3 mutes.
/ITKRPRJpQDW REWHQX D H Q \gxXiursviHlOpifihptes. H € Abelani<al ¢é |
centrifugé a 150@ durant 10 minutes. A la fin de cette étape de centrifugation, la majorité

des gros débris cellulaireB pWp pOLPLQp ,Os UdgDnEmdrangdQadydiHied X W U H
cellules Le surnageant obtera alors été centrifugé a 700@ durant 10 minutes afin de

récupérer une fraction de mitamidries. Le culot mitochondrial étérécupéré danSO uL de

tampon G { H [ W U aFcdnhtdri@ation des roithondries dans un petit volunpermet de

limiter leur expositonj OTR[\JgQH HW SUpVHUYHU OH PDLQWLHQ C
longtemps. $XFXQH pWDSH GH FHQWULIXJDWLRQ HQ VROXWLRC
conséquenmnotre préparationen mtdCRQGULHYV QTHVW SDV SXUH HW SHXW
des débris §DXWUHV RUJDQLWHYV réttiom axaplashtiddeiipaceil 8eXxH OH

Golgi, desvacuoles.. La concentration de protéines mitochondriales a été déterminée en

utilisant un kit Bo-Rad dérivé de la méthode [Beadford, (197§ Les mitochondries ont été

conservées sur glace a 4°C & epacentation comprise entre 80200 mg.mL! durant une
SpULRGH QYTYH[FpGDQW SDV KHXUHYV

C. Dosage des protéines mitochondriales

La concentration de protéines mitochondriales a été déterminée en utilisant le kit BioRad
protein assay{Bradford, (197¢) ,0 V{IDJLW GYIYXQ WHVW FRORULPpWUL
&RRPDVVVLH TXL VH IL[H VXU OHV DFLGH}s Ddmpespsy QRW
DURPDWLTXHYV GHV DFLGHV DPLQpV $LQVL OfTLQWHQVLW
protéigue. Nous avons réalisé une gamme étalon en prenant comme standard desdmlutions

BSA & des concentrations de 0,1,/0,2/0,4/0,6/0,8 mg.niles dsages sont effectués en

plague de 96 puits. 200 pL de solutiBiroRaddiluée au cinquieme sont ajosatdans les puits

DYHF —/ GH VROXWLRQ VWDQGDU Gs eoKtrakfaBtkuedJ\W DA O R Q |
ultrapuremilli-Q ayant servi aux dilutions esffectué. La plaque est incubée 5 minutes a
WHPSpUDWXUH DPELDQWH DYDQW OHFWXUH /YDEVRUEDQF

spectrophotometre pQuant (BioTek Instruments).

V. Evaluation de la respiration mitochondriale par oxygraphie

JTR[\JUDSKLQHHVW KRGH GIDQDO\VH WUQqV XWLOLVpH GDQV
GIpWXGLHU OD UHVSLUDWLRQ PLWRFKRQGULDEétza#) VH ED'

al., (2009) (Figure28|paggl0l /YR[\JUDSKH S H UdhetMue@ouPspayiakeel H
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OYR[\JgQH PROpPFXODLU Hnklerigudle H)O IDYMX FRXSRVp GIXQH
elePrPH FRQVWLWXpH GIfXQH FDWKRGH HQ SODWLQH HW G
WHQVLRQ GH j 9ROWYV /D FDWKR G éls¢iibn@dridu@tRee H VR Q \
GH FKORUXUH GH SRWDVVLXP .&0 8QH PHPEUDQH GH Wpl
est présente afin de séparer la solution de KClI et le milieu a étudier comme une suspension de
PLWRFKRQGULHV LVROpHV AaRipsUtcp@erseClaXmerhtPanéion tpilanxeG L p
rWUH UpGXLW DX QLYHDX GH OD FDWKRGH VHORQ OfpTXDW|
O,+2H0+4é1 40H
$X QLYHDX GH OTDQRGH VXLWH *j+ @D, iGY ¥ IRFEE&RZWLRQ G X
GTYR[\GDWLRQ VHORQ:OfpTXDWLRQ VXLYDQWH
4ACr+4Agl 4AgCI+4é
Le courant ainsi généré va étre proportionnel a la concentration en dioxygene dissout dans le
PLOLHX j pWXGLHU $LQVL OfYR[\JUDSKLH YD SHUPHWWUH (
les mitochondries isolées.

Au confact de la cathodeO, + 2 HO + 4 e T 4 OH (réduction)
$X FRQWDF W 4&H+ ®ADIQARMGE + 4 e (oxydation)

Figure 28: SFKpPD H[SOLFDWLI GX IRQFWLRQQHPHQW GTXQ R[\J

/I MpPYDOXDWLRQ GH OD FRQVRPPDWLRQ GYR[\JgQH SDU OHV
oxygraphie (Rank Brothers digital model 10, Cambridge, Roydumg Les acquisitions

sont Ealisées a 25°C sous agitation. Premiérement, 2,1 mL de tampon de resfi@tion

125 mM, MOPS 20 mM, Tris 10 mM, EGTA 10 uM, KPO, 25 mM, BSA 2 mg/mL, pH

7.2) ont été ajoutédansOD FKDPEUH GYLQFXEDWLRQ GH OTR[\JUDSKF
substratgespiratoires JOXWDPDWH PO PDODWH PO HW VXFFLQI
HVW ODQFpH DILQ GfpWDEOLU OD OLJQH GH EDVH GXUDQW
DMRXWpHV GDQV OD FKDPEUH GYLQFXEDWYLR®R tguxxd®dH FRQF
FRQVRPPDWLRQ GTR[\JgQH RQW pWp pYDOXpV VDQV RX
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respectivement). Puis, le CAT (5 uM) a été ajouté afin de bloquer la consommation
GTR[\JgQH OLpH j OD VIQWKQqVH G1%$73 $ILQ G mNdiaeXxHU OfL
externe, 10 uM de cytochrome c exogene ensuite été injectés. Lorsque la membrane
externe mitochondriale est altérée, le cytochrome ¢ endogene estipeldggH OTHVWV-SDFH LQ
PHPEUDQDLUH 'DQV FH FDV OfDMRXW GH eBjiktRFKURPH
PLWRFKRQGULDOH HW DXJPHQWH GRQF OD FRQVRPPDWLRQ
cyanide 3chlorophénylhydrazone (CCCP) est ajoutée a une concentration de 2 uM. Le CCCP
a une action ionophore en dissipant le gradient de protons a traverenibrane interne
mitochondriale @ » /9D F W L Ydh&lhpdesttdnsdel des électrs va augmenter afin de
«compense» la perte dul . Il en résulte une augmentation de la consommation
GTR[\JgQH /H PLOLHX GH UHVSLUFWDR 8 UHVG 1.MQ AXE D W MRIDA
DFTXLVLWLRQV /D FDOLEUDWLRQ D pWp UpDOLVpPH HQ XWLC
QLYHDX GTR[\JgQH GDQV OD FKDPEUH GYLQFXEDWLRQ
/IHV WDX[ GH FRQVRP HRuWauR @spEfidr¢spht; €l déterinés pour les
différents états respiratoires (basal, état 3 et CAT. Comme pheleouplage mitochondrial,
O 1 L Qechirtrole respiratoire (RCI) a été calculé seldoraule suivante
tP=P:#&2

%#6
2X OfpWDW HVW OH WDX[ GH UHVSLUDWLRQ GXUDQW OD

UHVSLUDWLRQ TXL QYfHVW SDV OLp j OD VIQWKqVH G1%$73
/ITLQWpJULWp GH OD PHPEUDQH H[WHUQH Dde 8timpulpttoi® O XpH F
GH OD FRQVRPPDWLRQ GTR[\JgQH QRQ OLpPH j OD V\QWKq)\
F\WRFKURPH F H[RJgQH (Q GIDXWUHV WHUPHYV OH SRX
UHVSLUDWRLUH HQWUH OD UHVSLUDW L&RQdu cddtpraview EDV D «
exogene a été calculé.

'XUDQW OHV pWDSHV GTH[WUDFWLRQ OfYLQWpPpJULWpPp GHV P
une perméabilisation de la membrane externe mitochondriale et un relargage de cytochrome c.

/I[N DMRXW GH F\IRRERURPHXW HDLQVL SHUPHWWUH GTpYDOXFH
apres extraction. Cela constitue une mesure de contrdle qualité. Le cytochrome ¢ exogene ne
SHXW SDV SpQpWUHU GDQV OHV PHPEUDQHV H[WHUQHV P
GIfHIITHWX MW GH OD UHVSLUDWLRQ DSUqV DMRXW GH F

4%k

préparation de haute qualité.
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V. Evaluation du potentiel membranaire  par fluorimétrie

A. Evaluatondup RWHQWLHO PHPEUDQDLUH,Ple\cRIBI&SREARGWULDO (O

1. Etudedu 0 U parmicroscopie a fluorescence

Le potentiel membranaire mitochondrial( ) des cellules SAR a été étudié en

microscopie a fluorescence.

a. Marquage des cellules de lignée SAF1 pou analyse emicroscopie a fluorescence

Les cellules ont été cultivées dans une plaque 6 puits dans du milieu RPMI (composition
détaillée décrite dans la partiga& lignée cellulaire SAF-1|» pag@ MXVTXYT] XQH FRQIOX
comprise entre 50 et 60 %. Une lamelle en verre de microscopie stérilisée a été préalablement
déposéeDX IRQG GH FKDTXH SXLWV /IDFWLRQ GHeOdQPXIG QW G
point de vue effet dose? HW G X Q S Refff@ i¢msH SRHWOTpWXGH GH OfHI
CCCP, chaque puits de la plague correspondait aux 6 conditions suivaotegraitées

FRQWU{OH QpJDWLI —0 GH &&&3 /H WHPSV GT
a 20 minutes en milieu RPMI. PoU OJpWXGH GH OfHIIHW WHPSV OD FR(
IL[pH j —0 DYHF GHV WHPSV GTH[SRVLWLRQ GH K H

GDQV OHV GHX[ W\A\SHV GIDSSURFKHV OHV SXLWV RQW HC
solution de PBS af GIpOLPLQHU WRXWH WUDFH GH &&&3 /HV FHC
ng.mL* de sonde Rh12RChazotte, (203}) durant 30 minutes. Aprés incubation, les puits ont

été lavés trois fo? DILQ GpOLPLQHU WRXWH SUpVHQFH GH 5KRGD
XQ EUXLW GH IRQG FRQVpPTXHQW ORUV GH OYDQDO\VH PLF!

ont été eféctuées dans une étuve a 25°@s llamellegprésentes au fond de chaque puits,

constituant des supports de croissance pour les celbeensuite été retirées et utilisées
SRXU OYREVHUYDWLRQ PLFURVFRSLTEXUHe Byckutle Wdd

mitochondriegpar mcroscopie électronique a transmission (M E:»Tpagﬂ

GDQV

U7

b. Analyse des cellules delignée SAF1 par microscopie a fluorescence

Les analyses microscopigues en fluorescence (ou en épifluorescence) ont été réalisées avec
O 1D S SDUH L &0£Midravigion M2rnents, France). En résunpgur chaque puitda
lamelle ou ont été cultivées les cellules SABans la plaque 6 puits (voir partiEtudedu

0 U parmicroscopie a quorescer1®epagelOS est retournée sur une lame en verre sur une

goutte de PBS préalablement déposée sur la lame. Puis, une observation est réalisée avec
OfREMHFWLI ; 3RXU O 9&sEd Hnlithosropé Bt&lene®ckiation 4 3€xD
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finesse 4, luminosité 0. Les photographies sélectionnées ont ensuite été corrigées avec le
logiciel Microsoft PowerPoint de la fagon suivante30 % de luminosité et + 40% de

contraste.

2. Etude dui {, parcytométrie en flux

Le potentiel membranaire mitochondriall i) des cellules SAR a été étudipar cytométrie

en flux. Dans ce cased cellules SAH ont été cultivées en flasqué&d. Apres 48 heures de

culture et une confluence atteinte comprise e@f@eet 80 % les cellules ont été lavées au

3%6 SXLV GpFROOpHYVY VRXV DFWLRQ GH OD WU\SVLQH GXUL
annulée par ajout de milieu de culture puis les cellules ont été centrifugées a 700 g. Le culot

de cellules a été lavau PBS puis repris dans du milieu de culture. Les cellules ont été
réparties dans 6 tubes Eppendorf de 1,5(intube par conditiony une concentration de 1

million de cellules par mL. Les cellules ont été traitées a différentes doses de CCCP
(10/20/50/D0/200 uM) comme décrit précédemment dans le cadre des études microscopiques

a fluorescencedJn contrdle a été réalisé en traitant les cellules uniquement avec le DMSO (2

% DMSO). Aprés traitement, les cellules ont été centrifugées a 700 g. Le culaicebuété

lavé au PBS puis repris dans du milieu de culture. Les cellules ont ensuite été marquées a la
Rhodamine 123 (10pug.mi) ou au Red CMXRos (100 nM) durant 30 minutes. Aprés
marquage, les cellules ont été centrifugg&®0 g. Le culot cellulaire &té lavé au PBS puis

repris dans du PBS:DQV OH FDV GX PDUTXDJH j OD 5K XQLTXI
centrifugation (700 g) et le lavage du culot au PBS ont été répétés delefoiabes ont été

incubés dans la glace puis analysés par cytométri®exf DYHF OfDSSDUHLO &\WRI
Coulter, Inc., EtatdJnis). Le laser bleu (488 nm) a été utilisé pour exciter les fluorochromes
Rh123 et Red CMXRos. Le canal de fluorescenE¢T&€ » (525 nm avec bande passante de

20 nm) a été utilisé pour la détetiQ GH OfpPLVVLRQ GH IO X&RdddMEHQFH G
fluorescence #E» (585 nm avec bande passante de 42 nm) a été utilisé pour la détection de
OfpPLVVLRQ GH IOXRUHVFHQFH GX 5H®@0Gévenénént3driété FKD T X

enregistrés a unatesse de flux moyenne.

B. Evaluation du potentiel membranaire mitochondrial 0 ,) de mitochondries

isolées

1. Mesuresavec le spectrofluorimetre SAFAS Xenius XC

/IH VSHFWURIOXRULPgWUH ;HQLXV ;& ©6%)$6 ORQDFR D p
IOXRUHVFHQFH GH OD 5K GDQV OH EXW GfpYD@XHU OH SF
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GHV PLWRFKRQGUEH® OK®HDX6\WEHEY H BEND )XGUHD G Hj GR Y DpQJHH Q WV
WHPSV GH FRQVHUYDWLRQ ,0 HVW LPSRUWDQW GH SUpFL
PHVXUHU RX GHQOT-XDOOQW LSHUWP FOWM GITpWDEOL WO X @ RQGWL VW
PLWRFKRQGULDOH

P/ GH WDPSRQ GHCUIRS/BN, WIDRELIR @M, Tris 10 mM, EGTA 10 uM,
KH,PO, 2,5 mM, BSA 2 mg/mL, pH 72) & 25°C est ajouté dans une cuve plastique de 3 mL
avec la sonde Rh123 (50 nM) et les substrats respiratonakate (2 mM), glutamate (5 mM)
et succinate (5 mM). La ligne de base de la fluorescence de la Rh123 libre a été enregistrée
durant 2 minutes puis les mitochondries extraites ont ensuite été ajoutées a une concentration
de 0,2 mg.ml! dans la cuve. LagQpUDW LR QPEDHQ] OTDFFXPXODWLRQ G
GDQV OD PDWULFH PLWRFKRQ GdguddédiHgp HOMH STOU | BR® Y HNV)EHH
DFFXPXODWLRQ GH OD VRQGH $ILQ GYpYDOXHU OHV IR
VXLYDQWHY RQW pOGMpR D @ B XD MHNKIIS@AD (5 M) et CCCP (2 uM).
/ITDMRXW GY%$'3 VWLPXOH OD SURGXFWLRQ Gf$73 SDU 0O1%
protons. En conséquence,le p YD GLPLQXHU /IDMRXW GX &%$7 j OTLQYF
GH O1$'3 HQWLOK LVEDDQ VSR UWHXWHBHFF HWQOOH &&&3 HQ \
TXYIDIJHQW GpSRODULVDQW d¥p HHIRMVMDXY HAN pFRIYQO HE B R W Qd
+] /H YROWDJH GX WXEH SKRWRPXOWLSOLFDWHXWVY pWDLW

QP HW OD IOXRUHVFHQFH DDpWp QUpH XSDOMMMHQW H WD LW

OYH[FLWDWLRQ HW OfpPLVVLRQ

3RXU OfLQWHUSUpWDWLRQ GHV UpVXOWDWY OfLQWHQVL'
GLIIpUHQWY pWDWV UHVILGGOMRILRIPVGIEBVDR$S7pPWDWWp QR
OfLOQWHQVLWp GH IOXRUHVFHQFH HQUHJLVWUpH DSUqV O¥YD

srrF:I:—_F;pUsrr;
$YHF; O 7L Q V& HQWLR GH/ FOHDQ 3K DSUqV DMRXW GH &$%$7
< OfLQEHQUKWPYWHVFHQFH GH OD 5K DSUqV DMRXW C
& & &3
/H &&&3j —0 GpSRODULVH FRPSOpPWHPHQWOXH\G R LARIVKRG
PWDEOL SDU OD FKDVQH UHVSLUDWRLUH $LQVL OJLQWHQ
&& &3 FRUUHVSRQG XQLTXHPHQWHW OPH GRNWL SHWEBRQGX H

OTLQWpPJUDWLRQ QRQ &BQKNL AIMDMWWEHMORBXMRMEB XV GH FHO(
GX UpWLFXOXP VDUFRSODVPLTXH
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2. Mesuresavec le pectrofluorimétre NanoDroB300

Le potentiel membranaire des mitochondries extraites des cellulesl AFdes filets de

daurade royala étéestimé en utilisant le NanoDrd3B800. Le protocole de marquage des
mitochondries extraites et de suivi de la fluorescence de la Rh123 est identique a celui utilisé
DYHF OYDSSDUHLO 6%)%$6 ;HQLXVMe%;ur@sp\FeUIEWeGrDﬂQMm@tIIE VHFWL
SAFAS Xenius X® pagel04 Le blanc a été realisé avec du tampon de respiration

(composition décrite précédemment) contenant glutamate (5 mM), malate (2 mM) et

VXFFLQDWH PO —/ GIpFKDQWLOORQWRRQV G O D 5\E WXH
OfLQWHQVLWp GH IOXRUHVFHQFH GH OD 5K HVW PHVXU
minutes des mitochondries (0,2 mgMLGH O7$'3 PO GX &%$7 —0 HW GX

MM). Pour chacune de ces 4 conditions, 5 mesures omfféiuées. 7R XW FRPPH SRXU (
UpVXOWDWY REWHQXV DYHF OH 63%)$6 ;HQLXV ;& OfLQWEF
HQUHJLVWWBEHN VY GIWIPWYV UHVSEBUDWRMUHYV &BDVDOpWp QRUP
OTLQWHQVLWpP GH 10XRUHDIWVHRXWW GHHDSSERY MO H DOERJ YR O S
WURLV VRXUFHV @&f§HRBPIQVWDVDIORIU EH  © YHité ILBDD(tharRQ
GTH[FLW D Wa5B Qn) a été choisie pour nos acquisitions avec la Rh123.

C. Evaluation du potentiel membranaire  bactérien (0 j OYMDLG Hson@ed

fluorescentes

1. Marguage des bactéries pour la mscapie en fluorescence et le NanoDrop 3300

a. Marguage des bactéries par les sondes Rh123 eiQ]C

Les sondes Rhodamine 123 (Rh123) et JCRQW pWp XWLOLVpHV DILQ GTp°
PHPEUDQDLUH EDFW pEdHOt etdHivocElee® énphlakiestatidnnaire dans du

milieu LB frais. Aprés 4 heures de culture, les bactéries sont en phase exponentielle. Durant

cette phase, la valeur du potentiel membranaire est éllMcéédrt et Baleux, (19511;3 Comas

et VivesRego, (199),|Jiacet al, (2009,|Rezaeinejad et Ivanov, (20)1Les bactéries sont

récoltées apres centrifugation a 9@Q0urant 3 minutes et resuspendues en PBS (1 mL) (pH
/Y1DEVRUE D Q& &té jajustéeQiP0,3 correspondant approximativement a 10

cellules.m* (QVXLWH P/ GH FHWWH SUpSDUDWLRQ D pWp WUL

(0.5, 1 ou 20 uM) ou DMSO (1 pL) (contrdle négatif) et incubé durant 30 minutes a 37° C. La

sonde DAPI (oncentration finale = 5 pg.mt) a été ajoutée a la suspension 10 minutes avant

OD ILQ GH OYLQFXEDWLRQ PDLV VHXOHPHQW GDQV OH FDV

les cellules ont été centrifugées a 9000 g durant 3 minutes et le surnageandinairété Lée

106



culot a ensuite été resuspendu dans du PBS contenant de la Rh123 & 10qugdnlIC10

(2 une concentration donnée par le kit MAK2&Rigma, France) durant 30 minutes a 37°C a
OTREVFXULWpP $SUQV LQFXEDWLRQ HWe avecXl® RI2BQMs GDQV
bactéries ont été centrifugées et le surnageant contenant la Rh123 en exces a été éliminé. Le
culot a ensuite été resuspendu dans 1 mL de solution PBS et centrifugé a 9000 g durant 3
minutes. Le culot a été resuspendu dans 50 pL detieol PBS et la fluorescence de la
rhodamine a été analysée par microscopie a fluorescence ouleagpectrofluorimétre
NanoDrop3300.

&H SURWRFROH D pJDOHPHQW pWp XWLOLVp GDQV OH FD
congélation des bactéries sur  RWHQWLHO PHPEUDQDLUH 'DQV FHWWH
OfHIIHW FU\RSURWHFWHXU GX '062 VXU OH SRWHQWLHO PH
Dans ce cas, une étape de centrifugation (9000 g, 3 minutes) a été ajoutée pour les
échantillons de baéties congelées (stockées28°C ou-80°C avec ou sans 15 % de DMSO

durant 24 heures) et les échantillons contrdles non congelés. Cette étape supplémentaire a été
réalisée juste apres la décongélation des échantillons dans le but de retirer toute trace de
'062 DYDQW OH PDUTXDJH DILQ GYfpYLWHU WRXW HIIHW W
'062 HW pJDOHPHQW DILQ GYfpYLWHU OHV SRVVLEDODHYV HIIHW

b. Marquage des bactérigmr la sonde DAPI

Un protocole de marquage des bae®E. coli avec la sonde DAPI a été établi pour
OYHVWLPDWLRQ GH OD FRQFHQWUDWLRQ EDFWpPpULHQQH
1IDQR'URS /I TILQWHQVLWpP GH IOXRUHVFHQFH GH OD VRQ
bactéries analysées. 5 contations de bactéries en phase exponentielle (correspondant a
GLIIpUHQWHY YDOHXUV GOIBME,S/RUEMPIAHEE narqué@sdans 1 mL

de solution PBS contenant 5 pg.thiIGH '$3, j f& GXUDQW PLQXWHYV |j O
cellules ontensuite été centrifugées a 90§@urant 3 minutes et le surnageant contenant le

DAPI en exces a été retiré. Le culot a été resuspendu dans du PBS et la fluorescence du DAPI

a eté analysée avec le spectrofluorimetre NanoB890.

2. Etude dwotentiel membnaairebactérien (0 U GE] coli parmicroscopie a fluorescence

Les analyses microscopiques en fluorescence (ou en épifluoresoenéed réaliséeavec
O 1D S SDUH L G50=(MlicnWsion%natruments, FranceEn résumé, 5 puL de chaque
échantillonont ét# observe sur une lame en verre couverte ensuite par une lamelle en
SODVWLTXH DYHF OfYREMHFWLI ; VRXV KXLOH j LPPHUVLRQ
la Rhodamine 123, les réglages du microscope étaiextitation: 90 msec, finessed4,
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luminosité: - 3RXU Of{REVHUYDWLRQ DSUqV PDUTXDJH DYHF OH

étaient excitation: 90 msec, finesse4, luminosité& -10.

3. Etude dwotentiel membranaireactérien (0 U G coliavec le NanoDro300

Le NanoDrop 3300 (Ozyme, France) est une spectrofluorimétre initialement congu pour la
guantification des acides nucléiques et des protéines. Cependant, il est possible de créer a
partir du logiciel développé par Thernkasher Scientific des méthodes> permettant de

configurer de nouvelles analyses pour différents fluorochromes. Ainsi, nous avons pu créer

une méthode pour analyser la fluorescence des sondes Rh123 et DAPI. Le logiciel propose
SUpDODEOHPHQMK BEJW LFOLO\RHYU DOiPF GLIIpUHQWHY VRXUFHV
VPOHFWLRQQHU OD SOXV DGpTXDWH SRXU FKDTXBVVRQGH
/(" PD[LPXP GYH[FLWDWLRQ QP %OXH /HG PD[LPXP
KLWH /(' F KekcRabioi=51460+650 nm). La source UV LED a été sélectionnée pour

la sonde DAPI et la sonde White LED a été sélectionnée pour la Rh123, méme si la sonde
%OXH /(" SHXW rWUH DXVVL HIILFDFH 'DQV OH FDV GH OfpV
2uLdH VXVSHQVLRQ EDFWpPULHQQH RQW pWp XWLOLVpPV SRXI
Les bactéries étant en suspension dans une solution de PBS, une acquisition avec 2 pL de
solution PBS a été réalisée pour le blanc. Pour chaque échantillon, 5 nssurasquises

comme préconisé par Thermo Fisher Scientific.

VI. Détermination de la viabilité bactérienne

'DQV OH EXW GYpWDEOLU XQH FRUUpODWLRQ HQWUH PRUW
membranaire, un dénombrement bactérien a été réalise@hMiDQW OD PpWKRGH GH
en surfaceD Y HF P /a@ilfop Bl gélose dans une teodle Pétri. Au total, 5 conditions

ont été testéesbactéries non congelées (contrdle négatif), bactéries congel&¥ G,

bactéries congelées-a0°C avec 15 %de DMSO, bactéries congelées8°C, bactéries

congelées @ f& DYHF GH '062 /TpQXPpUDWLRQ D pWp UpL
GILQFXEDWLRQ | f& /YfLPSDFW GH OD FRQJpODWLRQ VXU
évidence par le calcul duleg inactivation2 GIDSUqV OD IR UHAG0 &t JRSRVp
(2009 :

. KEJI=?PERI=FZE¥0 F Z'%0,)
Avec: Np= concentration cellulaire avant congélation

N = concentration apres congélation
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VII. Analyse s statistique s

Les analyses statistiques ont été réalisées avegilgdl SPSS 17. Chaque expérience a été
réalisée au moins en triplicata. Pour chaque expérimentation, le nombre exact de réplica est
indiqué dans la figure correspondante. Les données sont exprimées en valeur moyenne avec
OfpFDUW W\SH VWM QGMDe ©Bst§ tRelStleVISesi oGt [2te réalisés afin de

mettre en évidence les différences entre les moyennes calcBléed,(@5) et des tests de
/I[HYHQH DILQ GH GpWHUPLQHU OTKRPRJpQpLWpP GHV YDULDQ
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I.  Analyse morphologique des cellules SAF-1 et des tissus de
daurade royale par microscopie électronique a transmission

$ILQ GIPpWXGLHU OJLQWpPJIJULWp PLW&BaRIE8sGildts Baurad& DQV Ot
royale une analyse structurale des cellules SAEt des cellules musculaires de filets a été

réalisée par microscopi@ectronique a transmissiok HWWH DQDO\VH D SHUPLV ¢
GRQQpHV FRQFHUQDQW OD PRUSKRORJLH OD VWUXFWXUH
leurs organites tels que lesitathondries. Ces observations microscopiques nous ont
également permiGIDQDO\WHU OfpY RatWiteRdes Yalules<iRiscXibiesode

filets dedaurade royal@ différents temps de conservation a 48@e collaboration avec la
SODWHIR Ud?iHceBlﬂdirR<|[Bio Imaging Centep de Lille nous a permis de réaliser ces

études microscopiques

A. Lignée cellulaire SAF-1

La lignée cellulaire SAR est le modeéle de référence pour réaliser une étude prélimimaire

vitro sur ladaurade royal#Beiar et al, (1999). La majorité des études réalisées sur SAF

aborde une thématique bactériologiqy@udstaet al, (200§, |Acosta et al, (2009),

virologique|PerezPrietoet al, (1999,|Bandinet al, (2009) ou écotoxicologique|Morcillo
et al, (2019). A notre connaissaes aX FXQH pWXGH QH auw¢chrastéristiudsp UH V V

mitochondriales des cellules SAFtelles que leur morphologie, leur composition ou encore
leur activité. Nous avons souhaité pour la premiére &isglierla morphologie mitochondriale

des cellulesSAF-1. Pour cela, me étude structurale des mitochondries a été réalisée chez la
lignée SAF1 par microscopie €électronique a transmission (MET). Les cellules1S# été
FXOWLYpHV MXVTXHifluenteWd 7§ GUddnsXI§ fiaequle culture. Apres

détachement atentrifugation, elles ont été immédiatement fixées puis stockées a 4°C en vue

G 1 X @sHrvRtion microscopiqu|§i@ure29 page 114?. Nous avons choisi de ne pas dépasser

XQH FRQIOXHQFH GH GDQV OHV IODVTXHV GH FXOW X
altérations cellulaires dues a de fortes confluences.

/IfTHQVHPEOH GHV PLWR F K R-Q (Bd$énite\esE b ActdFistiGUEsXIOdrte's paki)

la premiére fois de fagpcompléte pgPalade, (195chez le rat (ligné Wistar). Certaines
mitochondries observées sont sphériques (globs]afﬁiagure 29a,b) DORUV TXH GIDXWU
un aspect filamenteux éarme de bétonne1Figure29 d). Pour la plupart des mitochondries,

la morphologie générale et les structures sotgictes.Les membranes externes et internes
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sont bien visibles, discernables tout comme les créu@ sont de type lamellaire ou

sacculaire.

500 nm

500 nm

Figure 29: Observation structuralges cellules SAH par microscopie électronique a transmission (MET)
a: noyau(N) entouré de mitochatnies (mit)
b : mitochondries dpériquesou en batonnetsrt : créte; mat : matrice; me : membrane externe mi :
membrane interne
c : Présence de quelques granules dergsaitour de quelques mitochondries
%DUUH GTpFKHOOH QP

Les mitochondries sonéparties de fagon uniformeutou du noyauFigure29(a). Celles qui

sonttrés allongéepeuvent étrde résultat «<G DV V HREDOWHHPHQW GLW OH Up)
IXVLRQ &HWWH PRUSKRORJLH SHUPHW GYREWHQLIEs XQ ODL
FHOOXOHY PpWDEROLTXHPHQW WUqV DFWLYHV $ OfTLQYHL

sphérique ou en petit batonnet sont plus présentes dans les cellules peu cactwves

quiescenceomme a pu le montrgestermann, (201pChez quelques raresitochondries,

desgranules denses sorisibles dans la maice (Figure29|c). Ces amas correspondent a des
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granulations de calciuCa") {Wolf et al, (2013). En condition norrale,lesmitochondries

participent & la régulation du €acytoplasmique et par conséquenC8 KRPpRVWDVLH GX
dans les cellulestOOHVY RQW DLQVL XQ U{OH GH WDPS&Has léeHd SOXV
mitochondries régule le métabolisme mitochdmidr([Duchen, (ZOOP. La présence de
JUDQXODWLRQV GH FDOFLXP QTHVW GRQF DO XOMN p RDMW &
pathologique.

Concernant la taille, le diametre moyen des mitochondriestaPféld VSKpULTXH HVW G
0,3um sans jamais dépasser O/ 'f{DSUqQV GHV PHVXUHYV HIITHBWXpHV VX
mitochondries de type batonnptésentat XQH ODUJHXU PR\HQQM s&§HQYLUR
grands YDULDWLRQV $ OfLQ Ydityp¥ lde nitech@nBri@s] vakkXditanGekherft

allant de 0,4 um a 1,1 um. Nous pouvons estimer une longueur moyenne de 0,7 X

point de vue général, la longueur deswihRFKRQGULHV HV & u@ ndsfqReie UH GH
largeur est comprise entre 0,1 et (b (Frey et Mannella, (20Q(Palade, (195). La taille

des mitochondries varie grandement au niveau de la longueur mais leur diamétre ou largeur

sontsouvent constaatdans la plupd des cellules (0,5 £ 1,0 unr(B(iparic et van der Bliel,

(2001). La morphologie et la taille mitochondrialdépendent également du type cellulaire.

Les mitochRQGULHY GHV ILEUREODVWHYVY VRQW KDELWXHOOHPH
comprigentrela —P HW GYXQH ODUJHXP PBROMQQWH®WH OHV PL\
GIKpSDWRF\WHV VRQW P D M&ul¢ leWar. deH BlidkQ (201Y Sisus h T X HV

déduisons que les différentes tailles des mitochondries des cellules S&Bituent dans la

fourchette de e habituellement obsereé Toutefois, nous pouvions nous attendre a
observer plus de mitochondriemngiformes de grande taille (11® pum de longueur) étant
donné le type fibroblastique des cellules SAF §HWWH GLIIpUHQFH SRXUUDLW

fait que les cellules SAE ont été développées artificiellement a partir de nageoires de

daurade royaledulte [Bejaret al, (1997). Cela peut expliquer queettaines caractéristiques

fibroblastiques ne sont pas présentes.
B. Cellules musculaires de filets de  daurade royale

Les cellules musculaires de filets daurade royal®nt ensuite été étudiégar MET en se
focalisant sur les mitochondries. Cette observat®® XV D SHUPLV GYDYRLU GHYV
générales sur la morphologie, la structure des cellules musculaires de @bairdee royale
et de leurs composants tels que la mitochondrie. Elle négslamenpermis GfpYDOXHU OH

changements structurapwstmortema différerts temps de conservation a 4°CJfea J6 JO
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(6 h PM :[Figure 30 ci-dessouF J3 (72 h PM|Figure 31{pagell7), J4 (96 h PM|Figure32
pagell§), J6 (144 h PMlFigure33 pagell9).

Figure 30: Sections longitudinales de musclesddeirade royala 6 heurepost morten{JO).
bande A col: collagene crt : créte; H : bande H | : bande I)mat : matrice; me : membrane externe
membrane interngmit : mitochondrig; rs : réticulumsarcoplasmiquesar : sarcoplasmeTr : triade; Z :
OLJQH = %DUUH GTpFKHOOH QP

A
mi

A JO (Figure 30||ci-dessuf les myofibrilles, étaient caractérisés par différates bandes

(bandes | et bandes A) et lignes (lignes Z et lignes M) bien organisées et intactes. Les
myofilaments GIDFWLQH HW GH m\IRV kagcbmeFreR Quniit La&/ X&se des
myofilaments) étaient bien définist leur alignement parallélélous leséléments des
myofibrilles étaient ainsi clairement visibles et intactesa majorité des mitochondries
possédaitune forme deype sphériqualont le diametre excéde souvent 0,5 |De rares
PLWRFKRQGULHYV GH W\SH EKWRQQHWH pOMRIQLIHKMHW Lp EGIHDPYH. Q ¥
HW GIXQH ODUJHXU GH —P /D JUDQGH PDMRULWpP GHV F
La matrice était dense de par son aspect sombre et grisatre. Les crétes étaient nombreuses,
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compactes et bien organisées sous formellammee Cette forme lamellaire est caractéristique
des cellules a haute activitt comme les cellules musculaires. Pour la majorité des
mitochondries, les deux membranes (externe et interne) étaient visibles et bien définies avec

une forme réguliére.

Figure 31 : Sections longitudinalede muscles ddaurade royalé 72 heurepost morten{J3).
A : bande Acrt : créte ;gd: granule denseH : bande H | : bande I)mat : matrice ;me: membrane externe ;
mi : membrane internemit : mitochondrie sar : sarcoplasmeZ: OLJQH = %DUUH GIfpFKHOOH

Les intervallegpost mortem- HW - FRQVWLWXHQW OHV VWDGHV SUpFR
DX FRXUV GHVTXHOV OHV UpDFWLRQV GIDXWRO\VH VRQW P
A J3 [Figure 31]ci-dessuf unedésorganisation des bandest des bandes H été observée a

partir de J3 Une perturbationGH O D O L J QétePdéQI\heS B, lhDE(@ observées
P\RILODPHQWNWG GIHFWYRML.QH QIfpWDLHQW SOXV DOLJQpV |

espace®taientvisibles ente les sarcoméreka morphologie mitochondrialevait également

évolué. Les mitochondries présaient un aspect gonflé. La forme des membranes était
discontine et a certains endroits endommagée. Les cadasntperdu leur organisation et
sont apparues plus étendumsont parfois disparu dans certaines mitochondries. La matrice

avait un aspect plus blanchéatre, pale avec la présence de quelques raresdgasedes

A J4 [Figure 32| page[11§), la situation a légérement évolué par rapport a J3. La
désorganisation des bande®tldes bandes W THVW DRPODQLUQHPHQW SDUDO
lignes Z étaitdavantageperturbé Les espaces entre les sarcoméres se sont accdrdués.
GpJUDGDWLRQ GHV PLWRFKRQGULHY VIHVW pJDOHPHQW Oy

préserdient des ruptures au niveau des membranes.
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/LQWH U pdstOrdrtema également été choisi car il est estimé comme la limite de
transition entre lesVWDGHYV SUpFRFHV jGODDXWEROWIHR WG XHHY VW
GIDOWpPUDWLRQ DVVRFLpHUsis@A@ﬁwalgnq;@uaiyaau,:azmmmHQQH

Figure 32: Sections longitudinalede muscles ddaurade royalé 96 heurepost morten{J4).
A : bande Acrt : créte ;gd : granule denseH : bande H | : bande I;mat : matrice ;me : membrane externe ;
mi : membrane internemit : mitochondrien: noyau;Z: OLJQH = %DUUH GIfpFKHOOH

A J6 (Figure 33| page|119), les bandes | et les lignes Z armmplétement dispariles

myofilaments étaient séverement dégradés. Les mitochondries étaient toutes gonflées La
matrice mitochondriale apparaissait blanchatre, pale. La totalité des mitochondries
présendient des granules denses dans la matrice. Les enéagentdisparu et celles encore
présentes étaient tres dégradées.

Cesimagesde microscopie électroniqueous ontdonc SHUP LV Gé€t pe/ iétieHb
évidenceles changements structuraux des mitochondries de filets de poissons a différents
temps de conservation a 4°C.

A JO (6 h PM[Figure30|paggl1ld OTLQWpPpJULWp VWUXFWXUDOH GHV FHC
HVW FRQVHUYpH /fDUUDQJHPHQW GHV P\RILEULOOHV HVW
entre les smomeéresQalété observé et le collagéétmitencore visible. Ces observations sont

HQ FRUUpODWLRQ DYHF GYDXWUHV pWXGHV GpFULYDQW X
cellules de filets ddaurade royal¢Caballercet al. (2009,|Ayalaet al, (2010,|Ayalaet al,

(2011). Certains auteurs ont obseres mitochondries de cellules musculaires de poisson a

JO (Ayala et al, (201Q). Chez ladaurade royaldfilets conservés a 4°C)e gonflement
GTRUJDQHOOHYV WbHdDes €t b¢ IFetiCukdiv sRreopagsieqdurant lgphase dere

rigor 3 heurespost mortema été mis en évidenc&ne autre étude de ces mémes auteurs

menée sur le bacommun a mis en évidence une rapide évolution de la structure
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mitochondriale (avec gonikeent) a 3 heurgsost mortenfAyala et al, (2005

Roy et al, (2017

'"I{DXWUH SDUV

ont décrit la présence de mitochondries altérées avec des crétes

désorganisées dans des cellules musculaires de thon rouge du PacifigDarss Jibtre cas,

la majorité des mitochondriésJO observées étaient intactes ou tres faiblement altérées.

Figure 33: Sections longitudinales de musclesdaeirade royala 144 heurepost morten{J6).
A : bande Agrt : créte ;gd: granule densdd : bande Hmat : matrice ;me : membrane externemi :

membrane internemit : mitochondriesar: VDUFRSODVPH

%DUUH GYpFKHOOH

/ID FRQVHUYDWLRQ GH OTLQWpPpJULWp PLWRFKRQGULDOH j -
centrées sur les cellules de mammiféfass denieres ont démontré une bonne conservation
GHV VWUXFWXUHY PLWRFKRQGULDOHV SOX\IadAgeual, | KHXUHYV

(2009,|Cheah et Cheah, (19])7,

‘Cheah et Cheah, (19}7,43arksdaleet al, (2010

"IXQ SRLQW

de we structural, il en ressort que les mitochondriedlaerade royalesubissent peu de

changements quelgues heures apres la mort tout comme chez les mammiféres.

A J3(Figure 31

page
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, J4

Figure 32

page
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et J6 (Figure 33|ci-dessu

B NOuUs avons

observé de nombreux dommages au niveau deséibrijles dans les cellules musculaires de
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filet dedaurade royalgAyala et al, (201Q ont rapporté les mémes dommages structuraux des

myofibrilles & J5 dans les cellules musculaireslderade royale dtérations des sarcomeéres
DX QLYHDX GHV EDQGHYV , d@sliyhesL 2D DePIA @ ¥8 \hoGedbFewdtignH H W
VIHVW HQVXLWH FHQWUpH VXU OHV PLWRARKRQGIELHYV TX

membranes fragmentées et la présence de granulessddans la matrice. Ces granules

densesont été observées pawala et al, (2010 a J5 chez lalaurade royalells les ont

qualifié de «dense internal material Leur présenc@ost mortemest égalemenprésentée

dans des mitochondries de mammifé(pancréas de rat, 4 post morter (Kuypers ef

Roomans, (198). Comme évoqué préceédemmeoes granules denses correspondent a des

agrégats de calciufvolf et al, (2017)ont cemmengétudiéla morphologie et les quantités
GYDJUpJIDWYV p&bkknts Dians LeX Pnitochondrié3ans ces travaux, les images de
microscopie électronique ont mis en évidence des dépdts de calcium dont la forme
VIDSSDUHQW H déh¥epoliserioé® Handinotre étude. Lorsque la cellule subit des
GRPPDJHV HQ FRQ GilepetiuRigh SDMUL VHKIFPRSLOHH O TKRPpRVWDVLH

perturbée. Il en résulte une entrée massive de calcium dans les mitochondries causant des

altérations structurales aux mitochondries et par conséquent la libérafemtedes induisant
la mort cellulaire[Dong et al., (2006 /HV PpFDQLYV&sH hd@ty pad Brie \orte

accumulation de calcium dans les mitochondries sont également déciiBopairet al.,

(2012. Nous pouvons supposer que les phégdgnbHY GIDJUpJDWLR Q@ pa@X FDOFL

Donget al, (200§ HQ FR Q GL W L Rsqnht Gifiilaves la pde letrbuvé post mortendans

OHV FHOOXOHV PXVFXODLUHYVY GH SRLVVRQ TXL VRQW pJDOt
Une comparaison entre les images de MET de-$A¥F de cellules musculairee filets de

daurade royalg@ermettent de mettre enidgnce quelques différencesfXQ SRLQW GH Y)
général, les mitochondries de filets daurade royalesont de plus grande taill@avec un

contenu matriciel plus densée ratio entre le nombre de mitochondieet le volume

cellulaire est également plus &edansles cellules musculaires de filaf.esobservations

nous laissent supposer qu® Y D F Wwhltochowdpale serat plus importante dans les
mitochondries de filejue dans les cellules SAF

A ce niveau, au vu des données microscopiques, nous poswppsseruelesfonctions et

I'intégrité mitochondrialesont conservés et analysabkea JO (3 h PMtout comme dans

O T pWB&KId@ekt al, (201Q. Dans ce sengGapres les images de microscopié3, J4 et

J6, les fonctions et l'intégté mitochondrialesont négativement impactéettant donné les

nombreuses altérations structurales miiea évidence a ces temps de conservatiost

mortem

120



&HV UpVXOWDWY RQW IDLW OTREMHW FGofi)XCRerisiyAonakelH GH OL

page=207 .

Les chapitres suivants vont ainsi expokes expérimentationsPHQpHYV VXU ©1DQDO\

fonctions etde l'intégrité mitochondrialepost mortendes cellules musculaires fitets de
daurade royaleLa lignéecellulaire SAF1 a serviGH PRGQqQOH GIpWXGd#e GH Upl

témoin dans le développement de nos méthodologies.

[I. Evaluation du potentiel membranaire mitochondrial ( 0U,) sur
cellules entieres

Le travail sur les lignées cellulaires SAFa pour objet d HV W le® Hdodctions
mitochondriales et denettre en évidencéa dissipationdu @ G, par le choixde drogues
cibléesDILQ GTpWDEOLU XQH PpWKRGRPRVUX B HD S SIGULARIE & U MV H(
royale Le GU, est un composant de la force protomotdce représentein élément majeur

et essentiel dans le processus de phosphorylation oxydtjeee égalemenun réle dans
OTKRPpRVWDVL # j P WRYHiBGo@EEP Bichondries dysfonctionnellBg

plus,il constitueune force motrice pour les ions et les protéinesgtinécessaingour le bon
fonctionnement des mitochondriggofovaet al, (201§ /THV WL P DWésRaphsiuK

bon indicateurdesfonctions etde l'intégrité mitochondrialesDans un premier tempgaous

avons étudién vitro en test préliminaire l&(, chez la lignée cellulaire SAF atraversdeux

approches la microscopie a fluorescence et laaryétrie en flux.

A. Microscopie a fluorescence

Les cellules SAR ont été analysées par microscopie a fluorescence (MF) aprés marquage
avec la sonde de potentiel membranaire Rhodamine 123. Cette derniere a émergé dans les
années 1980 et y a été grandemeilisé chez des cellules de ammiféres (rat, souris,

humain) A notre connaissance, aucune publication ne recense une étude du potentiel
membranaire mitochondrial par microscopie a fluorescence chez des cellules de poisson.

Le potentiel membranaire a é@UWLILFLHOOHPHQW DOWpUp HQ XWLOLYV
soit a dfférentes concentrationg-igure 34|pagg12, VRLW j GLIIpUHQWAMAWHPSV C
concentration fixgKigure35|pagel23).
Les cellules ont été marquées a différentes concentrations de CCCP (10/20/50/100/200 pM)

durant un temps court de 20 minufeggure 34). Dans le cas ou leslules sont non traitées
Figure34A° OHV PLWRFKRQGULHYVY DSSDUDLVVHQW VRXV IRUPH
tout le long de la cellueFRPSDUDEOH DX[ RE vamtériemnggﬁgomtcam pWXGHYV
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(198Q,|Hollenbecket al., (1989,|Chen, (1988 (Lum et Nagley, (20083. Ce réseau délimite

le noyau de forme sphériqu€e derner occupe dans la plupart des cellulesne positbn
centrale dans le cytoplasme.

Figure 34: Microscopie a fluorescence de cellules SAmarquées avec la sondbodamine 123 apres
traitementau CCCP a différentes cogntrations
Les cellules ont été traitées avec différentes concentrations de @TEBn temps de contact de 20 minutes

A : 0 uM, contrdle négatif B:10 uM
C:20uM D :50 uM
E: 100 uM F:200 uM

Aprés traitement au CCCP, les cellules ont étéqmées avec 10 pg.miLde Rhodamine 123. Les espaces 80ir
j OTLQWpULHXU GHVY FHOOXOHYVY FRQVWLWXHQW OHV QR\DX[ FHOOXODLU
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La forme tres allongée caractéristique des fibroblastes est ainsi bien mise en évidence par le

réseaumitochondrial marqué a la Rh128ejles que soient les concentrations croissantes en

CCCP|Figure34(B, C, D, E, F)Dans ces conditions, le réseau mitochond@a$t impacté
THISDUWLU G 1 XQ He Ebnsdritvatiol d&RCCGRS0 uM (Figure34D, E, B. Le
UpVHDX PLWRFKRQG UL D Oni@dndatiéma&8OfdaymdntéOdn fathiétd X [

différentes tailles éparpikédanseé cytoplasme et non connectésdé hautes concentrations

de CCCP (10@t 200 uM), certaines cellules présentent un aspect rabougri et par conséquent
paraissent plus petites que les cellules non traitées. modifications morphologiques du

réseau mitochondrial sont également observées chez des cellules traitées a iaecaahic

infectéespar le virus du arcome de Roust marquées a la Rh123ofinsoret al, (1980Q).

Ainsi, lorsque que le réseau de mitochondries est altéré, il subit des modifications
PRUSKRORJLTXHYV YLVLEOHV DYHF OfXWhahikan2wilaRQ GH

(1999, |Lum et Nagley, (2003. Pour toutes les concentrations de CCCP testées, aucun

LPSDFW VXU OYLQWHQVdbbsepvaBlel IOXRUHVFHQFH QTHVW

Figure 35: Microscopie a fluorescence de cellules SBmarquées avec la sonde Rhodamine 123 apres
traitement au CCCP a différevit WHPSV GTH[SRVLWLRQ
Les cellules ont été traitées & une concentration fixe deM.@eqi CCCP (B, C, D) durardifférents temps
GIfH[SRVLWLRQ
A : 0 min et contrble négatif B : 20 min
C:3h D:24h
Apreés traitement au CCCP, les cellules ont été marquées avec 10'ideriRhodamine 123.

123



ITHITHW GX WHPSV GTH[SRYV Lt\#é &uieleK eXp&satt 18 ehiROR1 P H Q
a 10 uM de CCCP duranb2min, 3 heures ou 24 heur¢sigure35(paggl123. Comme décrit

précédemment, une exposition d@ ghinutesa une cooentration de CCCP d&0 pM
QIDIIHFWH SDV @ Hyure BBy RPpartk gk B heures de traitement, quelques
cellules présentent des signes de fragmentation du réseau mitoch@ C). Apres
KHXUHV G Y HK[gatd majort€) des cellules présente un réseau mitochondrial
fragmenté avecane tendance a étre réorganésdour du noyau et non plus sur la totalité du

cytoplasmgFigure35|D). De plus, certaines cellules ont perdu leur aspect longiforme. Aucun
FKDQJHPHQW GYLQWHQVLWpPp GH VEXRIQH®HNQWH PEWH GWH REF
FRQFOXVLRQ OD VRQGH 5KRGDPLQH eXdEDCE deJnéselll ILF D F F
mitochondrial des cellules diaurade royal8SAF1 en utilisant la microscopie a fluorescence.

Lorsque que le potentiel membranaire mitochondrial est altéré avec un agent découplant de
référence comme le CCCPddférentes concentratiorsu différents temps, la fragmentation

et le réarrangement du réseau mitochondrial sont nettement visibles. Toutefois, aucun
FKDQJHPHQW GH OJLQWHQVLWp G Hles$que BoehHa/dohtenEaiio® THV W |
RX OD GXUpH GYH[SRYWWLREB GNO WUPURWPRISLH j IOXRUHV
OYDSSURFKH OD SOXV DSSURSULpH SRXU PHVXUHU GHV L
potentiel membranaire mitochondrial de cellules SIABar cytométrie en flux a été réalisée

en complément.

B. Cytométri e en flux

1. Marguage a la Rh123 par cytométrie en flux

Les cellules SAH ont été traitées esuspension a des différentes concentrations en CCCP
identiques a cellestiliséespour la microscopie a fluorescenc&0/2050/100/200 uM Deux

types de représenf LRQV RQW pWp FKRLVLHV DILQ GIDQU®\VHU O
représentation graphique de la structigranularité)des cellules SAR (sidescatter (SSC))

versuda fluorescence de la Rhl{Bi(gure%A pagel29 et une représentation graphique du

nombre de celluke SAF1 versusla fluorescence de la Rh13Bidgure 36|B). Pour chaque

représentation graphique, une zone a été délirafieale localiser les cellules SAFa faible

potentiel membranaire mitochondrial a partir du profil obtenu avec lkdesenon traitées

(contréle).

Les résultats obtenus par cytométrie en flux démontrent que les traitements CCCP a
GLIIpUHQW hhpaceir Was ¥ rv§du de fluorescence de la Rh123. Aucune variation de
OfLOQWHQVLWp GH IOXRUHVFHQFH QTfHVW REVHUYDEOH SRX
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Ainsi, les résultats de cytométrie en flux sont en corrélation avec les résultats olaenus p
PLFURFRSLH j IOXRUHVFHQFH ,0V FRQILUPHQW TXH OD 5|

sensible pour évaluer |& , des cellules SAH.

Figure 36: Estimation du potentiel membranaire mitochondrial des cellules Siihitées a différentes
concentrations de CCCP aprés marquage a la Rbdr28/tométrie en flux
Les cellules SARL ont ététraitées a différentes concentrations en CCCP (10/20/50/100/200duiht 20
minutespuis marquées avec 10 pg.thide Rh123. Deux représentations graphiques ont été réalisées
représentation graphique de la structure (granularité) des cellulesl S8iHescatter (SSC))versus la
fluorescence de la Rh123 (A) et une représentation graphique du nombre de cellulésvE&iEs la
fluorescence de la Rh123 (B). Les résuleaggosésont représentatifs de trois expérimentations indépendantes.

Des donnéesde littérature exposent ce manque de spécificeRh123 est décrite comme
une sonde non spécifique au y, GX IDLW GH VRQ LQWHUDFWLRQ DYHF ¢
réticulum endoplasmiqugCtttetRousselleet al, (201]). |Salvioli et al, (199%) ont

egalement mien évidencde manque de spécificité de la sonde Rh123 en supposant des
interactions de la sonde avec des cosapts de la membrane interne mitochondral

autres sites de fixation énergrelépendarst Ills ont en effet observé par cytométrie en flux un
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tres faible effet du FCP (concentration 250 nM et temps de traitemer? a 8 heures), un
homologue du CCCRyur la lignée de cellules humaines U937.

Ces résultats montrah TXH OD 5KRGDPLQH HVW XQH VRQGH HIIL
réseau mitochondrial tel que sa morphologie et son organisation dans la cellule. Cependant, la
capacité de la Rh123 a évallepotentiel membranaire mitochondrial des cellules -3Adst

limité du fait de sa faible sensibilit6.0 VDY @YX W XGILVDWLR @Ille5 flieXeVUHV V
5HG &0;5RV SHUPHWH i &Wplus fmvetieeL HU O

2. Marguage au Red CMXRos par aytétrie en flux

Le O ,,des cellules SAH a ainsi été estimé en utilisatd sondeRed CMXRosavecdes

conditions de traitements CCCP identiqaeselles utilisées pour le marquager laRh123.

Deux types de représentations graphiques ont également iégergpgHigure37|paggl27).
- SDUWLU GIXQH FRQFHQWUDWLRQ GH —0 GH &&&3 OfLQ

diminue démontrant une baisse @un,. La représentation graphig@exposant la structure des

cellules(ssc)versusla fluorescence du Red CMXRos permet de mieux visualiser la baisse de

fluorescence suite aux traitements CC{ERyre 37|A) par rapport a la représentation du

nombe de cellules en fonction de la fluorescenffleigyre 37|B). Les différentes

concentrations testées de CCCP (D0 uM) impactent de facon équivalentede,.

Les expérimentations réalisées sur les cellules-BAAat permis de mettre en évidence le
PDQTXH GH VSpFLILFLWp GH OD Bl - SRMWYHPYBD O XDWWRGE
&0;5RV VIHVW PRQWUpPH VHQWILEOH GDQV OfpYDOXDWLRQ G
& HV U pV XWdpeEihinai@upaient dd nous permettre de mettre au point une méthode

afin de mesurer les variations dut}, sur des cellules extraites de filet de daurade royale.

/IH FKRL[ VIHVW SR UWjp GG LOSTR M WEN 6 KVdauidenogle@H ILOH YV
différents intervalles de temppost mortemen utilisant la sonde Red CMXRos. Les
adipocytes sont des cellules nombreuses dans le filet de poisson et facilement extractibles.
Leur analyse par cytométrie en flux est également exposée dans la t&t@
(2014). Toutefois, des contraintes techniques et logistiques ne nous ont ipés gereéaliser

cette approcheContrairement aux cellules AL, les adipocytes sont des cellules fragiles
supportant mal le transport. La plateforme de cytométrie étant située a 120 km de notre
ODERUDWRLUH OHV FHOOXOHV pWDLHQW IRUWHPHQW DO
plateforme.Une analyse denicroscopie a fluorescence des cellules SAmarquées au Red
&0;5RV QYD pJDOHNPHKY W pPHOAWDEOH pWDQW GRQQp OTDEVH

nos microscopes.

126



Figure 37 : Estimation du potentiel membranaire mitoctidal des cellules SAR traitées a différentes
concentrations de CCCP apres marquage au Red CMXRos par cytométrie en flux

Les cellules SAR ont été traitées a différentes concentrations en CCCP (10/20/50/100/206ugevhy 20
minutespuis marquées ave®Q nM de Red CMXRos. Deux représentations graphiques ont été réalisges
représentation graphique de la structure (granularité) des cellulesl Saescatter (SSC))versus la
fluorescence du Red CMXRos (A) et une représentation graphique du noelwedldes SAFL versusla
fluorescence du Red CMXRos (B). Les résultatgposéssont représentatifs de trois expérimentations
indépendantes.

Etant donné ces contraintkgjistiques et techniqugesous avons orienté nos recherches sur
O TpWXGEGHeBXRFKRQGULHY LVROpHY H[WUDLWHY GHULOHWYV |
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GH PLWRFKRQGULHV LVROpHV QpFHVVLWH OfTXWLOLVDWL
VSHFWURIOXRULPqQWUH 'DQV XQ SUHPLHU WHPSV QRXV D\
mitochondries de cellules SAF er de filets de daurade royale grace a des mesures
GTR[\JUDSKLH

[ll. Evaluation de larespiration de mitochondries isolées

A. Lignée cellulaire SAF -1

Les acquisitions réalisées en oxygraphie nous permis G { p W XaGredpitation des
mitochondries isolées deellules SAF1 et de mettre en évidence la qualité de notre
méthodologH GYH[WUDFWLRQ .GH Mgtﬁdﬂ\ﬁ"@k—d’e&d@@lﬁﬂre ldn/exemple

G 9D F bXdevedire<GIR[\JUDSKLH

Figure 38: Exemple de suividaa FRQV R P P D W L RI®@mitofvndrie®isblées de cellules SApar
oxygraphie

La courbe noiH FRUUHVSRQG j OfpYROXW L RDJIEBE de Deté eoQifetHQridgspdddaLiR Q G 12
courbe en pointillésLes nombres disposés le long de la courlmére en grasconstituent lestaux de
FRQVRPPDVW ({dRQdeGrgspirationa chaque état respiratoire& H JUDSKLTXH HVW UHSUpVHC
expérimentation.
Une ligne de base est enregistrée durant deux minutes avec le tampon de respiration seul dans la chambre
GILQFXEDWLRQ FRPSOpWp GH JOXWDPDWH PO PDODWH PO HW VX
0,2 mg.mL* de mitochondries isolées sont ajostédoutes les deux minutes, ont ensuite été ajoutées
consécutivement les molécules ADPnfM), CAT (5 uM), cytochrome ¢ exogéne (10 pM) et CCCP (2 uM).

Dans un premier temps une ligne de base est acquise avec le tampon de respiration contenant
les substrat respiratoires glutamate, malate, et succinate. Ainsi, durant 2 minutes, la stabilité

du signal est vérifiée. Ensuite, les mitochondries sont ajoutées a une concentration de 0,2
mg.mL™. Le taux de la respiration basale était de 38®| O,.min*.mg* protéines. /TDMR X W
G1%$'3 HQ a&ldrisgivé stimulda respiration(état 3 HQ DXJPHQWDQW OYDFWLY
synthase/H WDX[ GH UHVSLUDW L R @l Ox5mpriiirbghproteites DALPArIG H
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de trois expérimentations réalisgéstaux de cCQVRPPDWLRQ GTR[\JgQ@8 HVW HC
fois SOXV LPSRUWDQW D'BE\UIanAIX(I:ﬂdbM@JFWB @TEQ@QYHUVH OH &%$7
fortementOH WUDQVIHUW GT$'3 YW USD O CF R Q WERTPKHREME WOLTHD HW L Y L
entrainantXQH GLPLQXWLRQ GH OD FRQVRPPDWLRQ GTR[\JgQH

QIpWDLW SOXV FRXSOpH j OD VIQWKgqVH Gf$73 /H WDX[ GH

3,43nmol O,.mint.mg* proténes.

Tableau IX : Données résumanta respirationde mitochondries isolées de SAFa partir de trois
expérimentations indépendantes

TDX[ GH FRQVRPPDWLRQ GYR[\JgQH 2&5 rgsgrationphdda/@DP\épt\§ ATy, UHVSLUD
RCI (Respiratory ControlndeX et stimulation de la respiration par le cytochrome ¢ exogene. Les taux de
FRQVRPPDWLRQ GYR[\JgQH V,RDinng! §s pratémey mHa@h@@iRies 2

/IfDMRXW GH F\WRFKURPH F aleRsfim@eatonGig® RpivdtiomMCet® H |
GRQQpPH LQGLTXH XQH IDLEOH DFWLRQ GX F\WRFKURPH F H]
GH OD PHPEUDQH H[WHUQH PLWRFKRQGULDOH HVW SU
expérimentations indépendantes, la stimoiadela respirationest de 13,2 + 5,2 %. Entre 5

HW GIDXJPHQWDWLRQ OD VW LIR XsSpbatibhésQcotskiereaW R FK U
négligeable LYLQWpJULWp GH OD PHPEUDIQJt-heHd\WtI-aU@ZBIOEIlD-IVW SUp
/IIDMRXW ILQDO GX S U R@I&dpdiSide pridto@stetittanGaingiVal.chute du

potentiel membranaire moichondrial. Afin de compenssf HWWH SHUWHchaeD FWLY L'
respiratoireest poussée a son maximum em@at une forte coBRPPDWLRQ GYR[\JgQH

TableaulX|ci-dessusSUpVHQWH OHV YDOHXUV PR\HQQHV GHV WDX|

différents états respiratoires, @®CI (index de contrblerespiratoirg¢ et du pourcentage de
stimulation du cytochrome ¢ obtenues sur 3 expériences indépendantes. Les variations des
WDX[ GH FRQVRPPDWLRQ GYR[\JgQH j GLIIpUHo@Was pWDW\
molécules ADP, CAT et CCCP mettent en évidence le bon fonctionnementhaitede
WUDQVIHUW GHV pOHFWURQV FRXSOpH j, 0D/ f'DpMpMgeVH G137
mitochondrial.

Les donnéesGIR[\JUDSKLH DFTXLVH \Mlai2YS3AF1 GhDdénbrx@ mike F H O O
SURWRFROH GTH[WUDFW LsRl@iors ehtidRieEW mEofioadvies Qdlddés X&) H
cellules SAFL DSWHV j FRQVRPPHU OYR[\JgQH GDQ\Wx@&tapheUH QW V
D SHUEBWNMer@ID FRQVRPPD&d PaQ da3 hitdeondries isolées cddlules
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SAF-1 utilisées comme modele deréférence.En effet, la respirationest nécessairement
conservéedan& HV PLWRFKRQGULHY H[WUDLWHYV G9X688VHREQH F
des méthodologies développéekez les cellules SAF SR XU O Y daVrEspiratiod H

mitochondrialea ensuite été appliqué aux cellules musculaires de filetautade royale

B. Cellules musculaires de filets de  daurade royale

/ID PHVXUH GH OD FRQVRPPDWLRQ GYR[MUYWRH SN WRA{ GILUHL
respiration mitochondrial HW SDU FRQVpT XlEXQ fdhctiGh§ pé&t DID&dHitéd
mitochondriales(Q SDUDOOgqOH OfYR[\JUDSKLH QRXV D SHUPLV GH

des mitochondries de filets de daurade royale. La regpirdé mitochondries isolées de filets

dedaurade royala été évaluépost mortenma différents tempsedconservation a 4°(Figure
page/131] et|[Figure 40| page[139). La[Figure 39 LO O X VW U H p@&tpdtRmiX /L R Q
respiration de mitochondries isolées de filets de daurade royale a différents temps de

conservation pourne cinétique type (aJ0; b: J1; c: J2; d: J3; e: J4). A JO, dans le cas

GH FHWWH H[SPpULPHQWDWLRQ OH WDX[ GH UHVSLUDWLR?
PLWRFKRQGULHY GDQV OD FKDPE bhil Gfrlird.mEpbowWieR Q pWDI
/IfpWDW D GpEXWp DSUgV DMRXW GH obdfirker8spiratdire@® SOLILH
DXJPHQWDQW OfYDFWLYLWp GH O7$73 VIQWKDVH bl WDX[ G
O..mint.mg* protéires /fDGGLWLRQ GH &$7 poffekins EitabHanttiaus ¢evV W U D (
nucléotidesadénylique¥ D EORTXp OYHIIHW GH Of$'3 /H wWibo[ GH UH
O,.mint.mg* protéires DSUqV DMRXW GX &$%$7 /Y{DGGLWLRQ GH F\WRF]|
aucun effet de stimulation de la respiratimitochondriale démontraria conservation de

OfLQWpJULWp PHPEUDQDLUH GHV PLWRFKRQGULHYV j - /9L
—0 GH OfDJHQW GpFRXSODQW &&&3 D DXJPHQWmMoIEUXWDO

O,.min".mg* protéires) en pertubant le i . Ces résultats obtenus & JO ont été comparés

avec les respirations mitochondriales enregistrées griglir¢ 39\b), J2 [Figure 39|c), J3
Figure39|d) et J{Figure39e). ' H - j - OHV DGGLWLRQV VXFFHVVLYHV

CCCP ont significativement impacté la respiration mitochondriale. A J4, les effets de ces

molécules atient trés faibles démontrant un découplage mitochon@lO a J4, le taux de
UHVSLUDWLRQ j OfpWDW E DV D O niol Mytdif'th@ Vinptéines). CERQW U H
résultat est également valable pour le taux de respiration sous action d(6@@ATontre

16,21nmol O..mint.mg* protéines) = OJLQMHUYH GH WDX[ GH UHVSLUDW
progressivement diminué en passant de 3yl O..min“.mg* protéines & 24,22mol
O,min“mg* SURWPLQHV 'H - j - OTYHIdKWspBatioRr mitoRrHorddaReP H F V|
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est trés faible (<5 %) voire nul. A partir de J3, une stimulation de 10,9 % du taux respiratoire
D pWp REVHUYpH SDU UDSSRUW j OfpWDW EDVDO - - OI
SOXV LPSRUW D Q \augmBnYakidr. GY

Figure 39: Evaluation de la respiratiopost mortente mitochondries isolées de filetsdkurade royalear
oxygraphie a différents temps de conservation

Pour chaque graphiqué&) D FRXUEH QR L UdtutiobnHi8 |3 gahEe@tiatidn enfigargene (UM). Sa dérivée
(courbe en pointill§ représente leWD X[ GH FRQV R RtRUR \WesgRa@oinS(®2 nmol Q.min".mg*
protéines). Chaque graphique représente un intervalle de faspmortem a : JOb : J1, ¢ J2,d:J3,e: J4
&HV JUDSKLTXHV VRQW UHS U pheHighavde Basd ¥st @rffegidtiee ldidum ddulkd Qifutes avec
OH WDPSRQ GH UHVSLUDWLRQ VHXO GDQV OD FKDPEUH GYLQFXEDWLRC
succinate (3nM). Aprés stabilisation du signal, 0,2 mg.thte mitochondries isolées sont ajoutées. Toutes les
deux minutes, ont ensuite été ajoutées consécutivement les molécules &MY, (TAT (5 uM), cytochrome ¢
exogene (1QM) et CCCP (2 uM)

/ITLQWpJULW pe EsH&risiUmpadEe u cours de la conservatast mortem Ces
UpVXOWDWY GIYXQH H[SpULPHQWDWLRQ RQW GpPRQWUp T
LQIRUPDWLRQV FR Q F HarespiratdhmdtponRialeoastinio@endettellules

de filets dedaurade royaldl est intéressant de constater une hétérogénéité au niveau des taux
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de respiration calculés. Dans le cas de cette cinétique, nous pouvons observer des taux de
UHVSLUDWLRQ SOXV, mOdrefple T X-HOT XKH- VR L Watdg. PalbW GH L
expliquer cela, rappelons que les extractions ont été réalisées pour chaque jour de
conservation a partir ddLOHW YV G LI p U HidwWidos SittEre Nt ArSi Qavatafilite

intrarspécifique est a prendre en considération. Les fometimitochondriales mais

également les appareils de mesure (oxygraphe, fluorimetr&)trés sensibles aux conalits

expérimentales telles que lk@mpérature, OD S UH V VHuRiQité.RIX edD {mpossible
GIDIILUPHU TXH FHV FRQGLX\WLRMRXYRQOW DLW QM LTXBIY GR
Malgré ces differences constatées, il en ressBlR XU OTHQVHPEOH GH QRV FLC

respiration mitochondriale est fortement et significativement altérée a partir de J4.

La Figure40|ci-dessousLOOXVWUH OD UpSpWDELOLWp

page
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Figuresy

H[SpULP

a travers3 a 5 répétitionsselon les condition /TpYROXWLRQ GHV WDX[ GH
OfpWDW EPMEBDW HW VR MudbréeVgar R@&éﬁfférents temps

de conservation a 4°®e J0 a J3, WD X[ GH UHVSLUD#4$BIQCATONieWDW ED)\
peu varié. & étaiert en moyenne d&046 + 0, 497 nmol O,.min.mg* protéinesSRXU O fpW D W
basal et de 80 + 0,81 nmol O,.min*mg* SURWpPLQHV SRXU OfpWDW UHVSLL
CAT. A J4,cestaux de respiratioont considéralement augmenté en atteignast93+ 5,38
nmol O,.min".mg* protéinesSRXU O Tp W D W +BB& MhdICHMin.mg* protéines
SRXU OfpWDW UHBQBEBWRDQOQM &8 WDX[ GH UHVSLUDWLRQ

significative fut observée & JO et J4 (33,78 8,125 nmol O,.min*.mg* protéines contre

17,73 + 8,18 nmol O,.min">.mg* protéines).

Figure 40: Taux de respiratiorb@sal état 3 elCAT) et index de contr6le respiratoire (RCI) de mitochondries

isoléesdedaurade royala différents temps de conservation

Le seulcercle rempli eblanc(RCI) représente la valeur qui est significativement differeles valeurs acquises

a Jo, J1, J2t B. Les dagues représentent les valeurs quoi significativement diférentes.Le T-test pour

échantillonsmdépendants a été appliqué (R8) N=35).
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'H - j- OHV WDX[ GH UHVSLUDWLRQ j OfpWDW EDVDO HJF
GX &$7 pWDLHQW VLJQLILFDWLYHPHQW GWIIBYRa QW GDXQW DX
ADP significatif sur lachaineUHVSLUDWRLUH HW OH FRXSODJH GH OD F
VIQWKDVH = - OHV WDX[ GH UHVSLUDWLRQ GH OfYfpWDW ED
QIpWDLHQW SDV VLUHQWAD X YWHP X[Q@&HGULHNSLUDWLRQ j O
le découplage mitochondrial fTLQGH[ GH FRQWU{OH UHVSLUDWRLUH 5
calculé pour chaque jour de conservatiol FDOFXO GX 5&, HVW WUqV LQIRU]I
O 1 p W D Whel Be® mitdthBr@ries. En effet, La baisse du RCI est associée a la dysfonction
mitochondriale |Brand et Nicholls, (20]]}1. De JO a J4, une diminution du RCI était
observable. A J4, le RCI était significativement plus faible que le RCIZ 1104 0,71 conte

1,30+0,15 UHIOpWDQW OYDOWpPpUDWLRQ GHV IRQFWLRQV PLWRF
Il est intéressant de noter que chez les mitochondries de SABHV WDX[ GH UHVSLUDYV
EDVDO j OTpWDW HW j OTpWDW VRXV DFWLRQdeXd&$7 VRQ
ILOHWYV GH GDXUDGH UR\DOH j - &HFL SHXW V{H[SOLTX

morphologiques décrites dans le premier chapitre. Toutefois, les valeurs de RCI restent trés

proches démontrant un effet ADP équivalent chez les deux modéles.
La |Figure 41| [ci-dessous LOOXVWUH pJDOHPHQW OfpYDOXDWLRQ C
PLWRFKRQ G Ultign@éicysobHdoneft@xdgene.

Figure 41 : Stimulaion dela respiratiorde mitochondries isolées daurade royalpar le cytochrome ¢
exogene a différents temps de conservation
Les dagues indiquent les valeurs quitssignificativement différentesP<005; N=4-8.

S3RXU OTHQVHPEOH G i shii@atiod da 14 FeSpirdt@i(edtieJ,70 et 8 %) a
pWp REVHUYpH DSUqV OYDMRXW GH F\WRFKURPH F H[RJgQ!
UHV S L U BtithaRa) UneCafijgmentation comprise entre 5 et 15 % est considérée normale

et acceptablgKuznetsowet al, (2009). A partir de J3, le taux respiratoire a augmenté de plus
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GH DSUqQV DMRXW GX F\WRFKURPH F [térgtion dé V&l j -
PHPEUDQH H[WHUQH PLWRFKRQGULDOH HW GRQUEsGH OfL
DQERDO\WHV GTR[\JUDSKLH RQW SHUPLV GH YDOLGHU QRV SU|
effet, les graphiques obtenus pour les mitochondries5ARt GpPRQWUp OD SUpVHQF
DFWLYLWp UHVSLUDWRLUH HW OD FRQVHUYDWLRQ GH Of
mitochondries extraites de filets de daurade royale, la conservation des fonctions et de
OTLQWpPJULWp PLWRFKRQGULDPHGEXROWRVERPRQMW U@ 1 HD[T\HU |
PLWRFKRQGULHV 'H SOX\W @¥pdnti® Hn maidtipoy la TespiratoX

durant 72 heurepost mortemA partir de J4 (96 h PM), la respiration est significativement
impactée. Des études menées sur des HIRQ GULHYV H[WUDLWHV GH PXVFO
(conservé a 4°C) ont également mis en évidence, par oxygraphie, la conversation des
IRQFWLRQV PLWRFKRQGULDOHYV UHYV Sbdt mmerﬁjw GH Of
Cheah, (197J1|Cheah et Cheah, (19}3.4Les parametres ADR2 5&, HW OD UHVSLUDWL
3 sont significativement impactés a partir de 96 h|Ekkah et Cheah, (19117ctonduent que

96 hpost morterrest un temps de conservation critique. Nos résultats obtenus en oxygraphie
chez les mitochondries de filets de daurade royale sont en corrélation avec les observations de
MET. Ces dernieres avaient en effet démontré des altésaioportantes des membranes
mitochondriales a partir de J3. Or, une stimulation importante de la respiration par le
F\WRFKURPH F H[RJqQQH ! D pWp REVHUYpH j - GpPRQW
mitochondriales externes. Les importantes altératin niveau des crétes mitochondriales
(disparition, désorganisation) observées a partir de J4 et davantage accentuées a J6 sont en
corrélation avec la forte diminution de la respiration enregistrée a partir de J4 par oxygraphie.
En conclusion de ce chapitH OfpWXGH GTR[\JUDSKLH QRXV D SHUPL
G I H[W UWemiwdhéh@iesSRXU OH PRGgOH G1pWXepouCes filetsigeUH Q FH
daurade royale En parallele, une baisse dela respiration et donc des fonctions
mitochondriales été démontrée a partir de J4.
&HV UpVXOWDWY RQW IDLW OYREMHW Feofi)CQemisiyronakeH GH OL
page207.
Une étude dud U, a ensuite été réalisée daeschapitre suivant afin dmmparerO fpY RO XW LR G
post mortendu 00U, des mitochondries de filets diurade royaleDYHF OfpYROXWLRQ

respiration mitochondriale
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IV. Evaluation du potentiel membranaire (0 U) par fluorimétrie

A. Evaluation du 0 |, par fluorimétie DYHF OYDSSDUHLO 6DIDV

1. Lignée cellulaire SAR

Dans un premier tempsVRXW FRPPH SRXU OfpVWiKGHteRND&MENRL TXH (¢
modele de référam, la ligné cellulaire SAR : ceciafin de développer une méthodologie et

de valider son efficacitdPour cela, la sonde fluorescente Rhodamine 123 a été utilisée a une

concentration de 50 nM en modequenching> (Perry et al, (201]?). Nous avons vu

précédemmergue la sonde Rh128ait peu efficace pour évaluer (8, des cellulentiéres

telles queSAF-1. Toutefois,la Rh123démontre une bonne efficacéir une populationle

mitochondries isoléefBarksdaleet al, (201Q,|Emauset al, (1989,|Baraccaet al. (2003).

Les interactions nogpécifiquesie la Rh123ont limitées et facilement discriminables.
ITLQWHQVLWpP GH 10 XR UdyhéE th@srdds @itbclividrisKisoléds@e-SAF

été mesuréd Y HF O D S SX{2hlud IXO (FegDrel@ YA pagel36). La fluorescence de la
Rh123mesuréeest directement liée a la valedu 0 . En mode« quenching», dans le cas

Re OHV PLWRFKRQGULHY VRQW LQWDFWHY OD VRQGH VIDEF
suffisante pour former des agrégats. Il en résulte une extinction des émissions de fluorescence

de la sonde agrégéee fHVW OH SKpQethyigH CecHexplique la baisse de
IOXRUHVFHQFH HQUHJLVWUpH SDU OH VSHFWURIOXRULPqW
tampon de respiration contenant des substrats respiratoires et la|Rigl2842|A). Lorsque

O71$'3 HVW DMRXWp OD V\QWKgVH GY$73 DXJPHQWH &HWW
SURWRPRWULFH HVVHQWLHOOH j OfDFWLYLWp $73 VIQWKD
membranaire mitochondrial aboWLVVDQW |j XQH EDLVVH GH OfDJUpJD\
FRQVPTXHQW XQH DXJPHQWDWLRQ QB MRPMY WEHD \&ISWpV & ES
OfDFWLRQ GHpOMBPEOHW2@H SRWHQWLHO PHPEUDQDLUH PL'
nouveau et la fluoreddQFH GLPLQXH /{DMRXW ILQDO GH &&&3 GpSR
mitochondriale entrainantla chute du potentiel membranaire mitochondrial. Dans ces
FRQGLWLRQVY OD VRQGH HVW UHODUJXpH GH OD PLWRFKRC(
G € j«@nfjuenchingg GH OD VRQGH ,0 HVW DLQVL SRVVLEOH GfpVYI
membranaire de mitochondries isolées de -SAEn temps réel sur un délai de 12 minutes
GIYDFTXLVLWLRQ /D GLPLQXWLRQ GITLQWHQVLWpP GH 10>
PLWRFKRQGULHV QYHVW SDV 0X.,QEM Xffé kA Govidel RIEAXBWBUE OH D
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LOQWpJUHU OHV PHPEUDQHY GYDXWUHYV RUIJDQLWHY FRQWHC

tels que le réticulum endoplasmique.

Figure 42 : Evaluation du potentiel membranaird IJj) de mitochadries isolées de cellules SAFpar

IOXRULPpWULH DYHF OYDSSDUHLO 6%$)%$6 ;HQLXV ;&

(A) Représentation graphique de trois expérimentations indépendantes du suivi de la fluorescence de la

Rhodaminel23 avec le smgrofluorimetre SAFAS Xenius X (B) RepréseWDWLRQ VRXV IRUPH GTKLV

GH OTLQWHQVLWp GH IOXRUHVFHQFH GH OD 5K s L intd§ieswileRQ GH C

IOXRUHVFHQFH PHVXUpHV j OTpWDW EDVDO DSUqV DMRXW GH Of1%$'3 RX

de fuorescence obtenue aprés ajout du CCCP. Les astérisques indiquent les valeurs significativement

différentes Le T-testpour échantitbns indépendants a été applidB&005; N=3).

Ainsi, cette intégration non spécifique provoque une interféreateparticgpe au
«guenching» de la sondeCeci expligue également pourquoi aprés ajout du CCCP, le signal

de fluorescence ne dépasse pas la valeur de la ligne deCma®e. fait, les niveaux de
fluorescenceenregistré a différents états respiratoires ont éténradisés par rapport au
niveau de fluorescence obterapres ajout du CCCP (ét&) (Figure 42B I MTDFWLRAQ

dépolarisante du CCCP est en effet spécifiggemitochondries.
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La rationalisation des niveaux de fluore & H SDU UDSSRUW DX &&&8 SHUPH
mesures spécifiquetu 0 . Les résultats obtenus avec les mitochondries de cellulestSAF

ont démontré quelsondeRh123est tres sensible sur mitochondries isolées. Ses propriétés de

« quenching» mettentsignificativementen évidence les variations du ,, de mitochondries
isolées.Cette méthodologie a ensuite été appliquée aux mitochondries isolées de filets de

daurade royale

2. Cellules musculaires de filets daurade royale

Le 0 , de mitochondries isolées de cellules musculaieedildt de daurade royale été

estiméa différents temps de conservatipast mortemavec la sonde Rh128a|Figure 43

pagel38présente les résultats obtenus avec le Safas Xenius XC pour une expérimentation.

Les profils de flucescence ont été enregistrés pour chaque jour de conservatitth alJ4
Figure43&e).AJO|@a OTDGGLWLRQ GH PLWRFKRQGULHV LV
respirat RQ D PHQp j XQH IRUWH EDLVVH GH OfLQWHQVLWp (
OTLQW pJH tode Ba@s IBHMi@chondries. Cette diminution de fluorescence correspond

au «quenchingg $SUqV DMRXW GH O7%$'3 pWDW OrBlalgageR U HV F H
GH OD VRQGH GDQV OH WDPSRQ GH UHVSLUDWLRQ HQYLUF
OfDFWLYLWp GH O71$73 V\QWak@aspiratdirR)RSa0eH phralesdimiaub

led n /TDGGLWLRQ VXSSOpPHQWDLUH GH &$7 nDcléb@@egsX LWH L(
adényliquev WHOV TXH O7$'3 HW UpGXLW OTDFWLYLWpPp GH Of$7:
OYDXJPHQWDWIERELWLRQ Gidvai$so HLDMIMIIU Cht28. ARG fBHe OD 5
OTH[SPULPHQWDWLRQ O9YDMRXW,, Gd¢hatta&rglaiyage)dd M RW280 D F K X
et donc & une rapide et forte augmentation de la fluorescence. De @&d), les

profisdH TOXRUHVFHQFH VRQW pTXLYDOHQWY /IDGGLWLRQ Gt
GH IOXRUHVFHQFH FRPSULVH HQWUH HW HQ PR\HQQH
GDQV OHV PLWRFKRQGULHYV /HV DMRXWYV Gf$'3suddd &$7 H)
fluorescence de la Rh123 comme décrit dan&itmre 43 /HV YDULDWLRQV GILQ
fluorescence sont similaires de JO & J3. A partir de J4, le profil de fluorescence change
VLIJQLILFDWLY H Pde Quatescdnc€dd ki RNIR3\Vdiminue de 27 % aprés ajout des
mitochondries. Le phénoméne dguenching? HW GRQF GILQWpPJUDWLRQ GH (
prononcé.Toutefois, comme évoqué précédemment, dgienching> observable aprés ajout

des mitochondriesQfHVW SDV OH SDUDPgWUH O HesSdoxty dssHUWLQ|
molécules ADP, CAT et CCCP impactent tres faiblement les niveaux de fluorescence de la

5K I TDMRXW GH &&&3 j - SURYRTXH XQH DXJPHQWDWLRQ
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35 % en moyeme a JO. Les phénomeénes dquenching? H W ur@g§iendching> sont ainsi

plus faibles a J4 par rapport & JO ou J3. Les données de cette expérimentation démontrent que

O H {est impacté a partir de J4.

/IHV QLYHDX[ GH IOXRUHVFHQ F HjoBtHles KitochéhdrdX (6tlaiga)D SUqV O
GH O1%$'3 HW &%7 RQW pWp QRUPDOLVpV SDU UDSSRUW DX
traitement CCCP (comme décrit dans la partima&ériels et méthodes pagg105. Cette
normalisation nousD SHUPLV GIDQDO\WHU GHV QLYHDX[ GH IOXRI
spécifiqgue degonctions etde l'intégrité mitochondrialep WD QW GRQQp OD VSpFLILF]

dépolarisante du CCCP sur les mitochondries.

Figure 43: Evaluationpost mortendu potentiel membranaire mitochondridl (,,) de mitochondries isolées de
daurade royalé différents temps de conservation par fluorimétrie (Safas)
Chaque graphique représente un intervalle de t@ogtsmortema : JO, b : J1,c 2)d : J3, e : J4. Ces
JUDSKLTXHV VRQW UHSUpVHQWDWLIV GITXQH H[SpULHC(
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La [Figure 44j|ci-dessousSUpVHQWH OHV QLYHDX[ GILQWHQVLWp GH
normalisés a différents ét&di HVSLUDWRLUHY GH - j - j SDUWLU GH |
les statistiques exposées par|Haure 44 de JO a J2, les intensités de fluorescence

enregistrées D 1 bséd (Apres ajout des mitochondywont significativement différentes de
celles enregistrees OTpWDW DSUgV DMRXW GH Of1%$'3 'H PrPH Ot

enregistrées aprés ajout du CAT étaient significativement différentes de celles enregistrées a

O 1 p (ADRY.

Figure 44 : Histogrammes résumant les niveaux de fluorescence de la Rh123 a différents états respiratoires
normalisés par rapport au CC@mlifférents temps de conservationitochondries isolées dissu dedaurade

royale
Les astérisque indiquent les valeurs qui sosignificativement différentesLe T-test pour échantillons
indépendants a été appliqué (F88) N=4-7).

Ces différences significatives illustrent les phénomenes dquerching> et
Gdqunguenching et par conséquent lesriagions du 0 ., a différents étatrespiratoire. A

partir de J3, les différences de niveaux de fluorescence enregjistrélifférents état
respiratoire ne sont plus significatives. Les effets des molécules ADP et CAT sur
OTLQWpPJUDWLRQ & Hn®dnthlKs sigrtficatif®Ekeci démontre le découplage
mitochondrial.

Nous pouvons également observé qaeld a J2, les intensités de fluorescence pour chaque
état respiratoire présentent des valeurs trés proches. Autrement dit, les profils de fluorescence
acqus de JO & J2 sont équivalerdémontrant la conservation du , entre JO et JA J4, les
intensités de fluorescence de la Rh1j28ur chaque état respiratqiont significativement

plus élevées par rapport & JO, J1 et J2. A J4, les phénoménesjueéacking> et
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Gqunquenchnigy sont donc plus faibles démontrda baisse significative dul ., et par
FRQVpTXHQW 6f§riotom edé Dritégrie@nit@ddondriales

Notons queds résultats obtenus & J3 mettent en évidence une grande variabilité de par les
valeurs élevés des écdéypes représentatifs de @xpériences ingpendantes. Cette
hétérogénéitéle résultats marque le début du déclin @u,. Autrement dit, une transition

V 1 p W D EabtteVdes mitochondries a haut psiret des mitochondries a faible potentiel

membranaire.

3. Bilan sur les mesurate fluorescenceSafas)

La mesure de la fluorescené@eH OD 5K QRXV D SHWUPdevniGdhBndgd. PHU O |
isolées de cellules SAF et de filets dalaurade royaleLa sondeV{HVW PRQWUpH VHQ
différents états respiratoires. Les résultats algesur les mitochondries isoléesfdets ont

démontré une conservation diu , post mortendurant 72 heures (J3). Des altérations du

0 m sont observables a partir de 72 heures mais elles deviennent significatives a partir de 96
heures (J4). Les résultatbtenus par fluorimétrisontdoncen corrélatioravec les mesures
GTR[\JUDSKLH - laSréspinatibrhitGehiondrialeet le O , sont significativement

altérés.

/TpYDOXDW | BoQstimeX ainsi un marqueur précquaeur détermineta fraicheur @

filets dedaurade royale& HV UpVXOWDWYV R Qawle de IgwbloafiehEsbubhige &G 1 X Q H
Food ChemistryAnnexe2|pagg207).
'‘DQV OH EXW GH VLPSOLIL&Ute QuBR W dehhiteghtndrirGRICeR dleH G

Rh123, nous avons étudié les capacités du spectrofluorimétre NanoDrop 3300 a évaluer la

fluorescence de colloides telles que les mitochondries. Par rapport a un spectrofluorimétre
classique comme le Safas Xenius, Le darop 3300 esun appareil plus compacplus

facile et rapide GIXWLOLVDWLRQ PR EeQVOR & WU DX\t pr Bt E@Ked W
VILQVFULYHQW G D Q ¥eroubincOGRIItLEFDRNH eGaffodiched H V W

B. Evaluation du O par fluorimétrie DYHF O DS S Dud 38001 D QR

Le NanoDrop 3300 est un spectrofluorimetre congu initialement pour la quantification des

SURWpPLQHYVY HW GHV DFLGHYVY QXFOpPLTXHV 7RXWHIRLVY VD F
de bactéries a été démontrée danstiérditure|(Zhao et al, (2014,|Chunget al., (2019).
'"IDXWUH SDUW OD 5K IXW pJDOHPHQW XWLOLVpH GDQV

bactérien |iMatsuyama, (198). En partant de es données de la littérature, nous avons

souhaitéétudier la capacité du NanoDr8300 a évaluer le potentiel membranaide ] des
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EDFWpULHV HQ XWLOLYVD @dtheFdhiBddlHetReR €ondz#l flBpcdnies de
potentieltelles que 1&Rh123 etle JG-10. Les bactériek. coli présentent une taille qui varie

en 05 et 3 um selonds conditions de croissance. Cet ordre de grandeur est équivalent a celui

des mitochondries des cellules SAfet de filets delaurade royaledFRPPH QRXV OYDYRQ
dans mwtre étude microscopique. Ces ressemblances structurales nous ont amenées a utiliser
lesbact&J LHV FRPPH PRGq®@oburGeftp expednientaGop Préliminaiteest utile

de préciser ici que les études sur le NanoB8@0 ont été effectuées au ws de la these
DYDQW OD PLVH DX SRLQW GX SURW RUNR ikl e §dpgdanes BuF WL R Q
NanoDrop 3300 démontrées avec les bacténieas avons pu appliquer les méthodologies

développées sur les mitochondries isolées de cellulesl®AHe filets delaurade royale

1. Optimisationdu NanoDrop 330@vec le model&scherichia coli

a. Etape préliminaire microscopie a fluorescende bactéries. coli

Dans un premier temps, nous avons validé notre protocole de marquage des lkaci@iias

travers uneobservation denicroscopie a fluoresceng€igure 45(pagg142 en utilisant les
sondes Rh123 et DAR#',6-diamidino2-phénylindolg. La sonde DAPI est souvent utilisée
dDQV OH FDV GYREVHUYDWLRQV PLFURVFRSLTX&r&RXU YL\

al., (2001, [Muthukrishnanet al, (2017). Le CCCP a été utilisa différentes concentrations

comme agent dépolarisant de référence afin de validepéaificité du marquagepar la
Rh123 chez. coli (Sekyere £ Amoako, (201),|Chimerelet al, (2012). La totalité des

bactéries sont fluorescentes aprés marquage de facon uniformr@sguopie visible non

exposée)Sans traitement des bactéries, les intensités de fluorescence des sorgetRhl

DAPI sont intensegHigure 45(A et B). Malgré leur reprise et incubation en solution PBS

aprés marquage, les bactéries conservent leur potentiel membranaire. Apres traitement au
CCCP (5uM), le potentiel rmbranaire est fortement altérée pourcentage de cellules

mamquées a fortement dimim@ C). Cependant, la dissipation du bactérierpar le
WUDLWHPHQW &&&3 QTLQ Ide XHdageEdencs D DAM|E@u BEDY L W p
/ITDEVHQFH G Hiqud suMhbtild nMcBgs€olpefluorescence ne nous a pas permis de

réaliser un marquagavec une autre sonde de potentiel membranaire tel que 1@ dC le

Red CMXRos

&HV UpVXOWDWY GH PLFURVFRSLH YDOLGHQW OfHIILFDFLW
E.coiDYHF OD VRQGH 5K /HV HITHWV GYLQKhtHEéwdhiRQ GX P
TXH OD VRQGH 5K HVW VHQVLEOH VXH.cGiHNM RhiE2G 6sKOHV EI
GRQF XQH VRQGH IOXRUHVFHQWH badt€igr. EeS te@mEiQne nanTp YD O .

141



spécifigues de la Rh123 sont plus limitées chez la bactérie que chez la cellule SAF
expliquant ainsi sa meilleure efficacité cliezcoli. Le 0 bactérien a ensuite été étudié avec
le NanoDrop 3300.

Sanstraitement

Avec 5
UM de
CCCP

Figure 45 : Microscopie a fluorescen@Escherichia colmarqué avec les sondes Rhodamine 123 (Rh123) et
DAPI sansou avec traitemerdu CCCP
A et B: sans traitement au CCCP. C et &vectraitement au CCCP (5 uM).BUUH G K HOOH

b. Ewvaluationdu O badérien avec Ié&NanoDrop 3300

La fluorescence de Rh123 a été associé avec la sobéé’l DILQ GIfpWDEOLU XQ UDW
sonde reflétant la viabilité et une sonde utilipéar le dénombrement bactérien. La notion de

ratio entre une sonde indicae de la physiologie cellulaire et une sonde de dénombrement

pour évaluer la viabilité bactérienne a été amplement décrite dans la littérature avec les
approches ratiométriqueke type: propidium iodide (P1)/Syto 9 et PI/SYBR gregxu(et al.,
(2017,|Ma et al, (20179,|Biggerstaff et al, (2006 /IYHIILFDFLWp GH FHV GHX[ D¢
confirmée par diverses techniquesytométrie en flux, microscopie et fluorimétrie
Kaprelyants et Kell, (1994Comas et VivesRego, (199),|Breeuwer et Abee, (20p4
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c. Evaluationde la concentration bactérienne avec la sonde DAPI

Afin de valider @ffproche ratiométriqudRh123/DAPI, la capacité du NanoDpo3300 a

évaluer la cocentration bactériennavec la sonde DAPI a été étudiée. DAPI interagit
IRUWHPHQW DYHF O7%$'1 HW SHUPHW OH PDBTXDAImI,GH FHO/(
GLII pUHQWHY FRQFHQWUDWLRQV GH EDFWpULHYV &RUUHVS
600 nm (015; 0,3; 0,4; 0,7 et 1) ont été marquées avec le DAPI et la fluorescence

correspondante a été mesuferg(re46/A ci-dessouF

Figure 46: Mesure de l'intensité de fluorescence de la sonde DAPI a différentes concentr&tschegiichia
coli avec le NanoDroB300
xA : profil du spectre de fluorescence de la sonde DAPI a différentes concentratnsotiea=1; b = 0,7; ¢
=0,4;d=0.3; e = Q5.
xB: FRXUEH GH UpJUHVVLRQ DYHF EDUUHV GYfHUUHXU SRXU OHV PHVXL
fonction de différentes concentratio@¥coli.
Les données représentdirnis expérimentations indépendantes (n=3).

La sonde DAPI seule, non complexée, émet en solution aqueuse a 488 nm. Lorsque la sonde
LQWHUDJLW DYHF O9Y%$'1 VHV SURSULpWpPV VSHFWUDOHV VK
fluorescence spécifique dwwmplexe ADN'$3, HVW DWWHLQW j OD ORQJXHXU
/I TMLQWHQVLWp GH IOXRUHVFHQFH GX '$3, HVW GLUHFWHPI
bactérienne (R= 0,9894) [Figure 46|B). Le protaole de marquagees bactéries incdu

différentes étapes de centrifugation suivies de reprises du culot en suspension. En dessous de
0, GIDEVRUEDQ®bsgo< 0,1d€ culot de bactéries devient difficile a visualiser.

Pour ces raisons, une solution bactérie§ D E V R Uda bhiQifiin ge 0,1 a été utilisée

méme si la sensibilp GH O 1D S S DY trhlzalleSaHlescHNdEntrations bactériennes plus
faibles. A des concentrations bactériennes tres élevéesofAbsl), les intensités de
fluorescence enregisttV VRQW WUqV pOHYpHV HW OHV OLPLWHV G
atteintes. A partir de ces observations et afin de conserver une gamme de linéarité, la

meilleure plage de caentration bactérienne choisie était sitedee QL et 1 (Absgog).
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d. Evaluaiondu G bactérien avec le ratio Rh123/DAPI

Le fluorimétre NanoDrop VIHVW UpYpOp VHQVLEOH SRXU TXDQW
bactéries apres marquage au DAPI a différentes concentrations bactéflegnes47|ci-
@ I1RXV DYRQV DLQVL SX XWLOLVHU OYYDSSURFKH UDWLF
0 EDFWpPULHQ HQ SDUWGDPRQW ABHXQH VRIDXIWORQLRQRSKRUH
été utilisé a différentes concentrao(0,5, 1 et 20 uM) afin de valider le protocole de

marquage avec les sondes. Les bactéries ont été incubées aprés marquage a 37°C dans une
VROXWLRQ 3%6 j S+ DILQ GIREWHQLU GHV FRQGLWLRQ
membranaire. Les intensitée fluorescence enregistrées apres marquage a la Rh123 et au
DAPI sont présentées. URigure 47|A et la |Figure 47B LOOXVWUHQW OHV UpV>

expérimentation type.

Figure 47 : Evaluation du potentiel membranaut&scherichia colpar I'approche ratiométue Rh123/DAPI

x A : fluorescence meswé@vec la sonde Rh123 aprés traitement des bactéries a diffécentesnitrations en
carbonylcyanure rehlorophénylhydrazone (CCCP) : a = téte ; b = Rh123 libre ; ¢ =B,uM CCCP d =
1 uM CCCP ; e =20 uM CCCP.

x B : fluorescence du DAPI mesurée apres traitement des bactérie§rartd#s concentratioesy CCCP : a =
contréle ;b=@GuM ;c=1puM ;d =20 uM CCCP.

x C:valeur des ratios Rh123/DAPI aprés traitenr@nCCCP (de 0.5 pM a 20 puM).

Le T-testpour échantillos indépendants a été appkg P<005. Les mesures de fluorescence et les égpes

sont représentatifs de trois expérimentations indépendantes (n=3).
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/IH WUDLWHPHQW &&&3 GLPLQXH OYLQWHQVLWpPp GH IO0OXRU

dépendantgHigure 47|A). La comparaison du profil spectral de la Rh123 libre en solution

Figure 47|A.a) avec les profils spectraux de la Rh123 intégrée dans les ba¢kgese
|ﬂ|A.b, c, d, e) met en évidence umed shift>. (Q HIIHW OH SLF GYfpPLVVLRQ Gt

la Rh123 libre se situe a 524 nm contre 527 nm lorsque la Rh123 est intégrée dans les

bactéries (traitées ou non au CCCP). Ces modifications spectralégqmur la premiere

décrites lors de marquage de mitochondries isolées avec la Rh1E&paset al., (1989.
$XFXQ HIITHW GRVH GX WUDLWHPHQW &&&3 qmgnrqmva). FRQVWI

Les intenges de fluorescence DAPI ne sont pas identiques suivant les conditions de

traitement CCCP en raison du protocole de marquage. En effet, les multiples étapes de
centrifugation et de lavage nécessaires au protocole de marquage peuvent induire une perte de
bactéries plus ou moins importante. Les profils des spectres de fluorescence obtenus avec le
IOXRULPgWUH GpPRQWUHQW TXIDXFXQH LQWHUIpUHQFH
fluorescence de la Rh123 et du DAPI. Le rapport entre la fluorescence de la RhllP3 e

DAPI a été calculé afin de rationaliser une évaluation du potentiel membranaire bactérien en
IRQFWLRQ GYXQH FRQFHQWUDWLRQ EDFWpULHQQH /H

significativement de maniére dedépendante avec le traitement CCCP (0,5 a 20(\dure

470).

e. Evaluationdu 0 bactérienavec la sonde JI0

En omplément du ratio Rh123/DAPlelJC10, une sonderatiométrique cationique
lipophilique, a été utiliséd.e JG10 constitue un dérivé de la sondié1 qui représente la

premiére génératiode ces sondegNovo et al, (1999). Le JG EpQplILFLH GTXQH PHL
solubilité en solution aqueuse et présente ainsi une meilleure effieafiabilité que le Jl.
/ITDQDO\WH GX SURILO GIXlasBridé YLUdprés fnpuliage/derR GactéBes

coli a mis en &idence la présence de deux pics de flumese a 531 nmiHgure

$ DY E PpagdlL4q %t a 582 nnKRigure48A.a,b,c,d). Le pic a 53dm correspond a la

fluorescenceVerte de la sonde sous forme monomeérique. Le pic a 582 nm correspand a

fluorescencerpuge GH OD VRQGH VRXV IRUPH GYDJUpJE&WYV GDQ\
aggregates). Lorsque les bactéries sont non traitées et par coastqolarisées (contrble

Figure48A D HW DY OD IOXRUHVFHQFH HQUHJLVWUpPH HVW PLC

traitement des bactés a différentes doses de CCCP a dépolarisé les membranes

bactériennesaboutissant a une chute de ldur. Ceciest caractéris@nfluorimétrie, par une

augmentation de la fluorescence verte (531 nm) de mad@se dépendante en CCCP
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Figured8A E T HB.En®drallele, la fluorescence rougeiminueIRUWHPHQW 3$ILQ Gfp
le 0 bactérien, le ratio rouge/vert (582/531 nm) a été calculé pour toutes les conditions
testées. Ce ratia diminuéde maniére dosdépendante apres traitement au CC{ERy(re
B). La diminution du ratio rouge/vert estevenuesignificative a partir de 1 uM de
traitement CCCPLes calculs des ratios Rh123/DAPI et rouge/vert-10L ont permis
GfVWLPHU GH IDoRQ pTXLYDOHQWH OH SRWHQWLHO PHP

dépolarisant CCCP comme témoin.

Figure 48 Evaluation du potentiel membranaireEgcherichia colavec la sonde JCO
x A Fluorescence du JC PHVXUpH DSUqV WUDLWHPHQW &&&3 j GLIIpPUHQWHYV F

ET E —0 &&&3—0F&&&3 G G —0 &&&3
x B : valeurs de ratios rouge/vert 10) aprédraitement a différelts concentrations de CCCP (d& @, 20
HM) (n=3).

Le T-testpour échantillons indépendants a été appliqué,iP<Qes mesures de fluorescence et les dégpes
sont représentatifs de trois expérimentations indépendantes (n=3).

f. Lien entre viabilité bactérienne €t bactérien

Le potentiel membranaire bactérien a ensuite été mis en corrélation avec la viabilité. Le
HVW XQ SDUDPgQWUH LPSRUWDQW G D QduxCiueaxis EBO?)))D SK\VLI
Il est impliqué dans la génération de la force protomotrideest étroitement lié a la synthése
GY%$73 OH WUDQVSRUW Gadie VactENEWD € RHsWvieG PHREEIBHeR W

et Muller, (2010). Par conséquente O reflete la viabilité cellulaire. Inversement, si la
viabilité cellulaire est impactéalors le G O  Egdlevnent. Afin de mettre en évidence ces
QRWLRQV OfHIIHW Q®CEIBOFRApraptQPD Mewres et Ig rdle protectif du
DMSO sur lasurvie bactérienn@insi que sule potentiel membranaire bactérien ont été
étudiésavec le ratio Rh123/DAPI et le IO (Figure 49| pagg147). La congélation est en

effet connue pourLP SDFW H U O BschdrithiaLc@lilGaqet &.1 (2009). De plus, la
problématique du process de congélation/décongélation des filets de poisson est une
WKpPDWLTXH GITLQWp EthNinStI%l),((lzoﬂiJDi@tl:‘aR azum?\y. R4 \ibHilité
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a été suivie en utilisant la technigda dénombrement en milieu solide avec dilutions en

série. Le calcul du kog inactivation» décrit dans le paragraphgDétermination de Ia

viabilité bactériennla du «matériels et méthodespag¢l08a permis de mettre en évidence

OYLPSDFW GHV W\SHV GH FRQJpODWLRQ EVoolicadderédsBE L O LW |
- f& pWDLW VLJQLILFDWLYHPHQW SOXV IDLEOH HQYLURQ
congelé[Figure49] $ HW % /fHIIHW GH OD FRQJpODWLRQ VXU OD Y
température de80°C (4 unités log.). A des températures de congélatioR@fE et-80°C,

OTHIIHW FU\RSURWHFWHXU GX '06mswbsib|e|AEtLBo)LWp HVW

Figure 49 : Impact de la congélation sur la viabilité des bacté&msherichia coliet le potentiel membranaire
bactérien G
x A : évaluation de la viabilitél'Escherichia coliaprés 24 heures de culture en boite de Pétri aprés différents
prétraitements-20°C ou-80°C avec ouans diméthydulfoxide (DMSQ)).
x B :Log inactivation aprés cgeélation &20°C ou-80°Cavec ou sans DMS(=3).
x C: ratios Rh123/DAPI avec différentes conditions de congélati®d°C ou-80°C avec ou sans DMSO)

(n=5).

x D ratios rouge/ver{JC-10) avec différentes conditions de congélatieRO{C ou-80°C avec ou sans

DMSO) (n=5).

Le T-testpour échantillons indépendants a été appliqué,d<A = 35.

La congélation a20°C et-80°C a impacté significativement @ bactérien. Une trés faible
LOQWpJUDWLRQ GH OD VRQGH 5K IXW REVHUYDEOH &HFL

nettement plus faible apres congélatior2@°C et-80°C (ratio = 0,14 0,2) en comparaison

avec le contréle non congelé (ratio = 4,25). Cependant, lorsque lesdsastéri congelées en

présence de DMSO (), le ratio Rh123/DAPI est plus élevé (ratio = 1) que dans le cas des

échantillons non incubés avec le DMY

Biglre 49

C). Il est ainsi possible de mettre en
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evidence unaiminution de la viabilité en se basant sur le ratio Rh123/DAPI dans les
différentes conditions de conservation. La corrélation entre viabilité et valeiur tactérien

est étabk /T HVWLP D WacR@En@vec la sonde-l10, selon différentes contibns de

stockage de congélatipd GpPRQWUp OD PrPH WHQGDQFH |HigUfeDYHF OF
D). Le ratio rouge/vert diminue fortement apres congélati@®eC (atio = 0,2) et80°C

(ratio = O1) en compraison avec le contrle congelé (ratio = 3,45). Le traiterpante

DMSO a permis significativement de préservefileaussi bien pour une congélatior28°C
(ratio = 1,1) T X 80 °C (ratio = 1,1JFigure49)D /HV GHX[ DSSURFKHV RQW SH

aux mémes observations en démontrant une réelle fiabilité et sensibiliggardda

significativité des résultats obtenus. Ces derniers démontrent également la corrélation entre

viabilité cellulaire ete (0 bactérien.
g. Conclusion

/IH ITOXRULPgWUH 1DQR'URS D SHURLDNacENeH EinlflnBIE LOLWp (
viabilit¢ EDFWpULHQQH /YHQVHPEOH GHV WU D Yoackdrigd eved- W XpV
les sondes Rh123 etJC RQW IDLW OTREMHW G X @hhe$e{|paQalBPWLRQ S
"IXQEDUW FHV H[SPpULPHQWDWLRQV VXU EDHWpONBB SRIRW K
UDWLRPpWULTXH 5K '$3, GDQV OHV OLVWHV GHV PpWKRG
SK\WVLRORJLTXH EDFWpULHE@DRAWPLY.HQV '@ PPOMIOGHIHS®X W H O C
GH YDOLGHU OHV FDSDFLWpV GX 1DQR'URS ] PYDOXHU ¢
du micrometre. Ainsi, led de mitoclondries isolées a été détermiagec le NanoDrop

3300

2. Optimisation du NanoDrop 3300 surtathondries isolées

a. Mitochondries isolées de cellules SAF

Le O , des mitochondries isolée® cellules SAR a été estimévec le NanoDrop 3300 en
VXLYDQW OHV PrPHV FRQGLWLRQV H[SPpPULPHQWDOHYV XWLO
seules différences portent sur lelume DQDO\Vp HW OHV W HeP$avioBdpD FT XLV
3300 nécessite seulement 2 pL de solutions mitochondriales a analygez ¢omL pour le

modele SafasDe plus, le NanoDrop 3300 ne permet pas une acquisition continue de la
fluorescence comme le Safasais uniguemerune acquisition a des tempecis a différents

états respiratoires. Les intensités de fluorescence sont observables sous forme de spectre de
fluorescencela|Figure 50|A pagel49Q HVW UHSUpVHQWDWLYH GHXQH H[Sp

chaque spectre de fluorescenceus pouvons observer que la fluorescence maximale est
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atteinteDans un premier temps, la fluorescence deHa R | &dfbasal(mitochondries et
substrats rgpiratores) a été enregistleigureSO A.courbec). /T DMRXW $'3 p
ledGh HW SDU FRQVPTXHQW LQGXLW XQH D XJP{Fgui&sD

courbeE  /H &$7 VXSSULPH O9DFW eRapceddsc@rpd Bouv

WDW Gl

WLRQ GH

ig@& 10XRU

A. courbed). Enfin, le CCCP dépolarise la membrane interne mitochondriale causant le
UHODUJDJH GH OD VRQGH GHV PLWR FtétRQde lalflhoveseenteS DU F R

Figure 50]A. courbea). /fLQWHQVLWpP GH IOXRUHVFHQFH G

H OD 5K

UHVSLUDWLRQ D pWp PHVXUpH P D [Fgu@ 5axiis BeviaglitéplaUH S U p V

lecture de cette derniére. Aucun décalage du pic deeBuence «ed shift» (Figure 50

A)

QTD pWp PLV HQ pYLGHQFH DSUgqV DMRXW GHV PLWRFKRQG!

observer dans le cas des bactéries (voir

@

Figure 50: Evaluation du potentiel membranaire de mitochondries isoléek)(de cellules SAFL par

fluoiPpWULH 5K
x A: ([HPSOH GIDFTXLVLWLRQ GH OD

DYHF OY88BDUHLO 1DQR'URS
23X RVEdt \sPadtQfubrin@tre aDol5dHR G D P L Q |

&KDTXH FRXUEH HVWWsighndlai&fuurelsQened sviedidiré @ fifférents état respiratoire : a
= état 3: CCCP (2 uM); b = état 3 : ADP (1 mM); c #tatbasal: glutamate (5 mM), malate (2 mM),

succinate (5 mM) d =CAT (5 uM).

x B: Représent? LRQ VRXV IRUPH GTKLVWRJUDPPH GH OfLQWHQVLWpP GH 10O
différents états respiratose /HV LQWHQVLWpV GH IOXRUHVFHQFH PHVXUpHV |j Ofp
GX &%7 VRQW QRUPDOLVpHYV S Ddiesddd@ DBanié gpresdioQtwWHCDEBWes GH 10 X
astérisques indiquent les valeuign#ficativement différented.e T-testpour échantillos ndépendants a été

appliqué. P<@5. N=3.
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Les niveaux de fluorescence mesurés ont été normalisés par rappitubéelcence obtenue

apres ajout du CCCHFigure 50|B). Ainsi, les niveaux de fluorescence pour chaque état

respiratoire a partir de trois expériences indépendgntes été comparés et des différences
significatives sont observables. Les résultats obtenus avec les deux spectroflusrgngtre
identiques. Le NanoDro300permet donc € déterminer, tout comme le Saf@3 L QWeH QV LW p
fluorescence de la RB3 a différents étatrespiratoire de mitochondries isoléede cellules

SAF1.

Le 0 , de mitochondries isolées de cellules musculaires de fildadeade royala ensuite

été évalué.

b. Mitochondries isolées dmellules musculaires de filets daurade royale

Les mitochondries isolées digets dedaurade royal®ent été extraites a diffénts temps de

conservatiorpost mortem(JO a J4) puis lel , a été estimé@vec le NanoDrop 3308pres

marquage a la Rh128a|Figure51/pagg15]]illustre les résultats obtenus a chagmuer de

conservation pour une expérimentation t)1§egmre 51jae). Pour chaque acquisition, la
fluorescence dealRh123 librea étémesurégKigure51f a.1; b.1;c.1;d.1 H /ITLQWHQVL
de fluorescence maximale (pic de fluorescence) de la Rh123 est atteinte a une longueur
GTRQGH GHA J0 @a), aSUgqV DMRXW GHV PLWRFKRQGUL
fluorescencaliminune G€ | OTLQWpJUDWLRQ GH OD MRi@irNGIOQYV OHV
correspond aphénomeéne de quenchings VXLWH j OfDFFXPXODWLRQ GH OD V

mitochondriale Un décalage du pic de fluoresceracétéobservé a 531 nm aprés ajalss

mitochondriesCette modification de propriétés spectrales de la Rh123 dénomedéshift»

intégrée dans des mitochondries énergisésmlemenétéobservée prmauset al, (1989.
I1RXV OTDYRQV pJDOHPHQW REVH UE pol\vet) leONENéDFPpSIRAOL P H Q W
Figure47|A pageld4et paragraphe pa@ .
/ITDMRXW G1$'3 pWDW gnent8tidiRdeRarfXigrescénce d@id¥a kaisse du

O m /TDMREW7@HDQQXOH OTét B pakicie ane kaisse de fluorescence de

la Rh123. EnfinOfDGGLWLRQ GH &&&3 D SURIY,RTXipdul ihelIfoReQ GUHP I
DXJPHQWDWLRQ GH OD IOXRUHVFHQFH Giopi@s Spectrale$ R XV O

de la Rh123 sont modifiéede pic de fluorescence est atteint a 526 nm. Ce phénomene

illustre la baisse brutale dii , aprés ajout du CCCEMauset al, (1989).

Ainsi, les résultats obtenus avec le NanoD8300a JOa différentsétas respiratoirg sont

eéquivalents a ceux observeées avec le Safas.
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De JO a JZAFigure 51lac), les profils de fluorescence enregistrés présentent les mémes

variations de fluorescence en @ion des états respioires. Apartir de J3Figure51]d), les
YDULDWLRQV G‘ﬂLQWH@l\mmspmﬁdﬁant@sé(mfﬁig\lrﬁﬂl@ﬂés profils
des spectres de fluorescence as@ant WU QqV S UR F Kdgenchifigsh 1ddt ddljours
SUpVHQW PDLV PRLQV LQWHQVH SDU UDSSRUW DX[ GRQQpt
&& &3 RQW SURYRTXp GH IDLEOHV HIITHWV VXU OTLQWpJUDWI

JO Jl

J2 J3

J4

Figure 51 : Evaluationpost mortendu potentiel membranaire mitochondridl (,,) de mitochondries isolées de
daurade royala différents temps de conservation |ggituorimétre NanoDrop3300

Chaque graphique représente un intervalle de tgrops mortent a : JO, b : J1, ¢ : J2, d : J3, e : J4. Ces

graphiques sont représentat&T X QH H[SpULHQFH
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Le phénomene dered shift», aprés ajout des mitochondrjesttres faible agc un décalage

de 524 a 527 nnCes résultats obtenus a J4 démontrent que les mitochondrgmntpas

autant erHUJLVpHV TXTj - Le potentielidébeanaire mitochondrial est fortement
impacté a J4 (96 h)lout comme pour les analyses effectuées avec le Safas, les niveaux de

fluorescence enregistrés a différents états respiratpae le NanoDrop3300 ont été

normalisés par rapport aux niveauxfllerescence obtenwspres ajout du CCCRalFigure
ci-dessousSUpVHQWH OYDSSURFKH VWDWLVWLTXH UpDOLVpPH

suivant les conditiondDe JO a J2, les mdaux de florescence mesurésthpV DM RXW GT$'3 |

de CAT sont significativement différents des niveaux de fluorescence enregiptéssajout

GH Of1%$'3 @abidamontre que les mitochondries sont énergisées et couplées entre JO a

J2 avecun O ., conservé A partir de J3 ces différences ne sont plus significatives
démontrant ainsi le découplage mitochondrial et la mierté .. Les niveaux de fluorescence
HQUHJLVWUgaVoy aprép ajoit\de EAT JO et J1 sont significativement phasbles

TXYj - &HWWH REVHUYDWLRQ SenfPeRIQNV &HI40 ap¥ridatX W L R Q
QLYHDX[ GH IOXRUHVFHQFH DFTXLV j OfpWDW &tBe QH VR
JOetJ4.

Figure 52 : Histogrammes gumant les niveaux de fluorescence de la Rh123 a différents états respiratoires
normalisés par rapport au CCCP a différents temps de conserfidionDrop3300)
Les astérisques indigquent les valeurs qui ssighificativement différentesLe T-test pour éhantillons
indépendants a été appliqué (8 N=3-6).
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c. Comparaison du Safas et 8ianoDrop3300

$YHF OH VSHFWURIOXRULPgWUH FODVVLTXH 6DIDV OHV LQ
3, ] &&tbasalHW OfpWDW YV Rd¥\0 B BasbhtRignifikaivement différentes de

celles mesurées a J4. La baisseldy, est significativement mise en évidence.

Avec le NanoDrop330Q VHXOHYV OHV LQWHQVLWpPpV G HtatOasak kHVFHQF
OfpWDW VR XCATQYO & \ALse) si@ithtivement différentes de celles mesurées a

J4. La comparaison des résultats obtenus avec le Fédase44|paggql39 et le NanoDrop

3300(Figure52|pag¢l52), démontre que le NanoDr@300est un appareil moins fiable pour

déterminer led ., de mitochondries isolées de cellules musculaires de fildadede royale

Outre les capacités propres aux deux appareils a évaluer la fluorescence de la Rh123 intégrée
dans les mitochondries, les différences de résultats entre le Nan@8B@fpet le Safas
SHXYHQW VYH[SOLTXHU SDU OH YROXPH GYpFKDQWLOOR
mitochondries sont marquées a la Rh123 dans un volume final de tampon de respiration de 1

P/ /D PHVXUH GH OD IOXRUHVFHQFH DYHFL&OMuoREBECEDME VIHIIH
WRWDOH GH OD VROXWLRQ HVW DLQVL PHVXUpH - OfLQYHI
3300requiert 2 pL de solution.

5 mesures sont effectuées par condition. Aingip Ae la solution de mitochondries sont
analyses (2 L sur 1 b). Cette différence de méthodologies entre les deux fluorimétres peut
DLQVL H[SOLTXHU OD GLYHUJHQFH GHV UpVXOWDWY REWHC
des miochondries isolées plus ada@té NanoDrop3300 SRXUUDLW SHUPHWWUH G
fiabilité de la méthode afin de mieux estimerde,. Des modifications du ptocole de

marquage telles gua réduction du volume du tampon de respiration ou encore une répétition

plus importante du nombre de meswsest a envisager
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Le but de cesravaux de thése étaGH UHFKHUFKHU HW GIfpWXGLHU GH'
SHUPHWWDQW GH GpWHUPLQHU OYpWDW GH IUDVFKHXU GHYV
les fonctions et l'intégrité mitochondrialesomme potentisl marqueus de fraicheur du
poisson.,OV R QW SHUPR GV CESISExMEB@LIddhnaissances fondamentales sur

O TpY R OGixcWnigu®post mortemdes filets de poissorHW GIDXWUH 3$BUW GfYH
fonctions et l'intégrité mitochondrialeemme nouveauindicateus de fratheur de file de

poisson./ THQVHPEOH G Ha Etédrdaligé LaleY Roajrade royaldSparus auratp
GIDTXDFXOWXUH FRPPH PRGg®lignés cplMaire He fib@bl&ed)dO O qOH
daurade royale(SAF1) nous a servi de modele de référermaur développer nos

méthodologies et étudier les caractéristiques mitochondriales des cellules de. poisson

.  Etude de la structure de mitochondries de poisson par
microscopi e électronique a transmission

Dans un premier temps, une étude microscopique aéélisée sur la lignée SAF et les

cellules musculaires de filets d¥aurade royale &8 HWWH DSSURFKH D SHUPLV
caractéristiques morphologiques et structurales des mitochondeedaurade royale
ITpYROXWLRQ GH F hast mbridimFEYaleideny &élobserdé a différents temps

de conservation a 4°CA JO, soit 6 heurepost mortem les mitochondries des cellules
musculaires de filets deaurade royaleétaient en majorité intactes et présentaient des
structures trés bien conservées. Artp de J3(72 h PM) des altérationsstructurales
importantedes mitochondries ont pu étre mises eidénce telles quealfération des crétes

et des membraneainsi que legonflement et @dcumulation de granules de calcium. Ces
altérations étaiendavantageaccentuées a J4 (96 h Pkt J6 (144 h PM). Ces observations

QRXV RQW SHUPLV GYDSSRUWHU SOXV GH poR Q@tentdasVD QFHV
PLWRFKRQGULHY GH SRLVVRQ (Q HIITHW OHV pWXsBHV DQW|
musculaires de poisson étaient peu axées sur les mitochomaais®ssentiellemergur les

myofibrile V. /fpWXGH PLFUR\pErRIS démekire @R &/Merizane corrélation

HQWUH OfpYROXW mibChohivies ¥t WpXKYURDOHBNGIRHY eGlell'intégrité

mitochondrialegpost mortem

[I.  Microscopie a fluorescence et cytométrie en flux

Le potentiel membranaire mitochondridl (i) joue un rdle essentiel et nécessaire dess
fonctions et l'intégrité mitochondrialeginsi, | p Y D O X DN Ldar@tit@>un indicateur de
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la «santé mitochondrialeLe O P a été estimé chez les edlls SAF1 avec la sonde

Rh123 par microscopi@ IOXRUHVFHQFH HW F\WRPpWULH HQ IOX[ /D
efficace pour évaluerefficacemente 0 ., de la cellule entier&AF-1. Pour ces raisons, la
VRQGH 5HG &0;5RV D pWp XWLOLVpH HW D GpPRQWUp XQH
dud , SDU F\WRPpWULH HQ I10X[ &HV pWXGHW ScgzQeLPLQDL
modéle SAF GHYDLHQW FRQVWLWXHU XQ lkesPpciorksRO'ROgRté LH DILC
mitochondriales Gafflipocytes extraits de cellules musculairesdderade roya a différents

intervalles de temppost mortemDes problémes techniqueslegistiquesne nous ont pas
SHUPLV GTpWw>cdbDHEWL SRF\WHYV H[WUDLWV &HV WUDYDX[ GH
OMWXGH GH OYDFWLYLWp GH PLWRFKRQGULHY LVROpHYV

IIl. Etudede V IRQFWLRQV HW @ khitocfianQriaspsbléesw p
$SUQV PLVH DX SRLQW Gdr dB thiowhenaRS Id Yesmiritiehlyy U R Bea/ L

mitochondries ont été évalués chez les cellules-SA&Fles cellules musculaires filets de

daurade royie a différents intervalles de temmgst mortem A partir de J4 (96 Ipost

morten), des changements significatifssdenctions etde l'intégrité mitochondrialesnt été

mis en évidence diminution dela respirationmitochondrialeet altération dul . Ainsi,

nous avons estimé qleJ4 (96 hpost morterjpconstituait un temps de conservation critique

chez ladaurade royalel1R XV SRXYRQV DLQVL GLVWLQJXHU SDOLHU"
filets dedaurade royalstocké a 4C : un produit ultra fraisentre JO et J3 et yroduit fraisa

J4.

"f{DXWUHV pW X G H ValQtivthsUsiDrfisaRve pogst nibiievia J4 cheza daurade

royaledans @s conditions de stockage a 4°fa disparition du collagéne insolublgSuarez

et al, (2009), de ladystrophine(TXL DVVXUH XQ OLHQ HQWUeét [@JDFWLC

matrice extracellaire), le détachement de§ibres musculaireset du myocomnatg la

réduction de la dureté de la ch@@apalleroet al, (2009), la forte libérationde lalactate

déshydrogénasé@.DH) indiquant une lyse cellulair¢Diop et al, (2014). La littérature

confirme ainsi qude J4 est un temps de consatien crucial chez le muscle dRurade
royale TXL FRQVWLWXH OH StRnted slitératianseplBiRite3\a t6uf niReBik U
/I THQVHPEOH GH QRV UpVXOWDWYV RQW SHUPLV GfpWDEO|!
altérations structurales mitochotaleV- HW OD GLPLQXWLRQ GHV IRQFWLI

mitochondrials & J4.
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IV. Evolution post mortem du muscle de daurade royale

$SUgV OD PRUW GX SRLVVRQ OHV FHOOXOHenurikdhisXODLUH
aboutissant a des conditions ana@sb 'DQV FHV FRQGLWLRQV OD SURGXF
fortement. Les cellulespour «survivre», vont maintenir XQ QLYHDX Gf$73 SDU GL

moyens. déyradation de la phosphocréatine gdycolyse anaérobie du glycogeneugs,

(1999, |Ahmedet al, (2019, [DelbarreLadratet al, (2009). Cependantces voies ne sont

SDV VXIILVDQWHY SRXU PDLQWHQLU OH QLYHDX GT$73 (Q
pompes calciques va fortement diminuer aboutissant peldurbatonGH OfKRPpRVWDVL
FDOFLXP HW j OfDXJPHQW D WLlLaRilegra&idihass©deTcxi¢tiuncdans 1B O F L X |
VDUFRSODVPH VXLWH j Of{DOWpUDWLRQ PR prét¢ageS UL D O H
HQGRJgQHY GX PXVFOH WHOOHV TXH OHV FDOSDwWQHV HW
des myofibrilles et des myofilamenrAk(med et al, (2019). Il en résulte des modifications
WH[WXUDOHV GX ILOHWe caciubhterVgxcep QaDsvIgvVdaFcbpdgre va ainsi
VILQWpJUHU HW VIDFFXPXOHU GDQV OHV RUJDQLWHY WHO
grace a la présence dn 1, (Dong et al, (2009, [Szabadkai et Duchen, (2Q08A J4, les

agrégatsde calcium sont nombreuxes fonctions mitochondrialesont tres faible et la
structure fortement dégrad@@ong et al, (2006)supposat TXH OYDFFXPXODWLRQ G

dans les mitochondries en condition de stress cellulaireimaiea formation de pores de

transition de perméabilité mitochondriad& « mitochondrial pameability transition pore»

(mPTP) responsable de la chute dd ,, et de la perméabilisation des membranes
mitochondriales Nous pouvons supposer qui perméabilisation des membranes
mitochondriales @4 contribue a la libératigoulans le sarcoplasmexdespéces réactigale
OTR[\>qERD), de cytochrome, de calcium etde multiples facteurs induisamte
nombreuses altérations celIuIah{éEabonet al, (201 /YHQVHPEOH GX VgostQDULR

mortemdans les cellulemusculairesde filets de poisson évoquédissusa été schématisé

par lgFigure53|pagel60
CestravauxonDLQVL SHUPLYV GYIDSSRUWHU GHV FRQQDJIMVDQFHYV
mortemGX PXVFOH GH SRLVVRQ ,0V RQ \¢sfoiddicdhsid? H@switcSHU P LV
mitochondiales comme marquesrfiables et efficacea de « O T X O W U D» t& filets deH X U
poisson. 8 HWWH pWXGH SRXUUDLW DLQVL rWUH OH SRLQW Gt
méthodologieR X G{IXQ NLW GDQDO\VH SRAWpoGsW adeBIls@&HU OD |
précocesEtant donné les compétences techniques requises et la durée de la méthodologie, le

159



test serait applicable non pas lors de comgrdle routine mais en cas de doutes sur la
UDvF K Hpbigsaa 1 X Q

Figure 53: ScénarichypothétiqueGH O TpY R O X W L RpQstIiAeMERIXRH. FXKD OXOH PXVFEXODLUI
daurade royalde JO a J4

V. Perspectives

Ces travaux ont ouveld voie a de multiples perspectives

A. 2SWLPLVDWLRQ GH OTXWLOLVDWLRQ GX 1DQR'URS

Les résultats obters avec le NanoDrop 330bnt dansé sensGTXQH VLPSOLILFDWLF
méthodologie Ces dernierse sont révélés intéressants et prometteurs malgré Uniééfia

moindre par rapport a uspectrofluorimétre classigu®es modifications du protocole de
marquDJH GHVY PLWRFKRQGULHY SHUPHWWURQW GYIYDPpOLRUH!
le NanoDrop330Q

B. Utilisation de nouvelles sondes avec  le cytomeétre en flux

LIDFTXLVLWLRQ U ptrer@lix HouG § Argené QétRdreq les mitochondries isolée

de filet dedaurade royalavec cet appareil. Des résultats encourageants ont été obtenus. Nous
avonsobservépar microscopi@ partir de J3 un gonflement destochondries. Un marquage

des mitochondries isolées avec une sospécifique de la morphologiiet de la masse
mitochondriale téé que le MitoTracker Green (MTG) couplée a une analyse de cytométrie en
IOX[ SRXUUDLW SHUPHWWUH GH PHWWUH HQ pYLGHQFH Of
de poisson a différents intervalles de temppst mortemDes sondes plus sensibles talkgue

OH 705( RX OH 7050 QRXV SHUP KHMWrwds RdputytEslieptrvaibsi fitiets O H
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de poissonDe plus, des sondes calciques pourraient étre des candidates appropriées pour
étudierOTDFF X P X O D W laR<gin@¢t rRidchéndriep.

C. Etude de la concentration en calcium

SylvainMarlard, (2013, précédent étudiant ¢hése, avait commencé a prospecter le dosage

GX FDOFLXP OLEUH HQ OLHQ DYHF OD OLEpUDWLRQ GH SDU
ou décongel@Hthuin et al, (2013). Durant mMHV WUDYDX|[ GH #&ilkegideHce M DL F
OfTDFFXPXODWLRQ FURLVVDQWH GH FDOFLXP GIibgendt OHV PL"
MXGLFLHX[ G9pW XdelLcettd cdddeptyaRod XeMFIDROFLXP GDQV OH FDGL
évaluation de la fraicheur de fileGH SRLVVRQ $LQVL LO VHUDLW SR
concentrations calciques dans les mitochondries isolées de filets de poisson atglifére

temps de conservation OfDLGH GH VR Q Gli¢dsoh@X@GI 0 IkC\a(SVvIdIK)(\I&BH]E\/

Ichaset al, (1997) ou Rhod2AM (Minta et al, (1989) ont démamtré de bonnes aptitles

sur mitochondries isoléeSRXU FH W\SH GY{pWXGH

D.  De la mitochondrie DX WLVVX GDQV OfRSWLTXH GIDSSRUWHU GHV Uj|
industriels

Les industriels sont demandeurs de méthodes fiables, peu onéreuses, non destructives et
surbut rapides. La méthodologie développée dans ces travaux de dahéémontré la
SHUWLQHQFH GYpWXGEH Q WdtWddiRi@ds \toloim© mardusiprécocs
de fraicheur de filets de poisson. Toutefois, notre méthodologie nécessite desenoagpét
VSpFLILTXHV canpiktatu Gléet\amalyse RtQun temps de manipulation de 3 heures.
$LQVL FHWWH PpWKRGRORJLH VHUDLW SOXV DSSURSULpPH
demanderait une analyse approfondie et pasune analysale outine. |l conviendrait en
perspectve GH VH VRXVWUDLUH GH OYpWDSH GYH[WUDFWLRQ
respiration mitochondriale directentea partir de tissus de poissdéiibres musculairésa
différents temps de conservatidsne perspecttd YLVDQW | VLP S OGdntliodAd)etO TpW X G
de l'intégrité mitochondriallesGH FHOOXOHV GH PXVFOHV GH GDXUDGH
directement la respiration ou lé , a partir de tissus ode cellules extraites telles que les
adipocytes de filets de daurade royale a différents intervyadlssmortemLe cytometre de
IOX[ DFTXLV UpFHPPHQW GpFHPEUH HW OD IXWXUH D

(décembre 2(8) nous permettront de développer cet axe de recherche.
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6XU FH SULQFLSH GYpWXGH GH OD SK\WLRORJLH FHOOXO
méthodologie a été développée au laboratoire en collaboration avec le Dr. Philippe PASDOIS
HW D IDLWGQ $REMHW WX HQYHORSSH 6ROHDX

E. (WXGH GH OfLQWpJULWp PLWRFKRQGULDOH DYHF GH QRXYHD
chimiques
Lesfonctions et l'intégrité mitochondrialpewert étre maintenuedurant un temps plus long
en utilisantdifférenes conditions expériemtales ,0 VHUDLW QRWDPPHQW LQWyg¢
unetempérature de stockage d&C(a 2°C couplée ou non Bf XWLOLVDWLRQ ,GYDGGL)

Y R L Umcdadjtionnement sous atmosphére modifié. Ces conditions ont eétéffétrites

comme efficace pou allonger la durée de conservation dedeurade royalgMendes,

(2019). Notre méthodologie permettrait ainsi de valider ou non certapregess visanta

augmenter la dée de conservation du poisson.

F. (WXGHV j PHQHU VXU GIDXWUHY HVSqQFHV GLQWpUrW FRPPHUF

La daurade royaleeprésentéa troisiemeespece la plus élevée en Europe. |l sémggressant

G T p Y De6fdhktidns et l'intégrité mitochondrialessr GI{DXWUHYV HVSgqFHV GH SRLYV
telles que la truite, le saumon ou le bar. Desiabilités de fonctions etde l'intégrité
mitochondrialepost mortenentre especes de poisson pourraient ainsi étre mises en évidence
Chaque espece de poissgossede son «profil » des fonctions et de [lintégrité
mitochondrialepost mortemHW GRQF XQ SDOLHU GY{XO¥g¥péecliquél DVFKHXU |

G. Etude de marqueurs mitochondriaux pour différencier le s filets frais de filets
décongelé s

En plus de la recherche de marqueurs précoces de la fraicheur, la filiere péche est également
tres demandeuse de marqueurs de congéldéocongélation, O HVW GLIIUBLWGH GYpYL
filet de poisson a sulmu non une congélatiéshécongélationUn filet de poissorirais peuten

effet étre confondu facilement avec dilet décongelé. De nombreuses fraudes étd
constatéesdans le milieu de la péchdont la vente de pos®on décongelé au prix du frales

marqueurs de congélation/décongélation constituent donc une forte demande de la part des
professionnels de la péche. Le processus de congélation altére la structure des cellules
musculaires de filets H SRLVVRQ /D FRQJpODWLRQ HVW j OTRULJL
produisent des espaces entre les fibres musculaires et des altérations des structures

membranaires. Des cavités intayofibrillaires se forment également suite a la congélation.
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Figure 54 : Sections transverkss de muscles ddaurade royalebservéepar microscopie électronique a
transmission (MET)
A : filets frais a 6 tpost mortem
B : filets congelés a 6 h post mortem pendahhpuis décongelés
crt : créte ;eimf : espace intemyofibrillaire ; mat : matrice ;me : membrane externemf : myofibrilles; mi :
membrane internemit : mitochondriesrs : réticulumsarcoplasmique.
%DUUH GTpFKHOOH QP
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Le réticulum sarcoplasmique est altéré et gonflésaat une augmentation significative des

espaces intemyofibrillaires. Toutefois, Les fibres de collagéne et le tissu conjonctif sont

encore présentsiyala et al, (2009, (Bello et al, (1989). Des études préliminaires menées

au sein du laboratoire ont été réalisées afin de déterminer si la mitochondrie pouvait

€également constituer un marqueur de congélatioardggation. Une étude de microscopie

électronique a transmission nous a permis de mettre en évidence les importants dommages

structuraux dans des cellules musculaires de filet de daurade royale aprés une congélation de
KHXUHV VXLYLH G‘l]l%ggrldSIIange JpODWLRQ

Les structures de cellules musculaires de filets de daurade (6 pestesortem j OfpWDW |IUD

Y

et décongelé ont été comparées.

Cette étude a mis en évidencH¥ DOWpUDWLRQV WHOOHV TXH OfDSS
myofibrillaire ou le gonflement du réticulum sarcoplasmique. Une attention particuliere a été
portée aux mitochondries. Ces derniéres sont apparues gonflées avec des mengisranes
altérées Les crées ne sont également plus visibles. Les altérations des organites rendent
difficiles la discrimination entre réticulum sarcoplasmique et mitochond@es. résultats
FRQVWLWXHQW O HMurs g pPAGH WG XQHXWLOLVDWLRQ GHV |
marqueurs de différenciation entre les filets de poisson frais et les filets de poisson

congelés/décongelés.
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