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Avant-propos

Dans le cadre d‘une thése en cotutelle internationale, ce travail a été réalisé a 1°‘Unité de
Physiologie et Environnement Aquatique UR 13 ES 35, Département de Biologie, Faculté des
Sciences de Tunis, Université de Tunis El Manar, Tunis (TUNISIE) en collaboration avec
1‘équipe Ingénierie Cellulaire et Tissulaire, Imagerie Vectorisation " (CeTEVI), UMR 7365
CNRS-Universit¢é de Lorraine, Ingénierie Moléculaire et Physiopathologie Articulaire
(IMoPA), Faculté¢ de médecine, Nancy (France).



Deéedicaces et remerciments



Dédicaces

Je me souviens d’un apres-midi de 1’été 2008 au cours duquel ma chérie maman et moi nous
prenions un café ensemble dans la terrasse elle avait une fracture au niveau du bassin.
C’était ma derniere année de master, en papotant je lui expliquais le systeme académique
Maitrise-Master-Doctorat. Je me souviens qu’elle m’a dit « je crois en toi alors, dans 4 ans,
tu pourrais déja étre docteur ? ». Ensuite la conversation a tourné autour de nos réveries sur
ce terme tres suggestif mais qui en réalité ne voulait pas dire grande chose pour nous, ainsi
que sur les sujets de recherche qui m’intéressaient et parmi lesquels la nacre, substance
naturelle pouvant substituer I’os et une solution pour combler les failles osseux, en pensant
en particulier a la fracture au niveau du bassin de ma mere, était ma principale aspiration.

Nous voici six ans plus tard, je n’ai pas vu le temps passer et j’ai du mal a réaliser que cet
objectif tres vague et réveur soit devenu une réalité.

Maman, je ne sais pas comment te remercier si ce n’est qu’en te dédiant cette these, je sens
et je sais que tu seras heureuse, que Dieu pourrait t’accorder une bonne action dans sa
miséricorde infinie.

A mon tout, Papa

Pour qui ce travail symbolise (enfin.. !) ['aboutissement heureux de dures années de travail,
doutes, espoirs et encouragements, Papa, merci d’avoir été la, merci pour tes
encouragements et pour la motivation que tu m’as toujours insufflée. J'espére que tu seras
fier de moi

A ma famille, qui m’est si précieuse

A Imtinen

Ma chere soeur, qui a su étre une amie et une mere a tous les instants, m’a supportée et m’a
apporté son soutien. Je te souhaite tout le bonheur du monde.

A Manel, a Kais, a Rabiia Pour votre soutien et vos encouragements. Avec tout mon amour.

Un cdlin a Tita...et un clin d il a Améni mon aimable niece

Espérant que cette these puisse étre a la hauteur de tout ce
qu’ils ont fait pour moi



Remerciements

Pendant le déroulement de ma thése, j‘ai rencontré beaucoup de personnes agréables,
j‘ai appris beaucoup, scientifiquement et humainement. Cette theése restera dans ma mémoire
comme le souvenir d‘une période riche en événements. Je tiens a adresser mes plus sinceres
remerciements a tous ceux qui, par leur aide directe ou indirecte, ont rendu sa réalisation
possible.

A Monsieur le Professeur Mohamed EL. GAZZAH
Qui nous fait 1°‘honneur de présider notre jury.
Hommages respectueux.

A Monsieur le Professeur Patrice LAQUERRIERE

De I‘Institut Pluridisciplinaire HUBERT CURIEN a Strasbourg.
Qui a aimablement accepté de participer a notre jury de thése,
Veuillez accepter tous nos sinceres et vifs remerciements.

A Monsieur le Professeur Mohamed Salah ROMDHANE

De I“Institut National de 1°Agriculture de Tunis

Qui a accepté de participer a notre jury de these,

Veuillez accepter notre profonde reconnaissance et tous nos sincéres remerciements.

Je dois également remercier toutes les personnes qui ont permis a cette thése d‘avoir
lieu et qui l‘ont vécu « en direct ». Tout d‘abord, monsieur le professeur M’Hamed EL
CAFSI, qui a été un excellent directeur de thése, me donnant toujours de la liberté tout en
étant disponible et a 1°‘écoute. Je tiens a vous exprimer mon profond respect et ma profonde
reconnaissance pour m‘avoir permis de réaliser cette thése au sein de votre laboratoire. Pour
votre rigueur, votre professionnalisme et pour m'avoir fait une place au sein de votre équipe.
Merci pour ces discussions stimulantes lors des réunions relativement régulieres malgré des
emplois du temps souvent incompatibles.

Merci également pour l‘aide précieuse notamment en instrumentation. Je vous
remercie plus spécialement pour les nombreuses discussions et suggestions précieuses et
fructueuses au cours de ce travail qui nous ménent méme a inventer de nouvelles théories
scientifiques, merci de m‘avoir communiqué votre passion pour les lipides particulierement du
monde marin, de m‘avoir laissé une liberté¢ d‘action tout au long de ces quatre années qui m‘a
donné la force d‘avancer et de réver et d‘avoir été présent dans les moments délicats. Merci pour
vos encouragements pour rédiger mes articles. Merci pour votre générosité et votre
humanisme. Ce fut trés enrichissant de travailler sous votre direction.

Jeadresse mes vifs remerciements et mon profond respect a mon co-directeur de thése
a Nancy, Monsieur le professeur Pierre GILLET, pour ses précieux conseils scientifiques,
ainsi que pour son aide précieuse, son soutien, sa disponibilité, son encadrement tout au long
de ces années. Qu‘il soit également remercié de la confiance qu‘il m‘a témoignée. Je tiens a
vous exprimer ma profonde reconnaissance pour m‘avoir permis de réaliser cette thése au sein
de votre laboratoire. Depuis mon intégration dans votre équipe, vous m‘avez apporté sans
réserve, toute 1‘aide scientifique, morale et matérielle qui m‘a été nécessaire, le témoignage de
ma reconnaissance, mon respect le plus profond et mon plus grand estime pour vos qualités
scientifiques et humaines.



Je vous remercie particuliérement pour avoir toujours répondu a mes questions et
corrigé mon travail. Vos conseils et votre compétence scientifique m‘ont été d‘une aide
précieuse. Soyez assuré de toute ma reconnaissance d‘avoir accepté mon encadrement.

Au docteur Marthe ROUSSEAU ma Co-encadrante de thése a Nancy, pour sa bonne
humeur, son enthousiasme, son sérieux, sa réactivité et son implication dans la valorisation de
ce travail, pour m‘avoir guidée, supportée, conseillée, corrigée, recorrigée et encouragée tout
au long de ce travail. Merci également pour ta patience, ton authenticité et ta cordialité. Ce fut
une formidable expérience de travailler avec quelqu'un d‘aussi passionné et expérimenté que
toi! Qui m‘a tant appris @ mon arrivée ! Ta compétence, ta disponibilité et ta gentillesse m‘ont
permis de surmonter bien des étapes. Je suis tres heureuse de t‘avoir rencontrée et d‘avoir
travaillé avec toi. Je te remercie d‘avoir été ma directrice de thése. Merci pour tes précieux
conseils, ta disponibilité et ton accompagnement de tous les jours. Ta bonne humeur générale
et ta jovialité ont été trés appréciables.

Je ne peux ne pas remercier Madame Evelyne LOPEZ Professeur émérite connue pour ses
travaux précieux sur la nacre. Je lui dois une particuliére reconnaissance pour l‘intérét
bienveillant qu‘elle a accordé a mon travail et pour la confiance qu‘elle m‘a accordée j‘espere
qu‘elle m‘honore avec son assistance a Tunis.

Cette these a également été réalisée en collaboration avec des équipes étrangéres a
Torré Del Salte a Valence en Espagne. Je remercie particulierement monsieur le professeur
Juan Carlos NAVARRO TARREGA pour sa collaboration.

Il m‘est également de remercier vivement mon collégue le docteur Mohamed Ali
BEN SMIDA pour son aide, son sérieux, ses conseils importants et les multiples discussions
fructueuses que nous avons eu au cours de ce travail.

Je remercie également tout le personnel du laboratoire nos techniciens Hédi BEN
REBAH et Hassan MEJRI pour leur aide et les bons moments de fou rire que nous avons
passé ensemble. Mes collégues en particulier Nabila GHAZALI pour son aide a réaliser la
partie pratique et Douha BOUSSOUFA pour son humeur agréable et son aide, Imeéne
CHETWI pour sa serviabilité et les bons moments que nous avons pass¢ ensemble ainsi que
Khoula TELAHIGUE, Imen REBAH et Mariem TIR pour leurs conseils et aide, etc.....

Marie Hélene PIET, « véritable mere adoptive ». Qu'aurais-je fait sans tes conseils
judicieux autant d'ordre biologique que technique. Merci d'avoir été¢ 1a pour moi dans les
moments plus « rushants ». Merci pour ta générosité et ton humanisme. Marie, toujours la
pour aider. .. Merci Marie pour ta disponibilité et ton altruisme. Tu m‘auras « sauvée »,
plusieurs fois, de bien des difficultés! Jaurais aimé que tu sois parmi nous et pour te faire
découvrir un peu Tunis.

Je souhaiterais aussi remercier Monsieur Jacques MAGDALQU, ancien directeur de
I'UMR CNRS jusqu‘a 2012, ainsi & Monsieur Jean Yves JOUZEAU, directeur actuel de
1‘UMR CNRS 7365, pour m'avoir acceptée dans l'unité de recherche et pour leurs gentillesses.

Je tiens a remercier monsieur le Docteur Pascal REBOULT pour son accueil des le
premier jour, son humour, pour ses conseils en culture cellulaire et différentes manipulations,
ainsi que Monsieur le Docteur Arnaud BIANCKI, Ingénieur de Recherche, pour sa bonne
humeur et son aide.



Mesdames Ghislaine CAUCHOIS, Monique GENTILS, et Brigitte GUERBER,
pour leur gentillesse @ mon égard et leur soutien constant. Je leur exprime ma profonde
reconnaissance.

A tout le personnel du laboratoire ainsi & mes collégues et en particulier Alice pour
son aide, son sérieux et surtout sa rapidité, Loic, Nasser, Alexandra, Jean Marc pour leur
aide. Myriam, Lina TABCHEH, Nicolas, Magalie HUDZIA et Ayra SADEGH pour
m‘avoir encouragés et supportés durant ces années et surtout les bons moments que nous
avons passeés ensemble.

Je voudrais aussi remercier de tout mon coeur mes meilleurs amis, tout
particuliecrement, Mohamed, Nébil, Souad, Mourad, Rimel et Salma pour leur
encouragement et leur motivation. Walid, pour ton amitié sincére et ta présence méme si tu es
loin. Wahid, sans ton aide, mon ordinateur aurait fini par la fenétre.

\

Merci d‘avoir cru en moi a chaque seconde et de m‘avoir épaulée, supportée et
redressée dans les moments difficiles.



PUBLICATIONS ET COMMUNICATIONS

Ben Ammar Rym; Mohamed Ali Ben Smida; Marthe Rousseau; Pierre Gillet & M‘hamed El
Cafsi ; 2012. Etude de la composition en acides gras des phospholipides de la Poudre de nacre
et de la chair de Pinctada radiata des cotes Tunisiennes. Bulletin de [’Institut National des

Sciences de la Mer (INSTM Salammbo), Tunisie ; 16 :84-89.

Ben Ammar Rym, Mohamed Ali Ben Smida, Marthe Rousseau, Pierre Gillet & M‘hamed El
Cafsi; 2014. Lipid Characterization of Wild Species Pinctada radiata in Southern Tunisia
East. Intern J of engineering Sciences & Research Technology, 3(4): 4060-4072.

Ben Ammar Rym; 2014. Study of the lipid composition of the flesh and the mother of pearl
(nacre) of the pearl oyster Pinctada radiata (Leach, 1814) of Tunisian coast. Inter J of a Sci

and Tech Rese; Issue 4 vol 3:464-482.

Mohamed Ali Ben Smida; Rym Ben Ammar; Hassen Mejri; M‘Hamed El Cafsi, 2014. Fatty
Acid Composition in Phosphatidylcholine, Phosphatidylethanolamine, Triacylglycerol and
Diacylglycerol of the Muscle and Skin Swordfish (Xiphias Gladius). IJESRT; Vol.3, No. 8:
259 —266.

Les travaux réalisés au cours de cette thése ont donné lieu aux communications orales

suivantes:

Quatorziéme Journée de I’Association Tunisienne des Sciences de la Mer (Sousse :
Tunisie 18-21 décembre 2012. Ben Ammar Rym (1, 2)*; Mohamed Ali Ben Smida (1);
Marthe Rousseau (2); Pierre Gillet (2) & M‘hamed El Cafsi (1). «Etude de la composition en
acides gras des phospholipides de la poudre de nacre et de la chair de Pinctada radiata des

cotes tunisiennesy» (avec un prix).

Journée de la FR CNRS-UL 3209 BMCT « Ingénierie Cellulaire & Thérapeutique »
(Nancy : 11 septembre 2014. Ben Ammar R. * Piet M.H., Brion A., El Cafsi M. * Gillet P.,
Rousseau M. « Etude de I‘effet des lipides extraits de la chair et de la nacre de l‘huitre

Pinctada radiata sur les cellules MC3T3 ».


http://paper.researchbib.com/?action=viewList&issn=22779655&vol=3&no=8

Résumé

La couche de nacre de la coquille de I'huitre perliére Pinctada radiata des cdtes tunisiennes est
considérée comme un biomatériau ostéogénique prometteur. L°objectif de ce travail intitulé «
Ostéogénie, intégration et qualité de la nacre d‘un bivalve des cotes tunisiennes : Pinctada radiata
(Leach, 1814)» consiste dans un premier temps a valoriser l‘espéce P. radiata par sa qualité
nutritionnelle par un suivi saisonnier de la composition de sa chair en lipides totaux et en
phospholipides particulierement les PC, PE, PS et PI. Les analyses effectuées ont montré que les
lipides de P.radiata sont caractérisés par une richesse en acides gras polyinsaturés (AGPI) de la série
n-3 qui dépasse 3 fois celle des AGPI de la série n-6. Ces AGPI de la série n-3 en particulier I'EPA
(C20:5n-3) et le DHA (C22:6n-3), sont connus comme étant les AG les plus importants dans
l‘alimentation humaine puisqu‘ils préviennent des maladies cardiovasculaires et des pathologies ostéo
articulaires,

Par ailleurs, P. radiata de la région de Maharés présente la meilleure qualité de nacre en Tunisie. Les
analyses biochimiques ont montré que cette région, constitue la meilleure localisation de cette espece
qui est loin des zones portuaires et des différentes origines de stress (péche, exploitation, zone
touristique etc...). En plus de cet aspect, la zone de Maharés renferme des pintadines présentant une
bonne qualité en termes d‘épaisseur de nacre. Nos résultats montrent que la composition, saisonniere,
en acide gras des phospholipides et en particulier des glycérophospholipides (PE, PI, PS et PC) de la
nacre est riche en acides gras saturés C14 :0, C16 :0 et C18 :0 particulierement en hiver et dans un
moindre degré au printemps. La nacre, substance ostéogénique, a été également caractérisée par un
taux élevé de plusieurs AGPI de la série n-3 et n-6, particulierement (18:3n-3, 18:4n-3, 20:5n-3,
22:5n-3, 22:6n-3 et le 20:4n-6).

Pour démontrer les potentialités ostéogéniques des extraits de la nacre, nous avons utilisé un modeéle
"in vitro" utilisant 4 extraits lipidiques : 1‘extrait lipidique de la nacre de P.radiata (Ln), 1‘extrait
lipidique de la chair de P.radiata (Lc), 1'ESM (Ethanol soluble Matrix) de la nacre de P.radiata (Br) et
1'ESM de la nacre de P.margaritifera (Bm). Nous avons comparé, in vitro, le pouvoir ostéogénique
des extraits ESM des deux especes P. radiata et P. margaritifera sur deux types de cellules les
préchondrocytes ATDCS et les préostéoblastes murins MC3T3.

Les différents extraits (Ln, Lc, Br et Bm) induisent 1‘engagement des cellules MC3T3 vers le lignage
ostéoblastique par l‘activation des promoteurs des genes spécifiques du tissu osseux, tels que: le
collagéne de type 1, [‘ostéocalcine (OC), I‘ostéopontine(OP) et le Runx2. Ces extraits induisent aussi
I‘engagement des cellules ATDCS vers la différenciation endochondrale par 1‘activation des
promoteurs des génes spécifiques du tissu osseux, tels que: le collagéne de type 1 alpha-1 (Collal),
1‘Aggrécane et le collagéne de type X alpha-1 (ColXA1). De plus, nous remarquons que la fraction
organique ou ESMr(Br) en comparaison avec celle de P.margaritifera (Bm) présente également les
propriétés stimulantes de la nacre et la stimulation est méme beaucoup plus importante.

Ces résultats mettent en évidence, dans les modéles expérimentaux mis en oeuvre, 1‘intérét des lipides.
Ces derniers semblent jouer un réle important dans cette stimulation.

De plus, nous pouvons penser a la possibilité de 1‘association des molécules de nacre ou de
biominéralisation avec les acides gras de la nacre et de la chair dans les défauts osseux a travers les
sites actifs de 1‘os ou du cartilage humain présentant les différentes pathologies ostéarticulaires.

Mots Clés : Pinctada radiata, la nacre, la chair, les variations saisonniéres, PhosphatidylCholine (PC),
Phosphatidyléthanolamine(PE), Phosphatidylsérine (PS), Phosphatidylinositol (PI), les acides gras
polyinsaturés, (n-3) et (n-6), I'ESM (Ethanol soluble Matrix), ATDCS, MC3T3, les génes du tissu
0SSeux.



Summary

The nacre layer of the shell of the pearl oyster Pinctada radiata of Tunisian coast is considered a
promising osteogenic biomaterial. The objective of this work entitled "Osteogenie, integration and
quality of nacre of a tunisian coast bivalve: Pinctada radiata (Leach, 1814)" is a first step to enhance
the species P.radiata its nutritional quality by seasonal monitoring of the composition of the flesh of
total lipids and phospholipids in particular PC, PE, PS and PI. The analyzes showed that lipids of
P.radiata are characterized by rich in polyunsaturated fatty acids (PUFAs) of the n-3 more than 3
times that of PUFAs n-6 series. These PUFAs of the n-3 series particularly EPA (C20: 5n-3) and DHA
(C22: 6n-3) are known to be the most important AG in the food as prevent of the cardiovascular
disease, and joint/ bone pathologies. Moreover, P. radiata of Mahares region has the best quality of
nacre in Tunisia. Biochemical analyzes showed that this region is the best location of this species that
is far from the port areas and different sources of stress (fishing, exploitation, tourist area etc ...). In
addition to this aspect, the area contains pintadines having good quality in terms of thickness of nacre.

Our results show that the seasonal composition of fatty acid of phospholipids in particular
glycerophospholipids (PE, PI, PS and PC) nacre is rich in saturated fatty acids C14: 0, C16: 0 and
C18: 0 especially in winter and spring in a lesser degree. Nacre, osteogenic substance, was also
characterized by a high rate of PUFA of the n-3 and n-6 rate, especially (18: 3n-3, 18: 4n-3, 20: 5n-3,
22 5n-3, 22: 6n-3 and 20: 4n-6).

To demonstrate the osteogenic potential of extracts of nacre, we have established an "in vitro” model
using 4 lipid extracts: the lipid extract of nacre P.radiata (Ln); the lipid extract of the flesh of
P.radiata (Lc), ESM (Ethanol soluble Matrix) of the mother-of P.radiata (Br) and ESM nacre of P.
margaritifera (Bm). We compared “in vitro” osteogenic power ESM extracts of both species P.
radiata and P. margaritifera on two types of cells the préchondrocytes ATDC5 and the murine
preosteoblasts MC3T3.

The different extracts (Ln, Lc, Br and Bm) induce engagement MC3T3 osteoblast lineage cells to the
activation of the promoters of specific genes of bone tissue, such as collagen type 1, osteocalcin (OC),
osteopontin (OP) and Runx2. These extracts also induce the commitment of ATDCS cells to
endochondral differentiation by activating specific genes promoters of bone tissue, such as collagen
type 1 alpha 1 (COL1AL1), the aggrecan and collagen type alpha 1-X (ColXA1). Moreover, we note
that the organic fraction or ESMR (Br) compared with that of P. margaritifera (Bm) also has stimulant
properties of nacre and the stimulation is even more important.

These results demonstrate, in experimental models used, the interest of lipids. They seem to play an
important role in this stimulation. Moreover, we can think about the possibility of the association of
molecules or nacre biomineralization with the fatty acids of the nacre and flesh in bone defects
through the active sites of bone or cartilage presenting the human osteoarticular different pathologies.

Keywords: Pinctada radiata, mother of pearl, flesh, seasonal variations, phosphatidylcholine (PC),
Phosphatidylethanolamine (PE), phosphatidylserine (PS), phosphatidylinositol (PI), polyunsaturated
fatty acids, (n-3) and (n-6), ESM (Ethanol soluble Matrix), ATDCS, MC3T3, genes of bone tissue.



NOMS USUELS ET TRIVIAUX DES PRINCIPAUX ACIDES GRAS
PRESENTES DANS CETTE THESE

Acide gras

C14:0
C15:0
C16:0
C17:0
C18:0
C22:0
Cl4:1
C15:1
Cleé:1
C18:1n-9
C18:1n-7
C20:1n-9
C22:1
C18:2n-6
C20:2n-6
C20:4n-6
C18:3n-3
C18:4n-3
C20:4n-3
C20:5n-3

C22:3n-3

Nomenclature (acide)

tetradécanoique
pentadécanoique
hexadécanoique
heptadécanoique
octadécanoique
docosanoique
cis-9 tétradécanoique
cis-9 hexadécénoique
cis-9 octadécenoique
cis-11 octadéceénoique
cis-11 eicosenoique
cis-13 docoseénoique
cis-9,12 octadécadienoique
cis-11,14 eicosadiénoique
cis-5,8,11,14 eicosatetratrienoique
cis 9,12,15 octadécatriénoique
cis-6,9,12,15 octadécatetraénoique
cis-6,9,11,14 eicosatetraénoique
cis-5,8,11,14,17 eicosapentacnoique

cis-13,16,19 docosatriénoique

Noms triviaux (acide) ou
abréviations
myristique
palmitique
margarique
stéarique
béhénique
myristoléique
palmitoléique
ol¢ique
vaccenique
gadoléique
erucique
cis-9,12 octadécadienoique
Arachidonique (AA)
linolénique
stéaridonique

EPA



C22:5n-3

C22:6n-3

C16:2n-4

C16:3n-4

C18:3n-4
C22:2i

C22:2]

cis-7,10,13,16,19
docosapentaénoique

cis-4,7,10,13,16,19
docosahexaeénoique

DHA



LISTE DES ABREVIATIONS

AA : Acide Arachidonique (20:4n-6)
AFSSA : Agence Frangaise de Sécurité
Sanitaire des Aliments (actuellement
ANSES, Agence nationale de sécurité
sanitaire de l'alimentation, de
'environnement et du travail)

AG : Acide Gras

AGMI : Acide Gras Monoinsaturé
AGPI : Acide Gras Polyinsaturé

AGS : Acide Gras Saturé

AGT : Acides gras totaux

ALA : Acide a-Linolénique (18:3n-3)
ANC : Apports Nutritionnels Conseillés
DGLA : Acide dihomo-y-linoléique
(20:3n-6)

DHA: Acide Docosahexaénoique (22:6n-3)

DPA n-6 oun-3 : Acide
Docosapentaénoique de la série n-6
(22:5n-6) ou de la série n-3 (22:5n-3)
DO : Densité Optique

EPA : Acide Eicosapentaénoique
(20:5 n-3)

LA : Acide Linoléique (18:2 n-6)
MEM : Milieu Essentiel Minimum de
Eagle

PBS: Phosphate Buffered Saline

PC: PhosphatidylCholine

PE: Phosphatidyléthanolamine

PF: poids frais

PGE?2 : Prostaglandine E2

PGI2 : Prostacycline 12

PLAZ2 : Phospholipase A2

PPAR : récepteur au proliférateur de
péroxysome

PS: Phosphatidylsérine

SVEF: Sérum de Veau Foetal

TXA2: Thromboxane A2

CAEP: céramide aminoéthylphosphonate
CL: cardiolipide

CPG: chromatographie en phase gazeuse
FA: fatty acid

GPL: glycérophospholipide

MUFA: monounsaturated fatty acid
NMI: non-methylene-interrupted

Plsm: plasmalogene

PI: Phosphatidylinositol

PL: phospholipide

PS: Phosphatidylsérine

PUFA: polyunsaturated fatty acid

SFA: saturated fatty acid
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La surface de notre plancte est recouverte a 71% par des océans. Lesquels sont riches d‘une
biodiversité estimée entre 3 et 500.106 especes marines (Haug et al., 2002b). A elle seule, la
macrofaune marine comprend entre 0,5 et 10.106 espéces (De Vries & Hall, 1994). Avec plus
de 100 000 especes, le phylum des mollusques est le 2éme en importance apres celui des
arthropodes. Plus 50 000 especes de mollusques marins ont été décrites a ce jour (Kornprobst,
2005). Cette biodiversit¢é océanique dépend principalement des interactions avec
I‘environnement et intra- et inter-especes. Le potentiel du milieu marin, comme ressource

exploitable en biotechnologie, reste encore insuffisamment exploré.

Les organismes marins présentent donc un intérét scientifique énorme. Les huitres constituent
I‘un des principaux groupes d‘espéces d‘aquaculture dans le monde mise a part leur
production ostréicole, leur richesse, notamment, en acides gras polyinsaturés (oméga 3 et
oméga 6). Ces derniers participent a des processus importants comme la constitution et
I‘intégrit¢ des membranes cellulaires, le fonctionnement du systéme cardiovasculaire, du
cerveau, du systeme hormonal ainsi que la régulation du systeme inflammatoires. Ainsi, de
par leur nature et leur abondance dans 1‘alimentation, les AGPI sont susceptibles d'influer la
prévention ou la survenue d'un grand nombre de pathologies (Astorg et al., 2006 ; Calder et
Yaqoob, 2009).Ainsi la quantité et la qualité des lipides présents dans les organismes marins
comme les huitres sont contrdlés par différents facteurs biologiques tels que la croissance, la
reproduction ou la capacité des especes a métaboliser ce type de composés. Elles dépendent
¢galement de nombreux facteurs environnementaux (température, qualit¢ des eaux,
hydrologie ...) qui déterminent entre autres choses, la nature et la disponibilité de la nourriture
présente dans le milieu. En effet, les huitres possédent des structures, des voies métaboliques,
des systemes reproducteurs et des mécanismes de perception et de défense uniques parce
qu‘ils ont su s‘adapter a leur environnement, parfois hostile. L‘identification de nouvelles
substances naturelles marines bioactives est une voie prometteuse pour identifier des

stratégies thérapeutiques innovantes.

Dans ce contexte, les mollusques marins comme les huitres perliéres représentent d‘une part,
une source d‘acides gras polyinsaturés (en particulier omega3 et omega 6) et d‘autre part, une
source de bien fait pour 1°étre humain se présentant dans leur couche nacriére interne. La
nacre est un biomatériau fascinant qui fait 1‘objet d‘une grande quantit¢ de travaux de
recherche dans des disciplines tres diverses. C‘est une microstructure trés ancienne qui est

apparue deés le Cambrien dans les coquilles des mollusques. Elle est potentiellement
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importante par son pouvoir ostéogénique (Silve et al., 1992 ; Lopez et al., 1992 Atlan et al.,
1997 ; 1999 ; Lamghari et al., 1999) pouvant servir de support pour la découverte de
molécules bioactives a travers ses extraits, et ainsi contribuer au développement de nouvelles

stratégies pour des actions préventives.

A une biodiversité marine considérable correspond une vaste chimiodiversité. Les composés
décrits appartiennent généralement aux classes chimiques des dérivés d‘acides gras (Ojika et

al., 1990), des stérols (Gerwick, 1993) et des composés mixtes (Maktoob & Ronald, 1997).

Leaffinité qui existe entre la nacre et 1°os pourrait étre alors due a la présence dans la nacre
d‘une composante organique qui joue une fonction similaire a celle de la matrice organique
osseuse de 1°os (Kikuchi M et al., 2004). Or, les lipides représentent 1‘un des principaux
composés de 1°‘os des vertébrés sachant que la littérature a largement 1i¢ 1‘apport lipidique et
les pathologies ostéo articulaires. De nombreuses études ont rapporté un effet potentiellement
bénéfique des AGPI sur la prévention des cancers, ainsi que dans différentes pathologies
caractérisées par une réponse inflammatoire dont les pathologies cardiovasculaires, 1‘arthrite
rhumatoide, [‘asthme, le lupus, les pathologies respiratoires, le psoriasis, (Horrocks &
Yeo,1999 ; Stillwell & Wassall, 2003). L‘impact des AGPI sur ces pathologies s‘explique en
partie par le fait que certains d‘entre eux sont capables de générer des familles de molécules
bioactives impliquées dans la mise en place et/ou la régulation du processus inflammatoire
(Hong et al., 2003, Serhan et al., 2004). Ces AGPI en particulier de la série n-3 sont pressentis
pour protéger le capital osseux (Ono et al., 2005; Tsutsumi et al., 2009; Corwin, 2003; Calder,

2006). Néanmoins, ce débat reste controversé et les mécanismes d‘action sont mal connus.

L'os est un tissu qui posseéde la particularité de pouvoir se régénérer. Cette capacité a conduit
I'homme a élaborer toutes sortes de techniques afin de pallier a diverses affections d'origine
pathologique ou traumatique. Dans ce contexte et dans le but d‘évaluer le pouvoir
ostéogénique des extraits de la nacre d‘un mollusqque bivalve P.radiata des cotes tunisiennes.
Des études réalisées par Lahmeri (2007) montrent le pouvoir ostéogénique de la nacre de
1‘huitre perliere P. radiata. Cette étude a en fait conduit vers deux essais de comblement de
perte de substance osseuse par la nacre en poudre dans le tibia du chien dans un premier
temps et dans celle du lapin dans un second temps. Ce qui suggére que la nacre de P. radiata
est prédisposée a étre exploitée en tant que biomatériau de substitution et de régénération

0Ssscuse.
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La recherche scientifique médicale pourrait encore ouvrir de nouvelles voies pour l'utilisation
diverses de la nacre, et du fait de cette demande, contribuer a l'effort de production de nacre a
usage médical. Il serait nécessaire alors d‘améliorer la maitrise de sa qualité et les rendements
tout au long des cotes tunisiennes et d‘étudier la composition saisonnicre en acides gras totaux
et en phospholipides de la nacre de *huitre perliére P. radiata, avec en complément 1‘étude du

pouvoir ostéogénique des lipides extraits de la nacre.

L'huitre perliere Pinctada radiata (Leach, 1814) est une espéce benthique sessile d‘origine
indo-Pacifique. En Tunisie, une seule étude sur la reproduction biologique de cette espece
récoltée autour des iles de Kerkennah a été réalisée jusqu'a aujourd'hui (Tlig -Zouari, 2009)
En Tunisie, P.radiata n'a pas été beaucoup exploitée; sa consommation est limitée aux iles de
Kerkennah et Djerba. En outre, P.radiata ne produit pas de perles et méme quand elles sont
présentes, elles sont de mauvaise qualité¢ et trés friable (Seurat, 1929). Cette espece est
abondante dans le golfe de Gabes en particulier & Mahares, mais sa répartition devient rare et

méme sporadique au niveau du golfe de Tunis (Tlig-Zouari, 2009 ; Ben Ammar, 2014).

Dans le but d‘évaluer la qualité nutritionnelle de ce mollusque bivalve, nous nous sommes
intéressés tout d‘abord a suivre I‘évolution au cours des saisons de la composition

biochimique de sa chair en particulier les acides gras totaux et ceux des phospholipides.

En effet, les informations congernant la composition biochimique de sa chair au cours des
saisons sont tres peu présentes et non détaillées dans la littératture internationale et absentes a
propos de sa nacre. Dans le but d‘évaluer le pouvoir ostéogénique des lipides de la nacre, une
comparaison avec ceux de la chair ainsi que son ESM (Ethanol Soluble Matrix) a été réalisée
ainsi qu‘une comparaison avec 1‘ESM d‘une autre espece de la famille des pinctadines :

Pinctada margaritifera.

Cette ¢tude est la premicere a avoir évalué les effets des lipides totaux de la nacre et de la chair
de I*huitre perliere P. radiata sur la minéralisation de 2 types de cellules cartilagineuses et
osseuses. Dans ce contexte, les objectifs de notre travail sont multiples. 11 s'agit tout d'abord
de comprendre et étudier la composition en acides gras de la nacre et de la chair de 1°huitre

perliere P. radiata.

Cette étude du pouvoir ostéogénique des lipides extraits de la nacre et de la chair se fera sur
des cellules préostéoblastiques de souris MC3T3 et des cellules préchondrogéniques ATDCS

en culture in vitro. Nous ¢étudierons 1‘effet de ces lipides sur la prolifération et la
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différenciation cellulaire, a 1‘aide de dosages biochimiques et du suivi de 1‘expression génique

des marqueurs de la différenciation cellulaire conduisant a la minéralisation.

Pour atteindre ces objectifs, nous nous intéresserons tout d'abord dans un premier chapitre a
une synthese bibliographique. Cette synthése présentera les intéréts de 1°‘ostéogénie de la
nacre, un apercu sur 1‘os et ses maladies. Nous recenserons ensuite 1‘importance des lipides

dans les tissus osseux et les lipides particuliers comme les lipides polaires ou phospholipides.

Le deuxieme chapitre visera la mise en forme du matériel et des différentes méthodes utilisées
(échantillonnage saisonnier, la préparation de la poudre de nacre et 1‘extraction des lipides
totaux, polaires ainsi que les catégories lipidiques, 1‘extraction des composés de la nacre :

Extraction ESM (Ethanol Soluble Matrix).

Le troisieme chapitre concernera les résultats et les discussions en trois parties avec une
attention particuliére qui sera portée a 1'étude de la qualité de la nacre et a 1‘¢tude de la
composition biochimique en particulier en acides gras totaux de la nacre et de la chair ainsi

que les catégories lipidiques et une comparaison de leurs lipides polaires.

Deux chapitres termineront cette étude: un portera sur 1‘étude des effets des lipides de la nacre
et de la chair et des extraits de nacre sur les cellules MC3T3 et le suivant sur les cellules

ATDCS.

Enfin, nous terminerons par une conclusion permettant de dresser le bilan et de présenter les

perspectives ouvertes par I'ensemble du travail présenté ici.
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I.  Les Biomatériaux
En 1986, la Conférence de Chester de la Société Européenne des Biomatériaux a retenu la
définition suivante des biomatériaux : "matériaux non vivants utilisés dans un dispositif

médical destiné a interagir avec les systémes biologiques".

Les biomatériaux ont ¢ét€¢ développés pour préserver l‘intégrité et le confort de vie des
personnes souffrant de déficiences fonctionnelles graves ou victimes de blessures ou de
brilures. L‘objectif de leur développement est de permettre la fabrication de dispositifs
d'assistance corporelle capables de suppléer les fonctions des organes 1ésés. Les biomatériaux
recouvrent une grande variété d‘applications biomédicales puisqu‘ils peuvent étre a la fois des
matériaux de réparation des lésions tissulaires, des matériaux implantables et €tre constitutifs
de systémes d‘assistance extracorporelle. Ils ne se définissent donc pas par une nature
particuliere mais par 1‘usage auquel on les destine : ils regroupent aussi bien des matériaux
issus du génie de I‘homme (métaux, alliages métalliques, céramiques, maticres plastiques)
que des matériaux d‘origine naturelle (collagéne et cellulose), mais aussi des matériaux d‘un

nouveau type associant un des matériaux précités a une matrice biologique (Violaine, 2000).

Les Biomatériaux sont des mati¢res ayant de nouvelles propriétés qui les rendent surtout
approprié au contact avec un tissu vivant, ils sont produits a travers des processus souvent
employés comme des phénomenes biologiques imitateurs. Vu 1‘amélioration de la qualité de
vie, les biomatériaux sont le centre des efforts majeurs de la recherche médicale. Leprogres
dans ce domaine exige une approche multidisciplinaire, ou les scientifiques (pharmaciens,
physiciens, mathématiciens, biologistes et docteurs médicaux), doivent travailler avec les

ingénieurs, les producteurs de la maticre et les fabricants.

Les biomatériaux peuvent étre inorganiques, organiques, naturels ou synthétiques. Puisqu‘ils
sont placés dans le corps humain, ils doivent étre biocompatibles, bio-résorbables (sutures
solubles, os et cartilage) et bio-durables (implants orthopédique, greffes de I'os) afin d‘éviter
les inflammations et les rejets (Larsson, 2007). La notion de biocompatibilité est essentielle,
cette biocompatibilité « Elargie » débouche sur la notion trés actuelle de « bioactive » c‘est-a-
dire que le matériau fasse réagir le tissu vivant (Sedel et Janot, 2001). De par ses
caractéristiques intrinséques ou l‘action de facteurs extrinséques, un biomatériau doit
promouvoir 1‘attachement, 1‘adhésion, la prolifération et la différenciation cellulaires (Baquey

et Bordenave, 2002).
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Les biomatériaux destinés a la réparation osseuse doivent étre capables d‘assurer un support
structural et mécanique aux cellules « réparatrices » qui vont le coloniser, permettre leur
prolifération et la synthése d“une matrice osseuse minéralisée. Ils doivent répondre a un cahier
des charges précis prenant en compte les caractéristiques biologiques du tissu osseux

(Sundelacruz et Kaplan, 2009).

Les substituts osseux font partie des biomatériaux et a ce titre jouissent actuellement d'un
intérét croissant. En effet, ils occupent sur le plan économique un important créneau de
recherche et ils représentent une alternative aux greffes autologues qui sont mal acceptées vu

les contraintes d'un prélévement désuet.

Quatre grandes classes de biomatériaux peuvent étre envisagées (Sedel et Janot, 2001):
* Les métaux et alliages métalliques,

* Les céramiques au sens large,

* Les polymeres et la matiere "molle",

* Les matériaux d'origine naturelle

Les biomatériaux de comblement osseux peuvenet étre des céramiques phosphocalciques,
bioverres, corail.... Ces substituts, comme les précédents doivent étre parfaitement tolérés par
1‘organisme hdéte. Dans les zones sous charges, ils doivent répondre a des critéres mécaniques
afin de permettre au squelette de continuer a jouer son role de charpente. Les matériaux de
comblement osseux sont en contact intime avec des tissus calcifiés qui se régénerent
spontanément. Ces matériaux devront €tre aptes a présenter des liaisons avec 1°os environnant
et favoriser sa croissance. A terme, 1‘idéal serait qu‘il disparaisse en étant remplacé par de

I°os.

L‘os est le meilleur substitut de comblement osseux. Il est le seul a présenter des propriétés
d‘ostéoinduction, d‘ostéointégration, d‘ostéogénese et d‘ostéonconduction. Cependant la
quantité disponible d*os est trés limitée et les matériaux de substitution osseuse présentent une

alternative intéressante aux greffes osseuses.

Le matériau peut étre ostéoconducteur : ces matériaux sont envahis par l‘ensemble des
cellules générant la croissance de tissus. Cette invasion s‘effectue par les pores des matériaux.
Ce phénomeéne est tridimensionnel et conduit a la production d‘une matrice osseuse comblant

les porosités de 1‘implant (Charles et Cornell; 1999).
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Le matériau peut étre ostéoinducteur : ces matériaux sont capables de générer la
différentiation et la croissance de cellules osseuses en site extra-osseux (Eid K et al ., 2001).
De nombreuses recherches tentent de développer ce type de matériaux en associant des
facteurs de croissance tels que les B M P (Bone Morphogenetic Proteins) au biomatériau (Eid

Ketal., 2001 et Petite H ; 2002).

Le matériau peut étre biorésorbable : Les biomatériaux placés dans 1‘organisme sont altérés
suite a des activités enzymatique, cellulaire, bactérienne, virale. Leur disparition s‘effectue au
profit d‘un remplacement a terme par les tissus osseux dont ils favorisent la croissance par
ostéoconduction ou ostéoinduction. La biorésorption implique une biodégradation du
matériau (perte des propriétés physiques du matériau par phagocytose par les macrophages et
résorption par les cellules ostéoclastiques) et une biodissolution (perte des propriétés
chimiques). Les produits de dégradation du matériau sont évacués par voie rénale ou
métabolisée (Mainard et al., 2001 ; Loty et al., 1998). Ces réactions dépendent des critéres
physico-chimiques des implants (porosité, état de surface, cristallinité, composition).
L'attachement et la propagation des cellules est soit une caractéristique nécessaire de
biomatériaux ou qu'il doit étre supprimé pour la performance souhaitée de lI'implant Matériaux
(Stamm ; 2008). Le cahier des charges du matériau support est encore sujet a débats.

Idéalement le matériau support doit étre :

- Résorbable afin de permettre son remplacement progressif par un tissu osseux néoformé. Sa
résorption devrait étre concomitante a la formation osseuse. En effet, trop rapidement résorbé,
il ne pourrait pas servir de charpente sur laquelle les CSM vont déposer la matrice osseuse.
Trop lentement résorbé, il empécherait la formation osseuse en occupant un volume important

au sein de la lésion.

- Stérilisable, sans perte de propriétés et sa fabrication doit étre compatible avec une

production de grade clinique a 1‘échelle industrielle.

Les biomatériaux sont poreux pour permettre la migration des cellules au centre du substitut,

cependant, il est important qu‘ils conservent une certaine résistance mécanique.

Ainsi, ils permettent 1‘accrochage des cellules et apportent une certaine stabilité mécanique.
In vivo, une interface est indispensable pour répondre aux changements physiologiques et
biologiques, 1‘intégration avec le tissu environnant pourra alors se faire correctement (EI-
Ghannam ; 2005). La réussite de la greffe d'un biomatériau est fortement liée a la production

quantitative et qualitative de la matrice extracellulaire par les ostéoblastes, elle améliore
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['attachement et 1'adhésion des cellules hdtes a la surface du biomatériau et contrdle leur

différenciation ostéogénique (Salasznyk, Williams et al., 2004; Datta, Holtorf et al., 2005).

Figure 1. Illustration de la formation osseuse au niveau d‘un biomatériau implanté avec

des cellules ostéogéniques d‘aprés Muschler et al., 2004.

I Aprés implantation, les cellules ostéogéniques pres de la surface de 1‘implant bénéficient
d‘un environnement quasi normal en termes de concentration en oxygene, glucose et autres
nutriments. Les cellules situées plus en profondeur sont dans un environnement de plus en
plus pauvre en oxygene et nutriments puisque toutes les cellules sont en compétition les unes
avec les autres. L‘hypoxie modérée constitue un stimulus pour leur prolifération et la

sécrétion de cytokines chimioattractantes pour les cellules de 1°hdte.

II cellules inflammatoires (roses), progéniteurs de 1°hote (orange) et des cellules endothéliales
permettant 1‘angiogénese. Avec 1‘arrivée des nouvelles cellules au sein de 1‘implant, la
compétition pour I‘oxygene et les nutriments augmente en attendant la vascularisation. On
comprend a ce moment, la nécessité de limiter, au moment de 1‘implantation le nombre de
cellules non ostéogéniques dans la matrice. Les cellules souches et progéniteurs ayant survécu
et colonisé I‘implant, se différencient pour former un réseau d‘os non lamellaire (woven

bone).

III Apres un certain temps on peut observer un remodelage au niveau de 1‘implant et de 1‘os

adjacent. Le woven bone est progressivement remplacé par de 1°‘os lamellaire formant un

10
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réseau interconnecté qui s‘étend plus profondément dans I‘implant. Un remodelage vasculaire
se produit en parallele. Les espaces délimités par les travées renferment des éléments
médullaires. Des cellules souches et des ostéoprogéniteurs continuent de migrer vers le centre

de I‘implant.

I. 1. Du biomatériau de comblement osseux a I’ingénierie tissulaire osseuse
Les techniques d’ingénierie tissulaire permettent a ce jour de développer de nouvelles
stratégies de médecine régénératrice pour le remplacement d‘un organe. Ce champ
pluridisciplinaire combine les savoirs et les procédés venant de la physique, la biologie
cellulaire, 1‘ingénierie chimique et les sciences de la maticre. Selon ce principe d‘ingénierie

tissulaire, les biomatériaux seront associés a des composantes cellulaires et/ou biochimiques

(Vinatier et al., 2011).

Les principaux acteurs sollicités par ces techniques de reconstruction tissulaire sont présentés

dans la Figure 1. Il s‘agit :

- d‘un biomatériau, d’une matrice tridimensionnelle,

- de cellules présentant une capacité ostéogénique,

- des facteurs bioactifs, comme des facteurs de croissance, capables d‘activer la
fonction des cellules hébergées dans la matrice, ou d‘activer les cellules hotes,

- des facteurs mécaniques.

Le biomatériau aura pour mission de véhiculer les cellules dites « réparatrices » et de leur
permettre d‘initier un processus de régénération. Ce biomatériau peut €tre utilisé¢ également
comme un systeme de délivrance de cellules, de facteurs bioactifs afin de stimuler la
régénération au niveau du site 1ésé. Ces deux approches ne sont pas exclusives et peuvent étre
combinées (Howard et al., 2008). Ce produit d’ingénierie tissulaire (PIT) doit étre capable
de répondre a des stimulations mécaniques. Dans ce dernier cas, la culture de ces PIT dans
des bioréacteurs est susceptible de fournir un environnement dynamique de culture et

favoriser un meilleur transfert en oxygene et en nutriments.

11
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cellules

Biomatériau (1l Facteurs
‘ bioactifs

Figure 2. Les principaux acteurs de 1‘ingénierie tissulaire.

Le succes du développement de biomatériaux doit prendre en considération la facon dont
leurs surfaces vont interagir avec les processus in vivo, tels que l'adsorption des protéines
endogenes. L'interaction entre les protéines et la surface du matériau est cruciale pour le

succes de 1'implant (Yunzhi et al., 2003 ; Ruhe et al., 2004).

Actuellement, le corail et la nacre, composites d‘origine naturelle, figurent parmi les

biomatériaux les plus prometteurs en chirurgie osseuse (Hamza et al., 2013).
Selon Chester, (1986) deux types de biomatériaux :

- les biomatériaux de comblement nécessaires pour combler des défauts volumineux d‘os
(tumeur, vieillissement) : ils incluent les autogreffes, les allogreffes, les xénogreffes, des
matériaux naturels comme le corail ou la nacre, les matériaux synthétiques comme les
phosphates de calcium ou les bioverres, et enfin les polymeres qui peuvent former des
interfaces de type hydrogel favorables pour 1‘adsorption des protéines et donc 1‘adhérence

cellulaire.

- les biomatériaux de substitution nécessaires pour remplacer une piece squelettique
(protheses articulaires, implants dentaires). Nous ne discuterons ici que de biomatériaux de

comblement.

12
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I. 2. Les biomatériaux d’origine marine

Les biomatériaux ont été développés pour préserver l‘intégrit¢ et le confort de vie des
personnes souffrant de déficiences fonctionnelles graves ou victimes de blessures ou de
brilures. L‘objectif de leur développement est depermettre la fabrication de

dispositifs d'assistance corporelle capables de suppléer les fonctions des organes 1€sés.

Les biomatériaux recouvrent une grande variété d‘applications biomédicales puisqu‘ils
peuvent étre a la fois des matériaux de réparation des lésions tissulaires, des matériaux
implantables et étre constitutifs de systémes d‘assistance extra corporelle. Ils ne se définissent
donc pas par une nature particuliére mais par 1‘usage auquel on les destine : ils regroupent
aussi bien des matériaux issus du génie de l[‘homme (métaux, alliages meétalliques,
céramiques, matieres plastiques, composites, bioverres, ...) que des matériaux d‘origine
naturelle (collagene et cellulose), mais aussi des matériaux d‘un nouveau type associant un des

matériaux précités a une matrice biologique (corail, nacre, ...).

Aujourd‘hui le corail et la nacre figurent ainsi parmi les biomatériaux les plus prometteurs en
chirurgie osseuse. La chitine et la chitosane, composants de la carapace des crustacés sont
utilisés comme additifs en cosmétologie et dans 1‘industrie papetiere. Les exemples pourraient
étre multipliés. Pourtant, le nombre de ces utilisations semble infinitésimal au regard de
I‘inépuisable réservoires de substances naturelles d‘intérét biologique que constituent les

milieux marins (Hamza et Zouari 2008).

La greffe osseuse, le comblement de pertes de substance osseuse ou la réparation et la
reconstruction sont de plus en plus fréquentes en chirugie traumatologique ou orthopédique et
de ce fait, elles générent des besoins croissants en produits de comblement ou de susbstitution

osscuse.

La structure macroporeuse d‘un substitut osseux permet la colonisation osseuse et la
néovascularisation jusqu‘au cceur du biomatériau. Toutefois, le pourcentage de macroporosité
influence de maniére importante la  résistance ~ mécanique  qui  diminue  lorsque
la macroporosité augmente. Le comportement mécanique d‘un substitut osseux reste la

propriété la plus délicate a maitriser pour plusieurs raisons.

Le corail est un animal primitif proche des méduses, le terme corail recouvre plus de 7 000
especes qui, bien qu‘appartenant tous a un méme groupe zoologique, sont différents par leur
anatomie et leur organisation morphologique. Le corail rouge (Corallium rubrum) est un

octocoralliaire ramifi¢ a squelette calcaire rouge-orangé, formant des colonies, tres utilisé en
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joaillerie. Il appartient a un vaste embranchement zoologique relativement primitif, les
Cnidaires, dans la classe des Anthozoaires, ordre des Gorgonacea, famille des Coralliidae,

Corallium rubrum. Le corail rouge est une espece typiquement méditerranéenne.

Les gisements de corail rouge des cotes nord-africaines s‘étendent du détroit de Gibraltar au
golfe de Tunis Leur couleur rouge vermillon fait superbement ressortir les polypes blancs.
Ceux-ci sont répartis sur tout le pourtour des rameaux, et sont plus abondants a leurs

extrémités. Qu‘en est-il de la symbiose avec les zooxanthelles et de la toxicité ?

Les tissus recouvrent un squelette axial enticrement minéralisé, formé¢ de carbonate de
calcium (CaCO3) cristallisé en calcite. Les coraux naturels possedent des propriétés de
contrainte a la rupture a peu prés comparables a celles de 1°0s humain frais (Hamza et al.,

2013).

Les résultats de 1‘implantation de corail montrent que ce dernier est un matériau ayant des
caractéristiques trés intéressantes pour l‘utilisation dans les comblements des pertes des
substances osseuses: excellente tolérance, ostéoconduction et résorption variable mais

progressive avec remplacement par du tissu osseux néoformé.

En effet, ce biomatériau est biocompatible, et en site osseux il existe une bioactivité
immédiate et secondaire par l'intermédiaire de mécanismes physico-chimiques (Kania et al ;

1997).

Le corail est un autre substitut osseux résorbable composé de carbonate de calcium
(aragonite ?) issu de la partie minérale du corail naturel. Sa biocompatibilit¢ et son
ostéointégration sont excellentes quel que soit le type de corail (Demers et al., 2002).
Cependant, la présence d‘éléments organiques (principalement des résidus de protéines
collagéniques et non collagéniques) suscitent d‘importantes réactions inflammatoires. En

outre, sa dégradation est trop rapide et limite son utilisation
I.3. La nacre

Etymologie de NACAR, de l'italien naccaro; de l'arabe naqqara. Substance dure, blanche, a

reflets irisés, qui tapisse la face interne de la coquille de nombreuses espéces de mollusques.

La nacre est un mélange de conchyoline (la phase organique de la nacre), et de carbonate de
calcium (Grand Larousse Universel). La nacre est le revétement intérieur de certains

coquillages, composé de cristaux d'aragonite et de conchyoline.
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Lorsqu'un élément étranger irritant entre dans la coquille de ces mollusques, ceux-ci
secretent également de la nacre couche aprés couche tout autour afin de s'en protéger. Le
mélange des deux substances va progressivement se solidifier pour former de la nacre et
neutraliser l'intrus. Ce sera le début de la naissance de la future perle. La neutralisation de

l'ennemi créera un joyau. (The Pearl book).

La composition chimique de la nacre, varie en fonction de leur provenance, de 1'état du

mollusque, etc ...En gros, elle est constituée par:

CaCoO, 95-97 %

Matieres organiques 2-4 %-

Oligoéléments (traces) 1-2 % (Poirot ; 1975).

13. 1. Structure de la nacre

La nacre est un remarquable matériel composite qui résulte d‘un processus de minéralisation
biologiquement contr6lé. La nacre est constituée de plus de 95 % de carbonate de calcium
cristallisé¢ sous forme d‘aragonite et de 1 a 5 % de matrice organique dont le rdle est, d‘une
part, de renforcer les propriétés mécaniques de la coquille et, d‘autre part, de réguler de
maniére trés précise la mise en place des cristaux d‘aragonite ou de calcite (Zaremba et al.,
1998 ; Marin et Luquet, 2004). La matrice organique est composé¢e de protéines,

glycoprotéines, polysaccharides et de lipides (Addadi et al., 2005).

L‘association intime entre les matrices minérale et organique de la nacre donne une

ultrastructure en « briques et mortier » ou les briques représentent les cristaux d‘aragonite et

le mortier représente la fraction organique (Sarikaya ef al., 1994).
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Figure 3. Structure en brique et mortier de la couche nacriére de 1*huitre perliére

Pinctada margaritifera (Rousseau et al., 2009).

13. 2. Genése de la nacre :

La nacre est le produit d'organismes vivants. Elle est sécrétée par de nombreux mollusques a
coquille, comme les Pintadines (dites "huitres perliéres") et d'autres mollusques bivalves
filtreurs (Pinna, pteuia, Unio - grosses moules d'eau douce). De nombreux gastéropodes
(escargots de mer), Haliotis (ormeaux), Trocas de Nouvelle Calédonie, Burgaus des archipels
mélanésiens et indonésiens et méme des céphalopodes (nautiles) sont également producteurs

de nacre.

La composition et la structure de la nacre varient avec I'espece, 1'alimentation du coquillage et
la qualité de I'eau dans laquelle il vit entrainent des modifications dans les microstructures qui

produisent par diffraction de la lumiére des couleurs variées.
Le mollusque posséde une membrane collée a la coquille que 1'on appelle "le manteau".

(Manteau: enveloppe externe du corps de certains invertébrés (bivalves ...) qui sécrétent une
coquille. Dans le cas de I'huitre perliére, on parle de manteau palléal). Ce manteau sécrete les

constituants de la coquille dont la nacre, durant toute la vie de l'animal.

La coquille est synthétisée a température ambiante. La construction de la coquille commence
depuis le jeune age par la sécrétion de lamelles organiques. Apres, durant 1‘ontogenese, ces
lamelles deviennent le periostracum, qui est la couche externe de la coquille (Marin et Luquet,

2005 ; Checa, 2000).
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Le processus de la genése de la couche de nacre est étudié de fagon a élucider le modele du
"pont-minéral”, proposé pour la nacre d'Haliotis (Schéiffer et al., 1997) ou de Mytilus. La
matrice organique constitue une phase continue a l'intérieur de la tablette alors que la phase
minérale est discontinue. D'une rangée a l'autre, des ponts entiérement organiques existent. La
bio-minéralisation de la nacre se produit suivant 5 étapes principales : (I) sécrétion du fluide
extra-palléal, (II) mise en forme de ce fluide sous forme de compartiment, (III) nucléation,
(IV) croissance des tablettes au sein du film et finalement (V) minéralisation compléte du
compartiment. La croissance et le développement des tablettes sont modélisés comme un
pavage de Voronoi. Cette croissance se produit selon des processus d'auto-organisation au

sein du film (théorie du compartiment ouvert) (Rousseau et al., 2005).

Les évidences expérimentales rapportées permettent d‘établir un modele du front de
croissance. Il est caractérisé par une structure en marches d'escalier. Le front de

minéralisation concerne toute la surface de la coquille, simultanément.

Ce modéle permet d'expliquer par exemple, comment se produit le signal de nucléation ou
expliquer comment se produit a la fois l'extension de la coquille dans la zone ventrale et son
épaississement dans la zone dorsale (Rousseau et al., 2005). Selon Addadi et al. (2006)

présentent la formation de la nacre selon 4 étapes temporelles hypothétiques:

- Assemblage de la matrice : la chitine, sécrétée dans I‘espace extrapalléal,
s‘autoorganise en un réseau tridimensionnel, tandis que 1‘espace compris entre les
feuillets de chitine se remplit d‘un gel de protéines hydrophobes contenant aussi les
agents nucléants, les protéines acides. La premicére phase minérale formée est
amorphe. Les minéraux amorphes pourraient étre amenés par des vésicules, dans un
environnement hydrophobe (bicouche lipidique), qui stabiliserait trés transitoirement
la phase amorphe.

- Nucléation des tablettes d‘aragonite. Les « clusters » de groupements acides
constitueraient les points ou la nucléation cristalline s‘opére, a partir des
nanominéraux amorphes.

- Croissance des tablettes : ces dernieres croitraient tout d‘abord verticalement, jusqu‘a
atteindre la couche supérieure de chitine, puis latéralement. Pour chaque tablette, c‘est
une croissance centrifuge, depuis le centre de nucléation vers la périphérie. La

croissance latérale s‘accompagne de 1‘expulsion du gel hydrophobe « hors » du
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minéral. Lorsque les tablettes voisines entrent en confluence, ce gel polymérise pour
donner la matrice fortement insoluble telle que 1‘on peut 1‘extraire sur des coquilles

matures.

La nacre des bivalves posseéde alors une croissance orientée et le cristal formé posséde trois
axes de croissance qui sont co-orientés. La nacre est secrétée a partir du manteau. La
transition entre la couche prismatique et nacriere est observée par microscopie électronique.
Le prisme constituant la couche externe est généralement constitué¢ par un seul cristal. Le
changement de morphologie de cet prisme depuis son origine (la couche externe de la
coquille) jusqu‘a la couche nacriére est traité par plusieurs auteurs (Feng et al, 2000 ;

Rousseau et al., 2005).

La compétition induit certains prismes a disparaitre, ceux qui survivent se propagent a

l“intérieur de la coquille (Fig. 3).

En plus, la couche organique intermédiaire est formée lorsque le manteau perd le contact avec
la surface prismatique et cesse la sécrétion du carbonate de calcium. Durant cette période, les
molécules organiques du liquide extrapalliale adhérent a la surface de la coquille (Rousseau et

al., 2005).

I |
!l|||lll|llIH||||l||l|||',|lll||lll||ll|I||ll|||||i'.!llllllllll||I|I““"|

Prismatic layer

Figure 4. La coquille de 1‘huitre Pinctada margaritifera.

(A) Coquille ouverte contenant 1‘animal. La couche brillante nacrée de 1°aragonite est bien
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visible sous l‘animal. La couche nacrée plus sombre formant le manteau est une coquille
prismatique de calcite formant l‘enveloppe extérieure. (B) Schéma de la structure de la
coquille et du manteau. (C) En retirant le manteau qui est en contact direct avec la coquille
poussant en surface, les tablettes de nacre sont révélées apreés une fracture mécanique de la
nacre. (D) La fracture de la coquille révele la structure en brique et mortier des couches de
nacre. Chaque couche a une épaisseur d‘environ 0,5 a 1 mm (Adaptée de Rousseau et coll.,

2009).

La nacre a évolué depuis son apparition jusqu‘a la maturité suivant une croissance bien
organisée. Pendant cette évolution, les avants de croissance des lamelles de nacre change
d'interprismatique en des lamelles ordonnées et enfin se propagent (Checa et Rodriguez-

Navaro, 2005).

L‘observation en microscopie ¢électronique indique que la nacre formée au début est toujours
polycristalin. Elle possede une orientation commune suivant un axe C, mais orienté au hasard
avec les deux autres axes A et B. la réflexion de la calcite indique que 1‘axe C du prisme de la
couche externe est perpendiculaire a la surface de la coquille et les axes A et B y sont
paralléles mais tournent au hasard autour de 1‘axe C (Checa et Rodriguez-Navaro, 2005). La
microstructure de la coquille des mollusques est un complexe de couches de calcite et /ou

d‘aragonite qui croissent simultanément (Chateigner et al., 2000).

Chez les mollusques, la croissance dépend fortement des ions Calcium qui participent dans la
formation et la répartition de la coquille. Le carbonate de calcium (Cacos) présent dans la
coquille des mollusques dérive des ions calcium et carbonate présent dans le liquide extra —
pallial. Ces ions qui passent a travers le manteau épithélium sont transportés dans la solution
liant entre le manteau et la coquille. La matrice organique soluble dans 1‘eau posséde une

grande influence dans la croissance du carbonate de calcium (Heinemann ef al., 2006).

Le cristal de carbonate de calcium formé se dépose dans le fluide extra- palléal. Il s‘agit du
processus de biominéralisation qui implique le transport des ions et la régulation de leurs
concentrations. La régulation du calcium est accomplie en partie par les échanges de ces ions
avec l‘environnement (Rousseau et al., 2003), ainsi la succession des évenements sécrétoires,

permettant de passer d‘un liquide précurseur a une phase minérale solide structurée.
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1.3. 3. Intérét économique

Les Pintadines produisent naturellement des perles d‘excellente qualité (Fig.5). Le Golfe
Persique produit a Iui seul 80% de la production mondiale de perles naturelles (Al-Matar et

al., 1993). Afin d‘augmenter cette production, une filiere perliculture s‘est installée.

Dans les fermes d‘élevages des huitres perlieres, des incisions dans la gonade sont pratiquées,
suivi de greffe d‘un fragment de manteau. Ce greffon est considéré comme un corps étranger
pour l‘animal et une réaction de rejet se met en place. Au cours de cette réaction, 1°huitre
secrete un produit (la nacre) avec lequel elle essaye d‘envelopper et d‘isoler ce corps étranger.

Ainsi la perle est créée sous forme d‘une sphére.

Figure 5. Valve droite contenant la perle de Pinctada radiata

La Pintadine est également sollicitée pour sa chaire consommée a 1‘état crue ou bien cuisinée
et pour sa coquille utilisée dans la décoration (tableaux, meubles, arts de la table etc...), la

joaillerie et la bijouterie fantaisie.

20



Revue Bibliographique

1.3. 4. Les propriétés biologiques de la nacre

On prend aujourd'hui de plus en plus conscience des propriétés uniques et surprenantes de la
nacre. Provenant d'huitres perliéres géantes (Pinctada maxima et Pinctada margaritifera), elle

reconstitue les os et régénére la peau.

La nacre possede des propriétés mécaniques exceptionnelles. En effet, la mati¢re organique
de la nacre est responsable de sa dureté qui est 3000 fois supérieure a celle de 1‘aragonite pure
(Currey, 1997). Les travaux de Camprasse et al., (1990) ont montré que les propriétés
mécaniques de la nacre sont comparables a celles du titanium. Outre ses caractéristiques
mécaniques remarquables, la nacre renferme des substances stimulant 1°ostéogenese (Lopez et
al., 1994). Ces propriétés ont fait de cette substance d‘origine marine un bon candidat pour
servir de biomatériau non seulement de substitution osseuse, mais également de régénération
osseuse (Westbroek et Marin, 1998). Les ¢études in vivo et in vitro indiquent que la nacre
contient une ou plusieurs molécules signales, qui peuvent activer 1‘ostéogenése des cellules de

la moelle osseuse et permettre la formation d‘os (Lamghari et al., 1999).
13. 4.1. Etudes in vivo

L‘implantation de fragments de nacre pour pallier a un défaut osseux induit une activité

ostéogénique. La nacre est considérée par les tissus hotes comme un véritable greffon.

Le premier résultat notable est la parfaite biocompatibilité de la nacre implantée puisque
aucune réaction inflammatoire chronique n‘est observée. L‘interface os/nacre montre un
ancrage direct de 1°os sur la nacre résultant de la mise en place d‘un microenvironnement

ionique riche en calcium et en phosphate, qui est nécessaire a la néoformation osseuse
(Berland et al., 2005).

Un morceau de nacre a ¢t¢ implanté au niveau du fémur de mouton, 6 mois apres
l“intervention, un nouveau tissu s‘est formé a la surface de la nacre. Ce tissu est composé d‘os
nouvellement formé. La réaction de reconstruction semble étre un processus régulé
physiologiquement, démontrant I‘efficacité¢ et la bonne tolérance de la nacre. Des ilots
d‘ossification endochondrale sont observés au niveau de 1‘implant de nacre, confirmant que
les événements d‘ossification endochondrale sont reproduits pendant le processus de

réparation (Fig.6) (Delattre, 2000).

De la poudre de nacre a été injectée dans les vertébres et au niveau du site maxillaire de

mouton. Les résultats ont montré que la poudre de nacre était résorbable et qu‘elle induisait

21




Revue Bibliographique

une nouvelle formation d‘os. La poudre de nacre remplie la cavité 1 semaine apres 1‘injection
sans produire de réaction inflammatoire et 8 semaines apres 1‘injection, la poudre de nacre est

dissoute et 1‘angiogenése commence. La cavité contient le nouvel os qui est fonctionnel
comme |‘os normal (Fig.7) (Lamghari et al., 2001).
I3. 4.2. Etudes in vitro

Les molécules extraites de la nacre sont reconnues par les cellules du squelette, du cartilage et
par les cellules de la peau. Les molécules présentent dans la nacre peuvent réguler le

métabolisme osseux et peuvent également participer a la réparation des déficits osseux.

La matrice organique de la nacre a la faculté d‘induire la stimulation des cellules osseuses et

cartilagineuses, ainsi que de leurs précurseurs pour réparer et entretenir le capital osseux

(Moutahir-Belquasmi ef al., 2001).Une étude a été réalisée sur des molécules présentes dans
la nacre pour évaluer leur effet sur une lignée pré-ostéoblastiques de souris (lignée MC3T3-
El). Les molécules de la nacre ont induit une augmentation de 1‘activité de la phosphatase
alkaline et ont induit la formation de nodules osseux. Les molécules présentent dans la nacre
stimulent rapidement les premieres étapes de la différenciation osseuse en activant
1‘expression de Runx2 et de Col I puis induisent les étapes tardives en activant la transcription
de l‘ostéopontine, qui est une protéine d‘adhérence du tissu osseux, et la formation de matrice

extra-cellulaire (Rousseau et al.,2007).

Chondrocytes
hypertrophiques

Chondrocytes

Figure 6. Implantation d“un morceau de nacre au niveau d‘un fémur de mouton.
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A- Image radiographique du fémur de mouton 10 mois apres l‘implantation, montrant la
préservation de la taille et de la forme du morceau de nacre (N) et le contact entre 1‘implant et
1‘os spongieux environnant.

B- Formation d‘ilots d‘ossification endochondrale au niveau de 1‘implant de nacre, montrant
la différenciation des cellules entre la nacre et 1‘os spongieux : les chondrocytes et les

chondrocytes hypertrophiques. Aprés coloration a la fuchsine basique et bleu toluidine

(B:X16). (Adaptée d‘Atlan et al., 1999 ; Rousseau, 2011).

Figure 7. Injection de poudre de nacre dans les vertebres de mouton.

A — La cavité est remplie par la nacre (A, x25).
B — Aprés 8 semaines, dans la cavité vide (témoin sans nacre), 1‘os s‘organise en anneaux

concentriques.

C — La poudre de nacre est remplacée par de 1‘os tissé nouvellement formé (Lamghari ef al.,

2001).
1.3. 5. Formation des os

Le développement foetal de 1‘0s se fait de deux facons qui impliquent toutes deux le

remplacement de tissu conjonctif par du tissu osseux.

Les os de la volte cranienne, des maxillaires et de la plus grande partie des mandibules sont
formés par ossification de type membranaire caractérisée par le remplacement direct du
mésenchyme par de 1°0s. L‘os est appelé os membraneux. Au contraire, les os longs, les
vertebres, les os pelviens et les os de la base du crane sont précédés par un tissu cartilagineux.

L‘os est appelé os endochondral.
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Les grandes étapes de 1‘ostéogenése sont caractérisées par 1‘engagement, la prolifération et la
différenciation de cellules souches pluripotentes, qui se différencient en ostéoblastes

fonctionnels chargés de la synthése et de la minéralisation de la matrice osseuse (Fig. 8).

Ostéogenése Chondrogenése

<»
Ostéoblaste
DXM

Acide Ascorbique Chondrocyte
Beta-GP

5-azacytidine
Myogenese

- -
Fibrogenese
DXM
Insuline
Indomethacine
Isobutyl-methylxanthine =
| Myotube l

Adipogenese

Pittenger, Science, 1999, 284 (5411)

Figure 8. Différenciation d‘une cellule souche mésenchymateuse (Pittenger ; 1999).

I.3. 5. a. Remodelage osseux

Le cycle débute par I‘activation des précurseurs des ostéoclastes (pré-ostéoclastes) et leur

différenciation (Fig. 9). Ceux-ci détruisent la matrice osseuse puis entrent en apoptose.

Parallelement les précurseurs ostéoblastiques (pré-ostéoblastes) sont activés et se différencient
en ostéoblastes. Ils synthétisent, en arriére du front des ostéoclastes, 1°‘0s neuf et remplissent
d‘abord la cavité de matrice extracellulaire organique, la matrice ostéoide, qui ensuite se
minéralise. A la fin de la formation, une partie des ostéoblastes meurt par apoptose ; 1‘autre
partie devient un ensemble d‘ostéocytes inclus dans la matrice osseuse et des cellules

bordantes qui recouvrent la surface de 1°os a 1°état quiescent.

24



Revue Bibliographique
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Figure 9. Place de 1‘ostéoblaste au cours du cycle de remodelage osseux.

Le cycle de remodelage débute par une phase d‘activation, caractérisée par la différenciation
des ostéoclastes, suivie d‘une phase de résorption de la matrice par les ostéoclastes. A la suite
de cette phase, les ostéoclastes se détachent et meurent par apoptose, puis les précurseurs des
ostéoblastes se différencient en pré-ostéoblastes puis en ostéoblastes qui synthétisent une
nouvelle matrice comblant la lacune de résorption. A la fin de cette phase de formation, les
ostéoblastes deviennent des cellules bordantes, subissent un phénoméne d‘apoptose ou se

laissent inclure dans la matrice en devenant des ostéocytes. (Pierre Marie; 2001).

L.3. 5. b. Ostéointégration

Les processus moléculaires et cellulaires impliqués dans la formation osseuse sont assez bien
connus. Néanmoins, chercheurs et cliniciens sont a la recherche de solutions thérapeutiques
capables d‘augmenter 1‘ostéoformation dans le cas de maladies osseuses et de nombreuses

études restent a mener. L ostéoformation s‘effectue en deux étapes :

[L’Ostéoinduction est la capacité d‘induire une différenciation cellulaire pour synthétiser

une matrice osseuse minéralisée (définition de GESTO, Groupe d‘Etude des

Sciences du Tissu Osseux). Ce phénoméne nécessite un stimulus inductif permettant un

recrutement de cellules non engagées dans la voie ostéoblastique.
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[JL’Ostéogéneése caractérise la capacité des cellules génétiquement prédifférenciées
d‘évoluer en pré-ostéoblastes et en ostéoblastes. Ce phénomeéne se produit pendant la

régénération osseuse.

L‘osteointegration est le concept biologique de 1‘implantologie contemporaine. Elle n‘est

repandue et appliquee q

ue depuis 1985 (Branemark). Avant cette date le concept regisseur etait celui de la
fibrointegration (Babbush et al., 1972, Meenaghan et al, 1974), de l‘interposition entre
I‘implant et 1°os d“un tissu fibreux conjonctif sorte de «<ligament peri-implantaire>> dont les
fibres sont paralleles aux surfaces de 1°os et de 1‘implant contrairement au desmodonte dont
les fibres ancrees dans le cement et dans 1°os sont perpendiculaires a cette meme surface (Bert

et al., 1987).

Ce concept fut abandonné en raison des faibles taux de succes (40% au maxillaire, 70% a la
mandibule) la perte de 1‘implant a terme, via un processus d‘ostéolyse inflammatoire puis

infectieux, était inévitable.

L‘osteointegration au contraire est basée sur la nécessite d‘obtenir un contact direct entre 1‘os
et I‘implant, garant de résultats a trés long terme. Pour atteindre cet objectif 1‘implant et les

techniques chirurgicales de sa mise en place doivent remplir un certain nombre de conditions.

Le terme osteointegration décrit une réponse osseuse fonctionnelle a un implant sans décrire

les différentes réactions qui peuvent y conduire. Parmi ces réactions citons donc :

- L‘ostéogenese de contact : la néoformation osseuse débute directement a partir de la
surface de I‘implant (ex : implant en titane a surface rugueuse mordancée Davies
2003).

- L‘ostéogenese a distance : la néoformation osseuse commence a partir de 1°‘os adjacent
préexistant (ex : implant en titane a surface lisse Davies 2003).

- L‘osteoconduction : un matériau ou une surface sont dits osteoconducteurs quand ils
entrainent une ostéogenese de contact. Cette capacité leur est propre : elle est plus ou
moins importante d‘un élément a 1‘autre.

- L‘osteoinduction : décrit la capacité de certains matériaux ou surfaces a induire la
néoformation de tissu osseux dans un environnement tissulaire non destine a former de
1‘os (ex a son contact immédiat [*hydroxyapatite poreuse peut induire une ostéogenese

dans un muscle)
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Ostéogenese de contact : Les cellules ostéogéniques se stabilisent a la surface et continuent
leur différenciation en ostéoblastes : elles secrétent tout d‘abord une matrice non collagénique
riche en osteopontine et scialoproteine qui se minéralise immédiatement. Elle est 1‘équivalent
de la lignée cementaire que 1‘on rencontre systématiquement lors de toute action de
remodelage. Elles secrétent ensuite un os fibrillaire reconnaissable par ses fibres de collagéne
minéralisées et désorganisées. L apposition se poursuit des ostéoblastes secrétant sont inclus
dans la matrice osseuse et se différencient en ostéocytes. L apposition se poursuit de maniére

centrifuge et centripete afin d‘immobiliser 1‘implant dans la structure osseuse (Fig.10).

OSTEOBLASTES

Figure. 10 Remaniement osseux : phase de resorption et d‘apposition

(Manuel d‘implantologie clinique Edition CdP)

= Ostéogenese a distance L apposition osseuse se fait depuis la couche adjacente la plus stable
c'est-a-dire les berges du trait de forage. Comme précédemment la matrice non collagénique
riche en osteopontine et scialoproteine et secrétée puis minéralisée. Les cellules continuent
leur activité d‘apposition osseuse de maniére centripéte en produisant un os fibrillaire destine

a se remodeler en os lamellaire puis haversien.

1.3.6.Utilisations dans le domaine médical en tant que substitut osseux : Les Potentialités

ostéogeénes de la Nacre

La nacre sous forme de poudre est présente, depuis 1'Antiquité, dans les pharmacopées
traditionnelles égyptiennes, amérindiennes et asiatiques. Les Mayas ont été les premiers a
l'utiliser pour ses qualités physiques. En effet, en examinant des cranes amérindiens datant de
4 000 ans, le paléontologue Amadeo (1972) découvre que les Mayas remplacaient les dents
disparues par des fragments de nacre qui apparaissent bien soudées a l'os du maxillaire et

semble étre bien tolérées biologiquement.
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Si les Mayas l'ont utilisée de fagon empirique, cette substance naturelle intéresse aujourd'hui
les physiciens, les minéralogistes et les biologistes, qui ont passé de 1‘é¢tude théorique aux
expérimentations humaines (Camprasse et al., 1990 ; Lopez et al., 1992 ; Atlan et al., 1997) et
animales (Atlan et al., 1999 ; Lopez et al., 2000; Milet et al., 2004 ; Lahmeri 2007).

Les radiographies montrent que la nacre est parfaitement ostéointégrée. Os et nacre semblent
donc partager, au-deld de leur distance évolutive, certains mécanismes de controle de la
biominéralisation. Afin de vérifier cette hypothéese, 1°‘équipe du Pr Lopez (1992) a mené des
expériences in vitro qui consistaient a mettre un fragment de nacre en contact avec des
ostéoblastes en culture (Fig.11). Les observations faites montrent que la nacre est reconnue
par les cellules osseuses : elle stimule la prolifération des ostéoblastes a son contact et induit

la production d‘une nouvelle matrice organique sans développer de toxicité cellulaire.

Figure 11. Réaction autour d‘un fragment de nacre posé dans une culture cellulaire
d‘ostéoblastes humain. Caractére Ostéogénique de la nacre (Lopez et al., 1992).

En site cranien, le phénomeéne d‘ostéoinduction provoqué par la nacre a été démontré in vivo:
il se déroule complétement jusqu‘a 1‘obtention d‘os mature (Le Faou, 1996). Ces résultats ont
¢galement été confirmés avec un os maxillaire : en effet, des études in vivo ont été conduites

et 1°équipe du Pr Lopez (Atlan et al., 1997) ont placé de la poudre de nacre provenant de

Pinctada maxima dans des os de patients porteurs de déficits osseux. Ils ont constaté que les
implants étaient parfaitement tolérés : la nacre a subit une biodissolution et a été remplacée
par un os néoformé. Deux ans plus tard, un fragment de nacre a été placé au sein d‘un fémur :

une activité cellulaire, moléculaire et ionique a été démontrée a l‘interface os/nacre (Atlan et

al., 1999). La nacre manifeste donc les trois propriétés qui la rapprochent de 1‘os, i.e.

ostéoconduction, propriété passive d‘un matériau a recevoir la repousse osseuse,

28


http://www.scopus.com/scopus/search/submit/author.url?author=Atlan%2c+G.&authorId=7004454966&origin=recordpage

Revue Bibliographique

ostéoinduction et ostéogénese. Ces chercheurs ont suggéré 1‘existence de molécules signal

contenues dans la nacre qui stimuleraient la régénération osseuse.

Ces molécules organiques ont ainsi été extraites et ont démontré une stimulation de la
phosphatase alcaline, marqueur de la différenciation des ostéoblastes (Lamghari et al., 1999).
De nombreuses études ont donc été conduites sur les relations entre cette fraction soluble
extraite a 1‘eau et la formation de 1°os; il a été prouvé que 1‘extrait stimulait la production de
phosphatase alcaline ainsi qu‘une baisse simultanée de la production de protéines : cest la
phase d‘ostéoinduction, i.e. la différenciation cellulaire (Almeida et al., 2000 ; Pereira-
Mouries, 2003). Cette fraction soluble a ét¢ démontrée également compétente pour stimuler
toutes les cellules de la lignée osseuse et méme accélérer le processus de différenciation et de
minéralisation de 1°os (Rousseau et al., 2003 ; Pereira-Mouries, 2003).

La matrice organique isolée de la nacre peut donc induire la stimulation des cellules osseuses
et cartilagineuses ; elle peut méme induire la stimulation de leurs précurseurs non seulement
pour réparer ou entretenir ces tissus mais aussi aboutir a la formation finale de tissus
physiologiquement sains et actifs. Elle est biocompatible, ostéoinductrice et ostéogénique.
Des fragments de nacre, implantés in vivo, en site endo-osseux chez I‘animal comme implant
prothétique induisent une activité ostéogénique de la part du tissu osseux receveur. En effet,
des cellules ostéoprogénique situées tout autour de 1‘implant se sont activées et une cascade
de mécanismes pour la formation d‘un nouvel os s‘est mise en place (Atlan et al., 1999 ;
Lamghari et al., 2001a ; 2001b).

Le premier résultat notable de cette expérimentation est 1‘absence de réaction inflammatoire
chronique en réaction a un corps étranger témoignant une parfaite biocompatibilité (Milet et
al., 2004). Les études post-opératoires histologiques et microradiographiques ont prouvé que
la nacre a été étroitement liée a 1'os récemment formé. Elle était graduellement bio-dissolvable
et a remplacé en premier temps l'os lamellaire non mir et par la suite I'os lamellaire mir
(Atlan et al., 1997). Le second est 1‘ostéointégration de la nacre dans le tissu osseux
néoformé. L analyse en microscopie électronique de l‘interface os/nacre montre que 1‘ancrage
direct de 1°os sur la nacre est précédé par une phase d‘activation cellulaire dans le tissu hote et
par la mise en place, a la surface de la nacre, d‘un micro-environnement ionique riche en
calcium et en phosphate (Atlan et al., 1999).

La présence des molécules actives sur 1‘ostéogenése dans 1‘extrait hydrosoluble de la matrice
organique de la nacre de Pinctada est confirmée in vitro sur les cellules formatrices d‘os ainsi

que sur leurs précurseurs : des cellules stromales de la moelle osseuse (rat), des fibroblastes
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(humains) et des ostéoblastes (murins) a différents stades de maturation (Lopez et al., 1992;
Pereira-Mouries et al.,2002). Les résultats obtenus montrent que le potentiel ostéogénique des
molécules signaux stockés dans la matrice organique de la nacre s‘exprime sur des cellules de
la lignée osseuse, des cellules souches d‘ostéoblastes et sur des fibroblastes lors de leur
recrutement (Milet et al., 2004).

Ces propriétés de la nacre en font un biomatériau d‘excellence pour la régénération osseuse.

I1. L’os

La substance osseuse proprement dite est constituée d‘une trame organique (21%), d‘une
phase minérale (70%) et d‘eau (9%). L os est un tissu conjonctif solidifié composé d‘une
phase minérale et d‘une matrice organique. La phase minérale représente les 2/3 du poids de
1‘os et son composant majoritaire est 1‘hydroxyapatite, de formule Cal0(PO4)6(OH)2, mais
on retrouve aussi des cristaux amorphes de phosphate de calcium ou de carbonate de calcium
Le tiers du poids restant étant la matrice organique c'est-a-dire du collagéne type I
essentiellement mais aussi diverses protéines, 1‘ensemble étant produit par les ostéoblastes
(Hill, 1998). Le tissu osseux est un tissu conjonctif spécialis¢é compos¢€, comme tout tissu
conjonctif, de cellules enchadssées dans une matrice extracellulaire trés abondante.
Contrairement aux autres tissus conjonctifs, le tissu osseux posséde une matrice
extracellulaire minéralisée.

Cest cette minéralisation qui confére a la matrice une rigidité permettant au squelette
d‘assurer sa fonction biomécanique (soutien et protection des organes). Mais cette fonction
purement mécanique n‘est pas sa seule charge, 1°0os posséde également une fonction
métabolique car il est le principal réservoir de l‘organisme pour le calcium (99 %), le
phosphore (75 %), le sodium (90 %) et le magnésium (50 %) et il en régule 1°homéostasie
(Glimcher ; 1987).

Le reste du calcium est sous forme circulante ou assimilé par les cellules (0,5 %). Quant au
phosphore, principal support de 1‘énergie (ATP), apres 1°os c‘est au sein des cellules qu‘il est
le plus abondant (24 %). Cette homéostasie est rendue possible par la capacité de ce tissu a
étre en perpétuel remaniement. En effet, de 1‘embryon jusqu‘a la fin de la vie, 1°0s est en
permanence résorbé par les ostéoclastes et produit par les ostéoblastes (Hollinger ; 1996).

Ce métabolisme permet au tissu osseux de libérer ou stocker ces sels minéraux (Rho et al.,
1998) indispensables au bon fonctionnement de 1‘organisme. L‘os, enfin, joue un role

hématopoiétique puisqu‘il contient la moelle osseuse. La moelle osseuse grace a la moelle
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rouge située dans la partie spongieuse de l‘os, produit les différents types de cellules
sanguines que sont les érythrocytes, les thrombocytes et les leucocytes dérivés des cellules
souches hématopoiétiques (CSH). Une CSH qui se divise va donner naissance a une nouvelle
CSH afin de maintenir le pool de cellules ainsi qu‘a une cellule fille progénitrice capable de
se différencier dans les trois types de cellules sanguines. La moelle osseuse contient
¢galement les cellules souches mésenchymateuses (CSM) capables de produire différentes
lignées cellulaires (ténocytes, myoblastes, adipocytes, chondrocytes et ostéoblastes).

Ces cellules sont fondamentales pour la formation, la cicatrisation et le remodelage du tissu
osseux. Le dernier role du tissu osseux, récemment mis en avant, est 1‘homéostasie
énergétique.

En effet, le tissu osseux qui ne dépense que trés peu d‘énergie semblerait jouer un role
important dans le métabolisme énergétique par son interaction avec l‘insuline (Lee et al.,
2007). Récemment il a était montré que 1‘insuline via des récepteurs a l‘insuline présents a la
surfacedes ostéoblastes stimulait leur différenciation ainsi que la production d‘ostéocalcine
qui en retour régulait la sensibilité a 1‘insuline et sa sécrétion pancréatique (Fulzele et al.,
2007). Le tissu osseux permet d‘assurer la croissance du corps et des organes, il a 1‘incroyable
capacité de consolider spontanément apres fracture avec une restitution ad integrum de sa
structure, ce qui n‘est le cas pour aucun autre tissu mou conjonctif, comme par exemple les
ligaments, dont la cicatrisation ne peut restituer l‘ensemble des qualités mécaniques
originelles. Néanmoins, lors de pertes de substances, le tissu osseux n‘est pas apte a se
régénérer spontanément, il est donc nécessaire d‘intervenir afin de combler ces pertes de
substance et ainsi préserver l‘intégrité du tissu osseux qui est un ¢lément indispensable aux

fonctions motrices et métaboliques du corps humain.

I1. 1. La matrice extracellulaire osseuse

Lfos est un tissu conjonctif dont les éléments cellulaires sont inclus dans une matrice
extracellulaire (MEC) occupant environ 90% du volume tissulaire. Elle est composée de deux

fractions : une phase minérale constituée de cristaux d‘hydroxyapatite, liée a une phase

organique constituée principalement de collagene de type I (Fig.12).
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Figure 12. Ostéoblastes (OB) entourés de la matrice extracellulaire composée des deux
phases : organique (PO) et minérale (PM). La barre d‘échelle représente 2 um (Choi et al.,
2002)

- La matrice extracellulaire organique osseuse représente environ 35% du poids sec osseux.
Elle comprend 90% de collagéne de type 1 c‘est 1°élément majoritaire (Goldgerg, 1989), 1%
de facteurs de croissance, de 1‘ostéocalcine et de 1‘ostéonectine. Elle assure un réle de
maintien des cellules au sein d‘une maille de protéines extracellulaires. Elle joue aussi un role
complexe et actif dans le métabolisme cellulaire et dans la régulation du comportement des
cellules qui sont en contact avec elle.

- La matrice extracellulaire inorganique osseuse, ou matrice minéralisée correspond a 60-70%
de I°os sec. Elle contient environ 99% du calcium, 85% du phosphore et de 40 a 60% du

sodium et du magnésium présents dans 1‘organisme humain.

I1. 2. Les différents types de tissu osseux

Le squelette humain est composé d‘environ 270 os a la naissance et en comprend en moyenne
206 a 1‘age adulte apres fusion de certains d‘entre eux (Tortora et Derrickson ; 2007).

On peut retrouver le tissu osseux primaire (Le premier tissu osseux ou tissu fibreux) chez
1‘adulte au cours de la réparation osseuse aprés une fracture ou dans certaines pathologies
osseuses (tumeurs, dysplasie). Ce tissu fibreux est remplacé par le tissu lamellaire (ou
secondaire) composé¢ de fibres de collagénes qui servent de support aux sels de calcium

aboutissant a la formation de lamelles rigides. En fonction de 1‘agencement de ces lamelles,

32




Revue Bibliographique

on peut distinguer : 1‘os cortical (ou compact) qui représente 80 % de la masse osseuse, 1‘0s
trabéculaire (ou spongieux) représentant 10 % et 1°os périostique (ou périoste) (Weiner et al.,

1999).
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Figure 13 : Composition et structure d‘un os long. Figure adaptée de Servier Medical Art et

du Larousse médical.

I1. 2. 1. L’os cortical
L'os cortical également nommeée compact ou Haversien, représente 80% de la masse totale
osseuse. Il constitue l'enveloppe des os plats et courts et la périphérie de la diaphyse des os
longs, ou il délimite un canal central occupé par la moelle osseuse ("moelle rouge", occupé
par des progéniteurs hématopoiétiques chez I'enfant et "moelle jaune", occupée
principalement par du tissu adipeux, chez 'adulte).
C'est un os dense, organisé en structures cylindriques orientées le long de I'axe principal de
l'os et construites autour des vaisseaux sanguins. Ces structures, appelés ostéons, ou systémes
de Havers, résultent de l'activit¢ de modelage au cours de la croissance et de l'activité de
remodelage chez I'adulte.
Chaque ostéon, dont le diamétre varie entre 200 et 300um, est composé de lamelles
concentriques de collagéne de type I minéralisées (de 5 a 20) qui délimitent un canal central
nommé canal de Havers, de 50um de diamétre. Ils sont orientés, dans les os longs,
parallelement a la diaphyse, conférant ainsi a l'os cortical une résistance optimale aux
contraintes mécaniques, du fait que les ostéons suivent les lignes de forces exercées sur 1'os.

Les ostéons servent aussi de passage a des capillaires, artérioles, nerfs amyéliniques et canaux
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lymphatiques. Chaque paquet neuro-lympho-vasculaires s'anastomose alors avec I'endoste et
le périoste par les canaux de Volkmann, orientés perpendiculairement ou obliquement par

rapport aux canaux de Havers.

La densité de l'os cortical en fait un réservoir important de calcium mais il représente
seulement 20% des surfaces accessibles aux échanges, ce qui explique qu'il soit

métaboliquement peu actif. (Gray‘s anatomy, 35th edit Longman Edinburgh, 1973).

II. 2. 2. L’os trabéculaire

L‘os trabéculaire ou spongieux est un tissu ayant une architecture spongieuse constituée de
fibres de collagéne plus ou moins orientées de la méme fagon et formant des lamelles
osseuses (généralement peu nombreuses) associées en travées (Fig.13). Comme décrit
précédemment pour l‘os cortical, ce sont ces lamelles qui contiennent les ostéocytes. L os
trabéculaire forme un réseau tridimensionnel que 1‘on retrouve principalement au niveau des
os courts, des os plats (diploé) et au niveau de 1‘épiphyse des os longs.

Cet os est formé par de nombreuses trabécules séparant de volumineuses cavités irrégulicres
trés largement interconnectées.

C‘est dans ces cavités que se trouvent les vaisseaux sanguins et trés souvent la moelle

osseuse rouge hématogeéne (formation des cellules sanguines).

La présence de cette moelle rouge rend 1‘os trabéculaire métaboliquement plus actif et fait
qu‘il est plus souvent remodelé¢ que 1‘os cortical. Bien que 1‘os trabéculaire soit de méme
composition que 1°os cortical, celui-ci est beaucoup plus poreux. Les nombreuses cavités qui
forment cet os lui donnent son nom d‘os trabéculaire (ou spongieux). Cette porosité
représente de 50 a 90 % du volume et fait de lui un os beaucoup moins dense et donc

beaucoup plus fragile que 1‘os cortical (Buckwalter ez al., 1996).
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I1.3. Les cellules du métabolisme osseux

Cellule ostéogéne Ostéoblaste Osteocyte Ostéoclaste

Figure 14. http://www.casimages.com/img.php?i=13011107180614676010750963.jpg

I1.3.1. Les ostéoblastes

Ces cellules sont issues de cellule précurseur pluripotentes mésenchymateuses. Les
ostéoblastes ont pour origine les cellules mésenchymateuses du stroma médullaire.

Ces cellules mononuclées, disposées en couches monocellulaires sur les surfaces osseuses, ont
pour fonction d‘élaborer un os nouveau apres 1‘action des ostéoclastes (il faut 100 a 1000
ostéoblastes pour reconstituer le volume d‘os résorbé par un ostéoclaste). Leur principale
fonction est de synthétiser le tissu ostéoide et de participer a sa minéralisation.

Au cours de la formation du tissu osseux, les ostéoblastes vont se différencier et perdre de leur
activité. Certains vont s‘incorporer dans la matrice osseuse et devenir des ostéocytes, d‘autres
vont s‘aplatir sur la surface de 1‘os, on les appelle les cellules bordantes (Bone Lining Cells).
Ces dernicres participent a 1‘activité métabolique de 1°os, elles permettent aussi de réguler le
flux d‘ions entre la moelle osseuse et 1°0s via la barriére quelles forment en s‘unissant les

unes aux autres. Et enfin d‘autres vont mourir par apoptose.

11.3.1.a. Ostéoblaste et matrice

L'ostéoconduction est la capacité d'un matériau a recevoir la repousse osseuse, par ces
capacités a induire l'attachement, la prolifération, la migration et I'expression phénotypique
des cellules osseuses. L'ostéoinduction est la propriété d'un matériau a induire la
différenciation de progéniteurs pour finalement former du tissu osseux, pouvant se produire
de facon ectopique La bioactivité est définie comme la propriété d'un matériau a développer

un lien avec le tissu de 1'hote.
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Ces quelques définitions (Ben-Nissan et LeGeros, 2008) illustrent la biocompatibilité¢ d'un
matériau, largement dépendante de ses propriétés physico-chimiques. Les ostéoblastes doivent
en effet intégrer les informations biochimiques, mais aussi les informations mécaniques
provenant de leur environnement, afin d'établir une réponse appropriée. En termes de
topographie, il est bien établi que les ostéoblastes répondent a la rugosité ainsi qu'a
l'organisation des anfractuosités de leur support de culture. L'augmentation de la rugosité
permet une augmentation de 1'adhérence cellulaire (Anselme, 2000; Keller et al., 2003), de la
différenciation (Hatano et al., 1999), de la production de facteurs de croissance (Kieswetter et
al., 1996) et de protéines de la matrice chez les cellules ostéo-formatrices (Lincks ef al., 1998;
Marinucci et al., 2006).

Cette rugosité a aussi €t¢é montrée comme influant sur l'expression génique globale des
ostéoblastes (Brett et al., 2004). Par ailleurs, I'organisation des anfractuosités du support de
culture fait débat puisque certaines études montrent, avec la diminution d'organisation, une
augmentation de la prolifération (Anselme et al, 2002) et de l'adhérence (Bowers et al,
1992), alors que d'autres montrent une diminution de la prolifération (Anselme et al., 2000;
Ball et al., 2008) et de 1'activité métabolique (Ball et al., 2008). Ces différences reflétent le
fait que les conditions de culture et de surface ne sont jamais parfaitement les mémes entre les
¢tudes (Bachle et Kohal, 2004).

La rigidité du support est aussi susceptible d'influer sur le comportement ostéoblastique. La
vitesse de migration, la prolifération, et la différenciation augmentent en effet avec la rigidité
du support de culture, les supports les plus mous laissant apparaitre un cytosquelette d'actine
peu organisé, a l'inverse des supports rigides (Khatiwala et al., 2006). Il a été montré par la
méme équipe que l'effet différenciant de la dureté du support de culture passait par la
phosphorylation d'un membre de la famille des MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase)
(Khatiwala et al., 2007), famille de protéines connues pour leur role régulateur dans la
différenciation ostéoblastique (Jaiswal et al., 2000; Xiao et al., 2000).

Ce mécanisme est sous la dépendance de petites protéines de la famille des GTPases, appelées
RhoA (Khatiwala et al., 2009), impliquées dans la réponse a l'environnement mécanique
(Putnam et al., 2003). Ces observations concernant la rigidité du support de culture amenent a
la notion de durotaxie (ou mécanotaxie), notion qui n'est pas restreinte aux ostéoblastes
(Engler et al., 2004; Lo et al, 2000; Pelham et Wang, 1997). Cependant, les effets de la
rigidit¢ du support de culture dépendent aussi de la qualit¢ de la matrice qui peut y étre

déposée. En effet, la migration, par exemple, devient biphasique lorsque les supports sont
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recouverts par une haute densité de collagéne de type I, puisque faible pour les supports les
plus rigides et les plus mous, et ¢élevée pour les supports intermédiaires, laissant présager
d'une intégration mécano-chimique au niveau cellulaire (Khatiwala et al., 2006).

Une autre notion a prendre en compte est 1'énergie de surface (mesurée par I'angle de contact
d'un liquide et ainsi directement liée a la mouillabilité). Celle-ci augmente avec 1'hydrophilie
du matériau. I a été montré que 1'adhérence des ostéoblastes augmente avec 1'énergie de
surface du matériau (Keselowsky et al., 2004; Lai et al., 2010). On peut aussi noter 1'effet de
la dimensionnalit¢ du micro-environnement, la tridimensionnalité se rapprochant plus des
tissus natifs que les boites de culture bidimensionnelles (Pampaloni et al, 2007). La
morphologie des ostéoblastes est en effet hautement affectée lorsqu'ils sont cultivés en trois
dimensions. Ils émettront de longs prolongements cytoplasmiques dans le dernier cas, les
faisant ressembler a des ostéocytes (Boukhechba et al., 2009; Karsdal et al., 2002; Murshid et
al., 2007) et changeront leurs productions géniques vers un modele ostéocytaire, notamment
en diminuant leur expression de collagéne de type I (Boukhechba et al., 2009). Dans le cas
d'environnements tridimensionnels intervient la notion de porosité du matériau. La porosité du
tissu osseux natif n'est en effet pas un ¢lément a négliger, puisqu'elle représente 50 a 90% du
volume osseux trabéculaire, et 3 a 12% du volume osseux cortical (cités dans (Karageorgiou
and Kaplan, 2005)). La porosité des matériaux implantés est en effet nécessaire a la synthése
de tissu osseux néoformé (Kuboki et al., 1998). In vivo, ce sont les porosités élevés qui
permettent l'ostéogénese (Kruyt et al., 2003; Roy et al., 2003). In vitro, une faible porosité
permettrait la différenciation alors qu'une forte porosité permettrait une meilleure
prolifération, facilitant le transport de l'oxygéne et des nutriments (Takahashi et Tabata,
2004).

Ainsi, la MEC, en plus d'étre un support structural, fournit de nombreux signaux mécaniques
a la cellule adhérente, régulant la prolifération, la différenciation, la morphologie et I'apoptose
cellulaire (Vogel et Sheetz, 2006).

On pourrait parler de ces signaux en termes de niche mécanique (Discher ef al., 2009), une

niche étant le micro-environnement régulant la survie et la différenciation des cellules in vivo.

I1.3.1.b. La synthése de la matrice extracellulaire

La principale molécule synthétisée par les ostéoblastes est le collagéne de type I, protéine

présente initialement sous forme de procollagéne.
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Ils synthétisent aussi des protéines non collagéniques, notamment de 1'ostéocalcine et de
l'ostéopontine et secrétent également des facteurs de croissance tels que le TGFg, I'IGF, le
FGF (respectivement le Transforming, I'Insulin et le Fibroblast Growth Factor).

Les molécules de collageéne de type I forment des triples hélices qui s'assemblent en fibrilles

via des ponts de pyridolines. Ces fibrilles s'organisent ensuite en faisceaux.

II.3.1.c. La minéralisation

La formation des cristaux d'hydroxyapatite n'est possible qu'en présence de certains niveaux
de concentrations en Ca>" et en PO* L'ostéopontine, la sialoprotéine osseuse et I'ostéonectine
de la matrice osseuse non minéralisée possédent des sites capables de se lier au calcium qui
est déposé par les ostéoblastes lors de la phase de minéralisation. L'ostéocalcine présente dans
l'ostéoide, peut également capter les ions calcium extracellulaires, dont la concentration
intracellulaire locale augmente lors de la phase de minéralisation. La phosphatase alcaline,
enzyme synthétisée par les ostéoblastes, est capable d'hydrolyser les esters phosphoriques
(pyrophosphates ...-P-O-P-.....) qui sont des inhibiteurs de la minéralisation. Cette enzyme
permet I'accumulation de Ca2+ et de PO, Les ions calcium réagissent alors avec les fibres de
collagéne. L'ajout progressif de minéraux se fait au dépourvu de la quantité d'eau qui va donc
diminuer (Toppets et al., 2004). Notons que la minéralisation va déterminer la densité de 1'os

(le volume osseux étant lui fixé par la sécrétion d'ostéoide).

I1.3.2. Les ostéocytes

C‘est une cellule osseuse issue de la différentiation des ostéoblastes, elle est métaboliquement
peu active. De forme étoilée, elle est aplatie, fusiforme et posséde un noyau central condensé.
Cette cellule est contenue dans une logette minéralisée appelée ostéoplaste et ne peut en sortir.
Les ostéocytes : Certains ostéoblastes, qui ne meurent pas par apoptose, se transforment en
ostéocytes. Ces cellules sont incluses dans la matrice osseuse.

Les ostéocytes sont les cellules les plus abondantes de 1°0s. L ostéocyte posséde de nombreux
prolongements cytoplasmiques qui s‘étendent a 1‘extérieur de 1‘ostéoplaste permettant d‘étre

connectés a d‘autres ostéocytes, a des ostéoblastes et aux cellules bordantes.
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Figure 15 : L'ostéoblaste produit la matrice ostéoide puis la minéralise

(http://dossier.univ-st-etienne. fr/Ibto/www/tissu-osseux/index.html Dr Lafage-Proust)

Ces connexions via les prolongements cytoplasmiques se nomment des GAP-JUNCTIONS,
elles permettent de véhiculer un message chimique (ions calcium surtout et des hormones)
mais aussi un message mécanique (mouvements liquidiens, gravité et déformations), (Ham

Aw ; 1952).

I1.3.3. Les ostéoclastes

IIs proviennent de cellules souches hématopoiétiques, c'est-a-dire qu‘ils sont issus de la fusion
de deux monocytes qui deviennent des macrophages. Les ostéoclastes : Ils proviennent de
cellules hématopoiétiques. Ce sont des cellules multinuclées géantes capables de détruire de
grandes quantités de matrice extracellulaire osseuse et d‘en dissoudre la partie minérale.

Ce sont des cellules géantes plurinucléées, spécialisées dans 1‘élimination des tissus calcifiés,
on les retrouve au niveau des lacunes de résorption appelées lacunes de Howship.

Les ostéoclastes ont une réaction positive a la phosphatase alcaline. La cellule présente une
surface ou la membrane cellulaire est plissée, elle forme des invaginations. Au niveau de ces
digitations cytoplasmiques des protons sont libérés au niveau de la zone minéralisée a

¢liminer.

Cette libération de protons a pour conséquence d‘acidifier le milieu afin de dissoudre les
tissus durs, laissant la phase organique libre qui sera par la suite éliminée par des enzymes

lysosomiales et des collagenases (Vaes G, 1988).
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II. 4. La réparation physiologique du tissu osseux

La formation osseuse ou ostéogenese se produit lors de la consolidation osseuse au cours du
remaniement ou lors de la réparation du tissu osseux apres une lésion. La formation osseuse
peut s‘effectuer de deux manieres différentes, soit par un processus d‘ossification
endochondrale (a partir de tissu cartilagineux préexistant) soit par un processus d‘ossification

intramembranaire (a partir d‘une membrane fibreuse).

III.  4.1. Les chondrocytes, cellules du modelage
Les chondrocytes proviennent, comme les ostéoblastes, des cellules souches
mésenchymateuses. Le chondrocyte, unique type cellulaire du cartilage hyalin, est une cellule
spécialisée et hautement différenciée. Généralement de forme sphérique ou ovoide, sa taille
atteint 30 a 40 pum de diametre. Le chondrocyte est séparé de sa matrice extracellulaire par un
espace péri-cellulaire. Dans cette logette, un grand nombre de molécules d‘attache
membranaire (collagene de type VI, protéines d‘adhésion, héparanes sulfates) relient la cellule
a sa matrice environnante, 1‘ensemble portant le nom de chondron ou chondroplaste (Poole ;
1992).
Les chondrocytes occupent 10 % du volume cartilagineux total (1 a 10 % du volume sec),
mais leur nombre, leur taille et leur forme ainsi que leur activité métabolique varient
considérablement selon le type d‘articulation, la localisation topographique et surtout 1‘age de
I‘individu. En effet, la densité cellulaire tant a décroitre avec 1°age.
En raison du caractére avasculaire du cartilage, le chondrocyte utilise essentiellement le
glucose et privilégie la voie de la glycolyse anaérobie. Il s‘agit d‘un des rares tissus a
fonctionner en hypoxie. En effet, il existe un gradient hypoxique qui varie de 10 % de teneur
en oxygene en surface a 1 % en profondeur. Cependant, les chondrocytes des couches les plus
superficielles peuvent utiliser partiellement un fonctionnement aérobie par diffusion de
I‘oxygene présent dans le liquide synovial. Les chondrocytes ne migrent pas et se multiplient
peu ou pas dans un cartilage sain.
On les trouve généralement lors de la formation de cartilages et lors de l'ossification
enchondrale. Les chondrocytes sont sensibles a la fréquence et a I'amplitude de chargement
(Wu et Herzog ; 2006).
Une contrainte mécanique excessive et répétée peut causer leur mort ou leur
endommagement morphologique et/ou cellulaire. Les intéractions matrice-cellules, les flux de

fluide environnant, les états de contraintes-déformations ont un réle majeur dans la mécano-
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transduction des chondrocytes et sont des stimuli associés au remodelage, a I'adaptation et a la

dégénération de cartilage articulaire.

II. 4. 2. L’ossification enchondrale
La réparation enchondrale est réalisée suite au recrutement de CSM issues de la couche
interne du périoste et de la moelle osseuse. Les CSM prolifeérent, se différencient en
chondrocytes et vont synthétiser une matrice cartilagineuse avasculaire constituée de
collagéne de type 11, IX et XI, d‘agréganes et de protéoglycanes (Mackie et al., 2008).

En résulte la formation de cartilage suivi d‘os tissé (os primaire) et lamellaire dans un espace
inter-fragmentaire, large et mobile (Fig.A) Au niveau de la matrice cartilagineuse, les
chondrocytes vont se multiplier avant de s‘hypertrophier. Dans cette zone hypertrophique, les
sels de calcium précipitent et forment un cartilage calcifié.

Les chondrocytes incorporés dans cette matrice calcifiée qui ne laisse plus diffuser les
nutriments, dégénérent, ne sécrétent plus d'angio-inhibiteur et finissent pas mourir. Le
cartilage se lyse, créant des lacunes ouvertes vers la diaphyse dans lesquelles des bourgeons
vasculaires vont pénétrer, apportant des ostéoclastes qui vont accélérer le processus de
dégradation du cartilage et augmenter la taille des lacunes (Fig. B).

Parallelement, les cellules souches mésenchymateuses, elles aussi apportées par la
vascularisation, vont se différencier en ostéoblastes qui vont permettre la formation d“un tissu
osseux en remplacement du cartilage en destruction (Sandell et Adler ; 1999) Les ostéoblastes
vont tapisser la paroi des lacunes avec des lamelles de substance osseuse au sein desquelles ils
vont étre emprisonnés et dériver en ostéocytes.

Ensuite, les ostéoclastes vont rapidement creuser la cavit¢ médullaire au centre de la
diaphyse, ou se logera un tissu conjonctif qui deviendra la moelle jaune. Cette cavité
permettra également 1‘invasion de vaisseaux sanguins. L'ossification endochondrale qui se
produit dans le cartilage de croissance, aux extrémités des diaphyses des os longs, est a

l'origine de la croissance en longueur des os (Chung et al., 2004).
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Figure 16. Processus de 1‘ossification endochondrale (A) adapté de http://faculty.irsc.edu
d‘apres Calmar ef al., 2002. Image histologique et représentation schématique de la

plaque decroissance (B) adapté de http://www.bu.edu et Page-McCaw et al., 2007.

II. 4. 3. L’ossification intra-membranaire

La réparation intramembranaire ou La réparation osseuse directe (direct bone repair, gap
repair) ne passe pas par une étape Intermédiaire cartilagineuse et se fait dans un
environnement sans contraintes mécaniques. Les cellules ostéoprogénitrices provenant de la
moelle osseuse produisent un os primaire, remodelé pour donner un os mature lamellaire.

Ce mode de réparation a lieu dans le cas de 1ésions d‘une taille de plus de 0,1 mm, dans un
environnement trés stable (Perren;1979; Shapiro ; 1988).

La réparation osseuse directe fait intervenir les cellules mésenchymateuses de la couche
interne du périoste, de 1°endoste et de la moelle osseuse. Ces CSM vont se différencier en

ostéoblastes puis produiront un os primaire qui sera secondairement remodelé en os

lamellaire.
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Elle est observée dans un environnement stable d“un point de vue mécanique, pour des tailles
de lésions comprises entre 0.25 et 0.5 mm (Stroncek et Reichert, 2008). Ce mode de
réparation ne passe pas par une &tape intermédiaire de type cartilagineuse. Les cellules
ostéoprogénitrices provenant de la moelle osseuse et du périoste se différencient en pré-
ostéoblastes puis en ostéoblastes dans une zone hypervascularisée dans les 24 heures suivant
la fracture. Au bout du troisiéme jour, ces cellules synthétisent une matrice dont les fibres
collagéniques n‘ont pas d‘orientation spécifique et dont la minéralisation n‘est pas ordonnée,
ce tissu est appelé « cal dur » ou « cal osseux ». Le taux de prolifération des cellules recrutées
sur le site de 1ésion est maximal entre le jour 7 et jour 10 et diminue a partir du quatorziéme
jour (Tsiridis et al., 2007). La minéralisation se fait par zones disséminées de fagon aléatoire,
du centre vers la périphérie de la 1ésion. Ce type d‘os est appelé « os tiss€ », il sera remplacé

par de 1°‘os lamellaire mature aprés remodelage (Dimitriou et al., 2005 ; Einhorn, 1998).

I1. 4. 4. La réparation osseuse primaire ou de contact direct

Cette réparation fait intervenir des ostéoclastes résorbant les zones osseuses nécrotiques de
part et d‘autre de la Iésion. Les ostéoblastes du systéme Haversien produiront directement un
os lamellaire paralléle a 1‘axe de 1‘os. Cette réparation se caractérise par 1‘absence de phase
cartilagineuse et de remodelage osseux. Il se réalise dans un environnement sans espace inter-
fragmentaire et stable (Funck-Brentano, 2010). Ce mode de réparation est proche de celui mis
en place pour la réparation des micro-dommages osseux ou micro-fractures intra osseuse de

quelques centaines de micromeétres.

II. 5. Le cycle du remodelage osseux

Le cycle débute par la phase d‘activation caractérisée par la rétractation des cellules bordantes
a la surface du tissu osseux sous l‘effet de facteurs inducteurs de la résorption (hormone
parathyroidienne, vitamine D3, prostaglandine E2, efc.) laissant 1°0s accessible aux pré-
ostéoclastes ou ostéoclastes (Chambers et al, 1985). Les ostéoblastes environnants par
sécrétion de cytokines (RANKL) vont alors favoriser la différenciation et 1°activation des
préostéoclastes en ostéoclastes matures. Les ostéoclastes différenciés et activés vont alors
adhérer a la surface osseuse puis la dégrader (phase de résorption), libérant des bone
morphogenetic protein (BMPs) et d‘autres facteurs de croissance enchassés dans la matrice et
susceptibles d‘activer les cellules responsables de la formation osseuse (Sims et Gooi, 2008).
La phase d‘inversion suit la phase de résorption, correspondant au moment ou la profondeur

maximale d‘érosion est atteinte.
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Figure 17. Remodelage du tissu osseux, adaptée de Canalis ef al., 2007.

Les ostéoclastes se détachent de la surface osseuse érodée et meurent par apoptose (Wu et al.,
2003) laissant leur place a des macrophages qui vont alors lisser le fond de la lacune et
phagocyter les débris. La derniere phase du remodelage est la phase de formation d‘un
nouveau tissu osseux qui se déroule en deux temps. Dans un premier temps, les facteurs de
croissance libérés par les ostéoclastes vont stimuler la différenciation de précurseurs
ostéogéniques en ostéoblastes (Pederson et al., 2008) responsables de la production de la
matrice extracellulaire (Fig. 17). Cette étape sera suivie d“une étape de minéralisation de cette
matrice grace a la phosphatase alcaline (ALPL), secrétée par les ostéoblastes, qui va permettre
de concentrer localement les ions calcium et phosphate. Le tissu osseux est donc le théatre
d‘une activité cellulaire importante et permanente essentielle au maintien et au remodelage de

la masse osseuse.

II. 6. L’articulation et le cartilage

Les articulations forment la jonction entre les os et permettent d‘assurer la mobilité relative du
squelette, ainsi que le pivotement des membres (Fig.18). De plus, elles assurent le role de
tampon qui permet d‘amortir les chocs entre les os porteurs et donc, de préserver les organes.
Elles sont classées selon leur structure et leur fonction en articulations, fibreuses,

cartilagineuses ou synoviales (Marieb, 2005).
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Le tissu cartilagineux est dépourvu de vaisseaux sanguins et lymphatiques. La plupart des
cartilages sont nourris par diffusion a travers la MEC a partir des capillaires du périchondre.
Les cartilages articulaires sont nourris a partir du liquide synovial.

Le cartilage constitue donc la partie essentielle de I'articulation. Il recouvre les extrémités
osseuses et il joue un réle de " film protecteur " de l'articulation. Lors de la réalisation de
mouvement, il remplit deux fonctions principales. Il assure d'une part, le glissement des
segments osseux les uns contre les autres, en diminuant au maximum les forces de friction
présentes. Le cartilage étant non innervé, il ne peut donc transmettre aucune information au
cerveau, ce qui rend le mouvement imperceptible et indolore.

D'autre part, le cartilage assure la transmission, la répartition et l'amortissement des
contraintes subies par l'articulation. Une troisieme fonction, dépendante des deux premicres,
peut lui étre attribuée : celle d'assurer sa propre trophicité. Le cartilage est effectivement

—nout” par le liquide synovial, lui-méme sécrété par la membrane synoviale

Figure 18. Structure du cartilage articulaire sain
(http://www.labrha.com/glucosamine-place-dans-le-cartilage-articulaire.aspx)
Larticulation est tapissée de cartilage articulaire lisse qui est essentiel pour les mouvements
de frottement et d‘absorption des chocs (Fig.18). La détérioration de celui-ci est appelée
« défaut ostéo-chondral » si le traumatisme ou la maladie se référe a un os chondral ou sous-

jacent (Vijayan et al., 2010).

Le cartilage articulaire, comme 1°0s, se remanie en permanence. C‘est un tissu blanc, brillant,

légerement translucide.
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Histologiquement, il s‘agit d“un tissu conjonctif non vasculaire et non innervé composé d‘une
matrice extracellulaire et d“un seul type cellulaire : les chondrocytes qui ne représentent que 3
% du poids total du cartilage. La matrice extracellulaire est essentiellement formée d‘eau (de
70 a 80 %) et de 20 a 30 % d‘un réseau de fibres de collagenes rigides principalement de type
IT au sein duquel sont emprisonnées des molécules trés hydrophiles : les protéoglycanes dont

1‘agrécanne (Laadhar et al., 2007).

Chez 1‘homme, trois types de cartilage sont présents. Ils ont des localisations, des
compositions et des fonctions différentes (Tab.l) : le cartilage hyalin, le cartilage élastique et

le cartilage fibreux. Le cartilage articulaire est un cartilage hyalin.

Tableau I. Comparaison des constitutions des trois cartilages.

Hyalin - collagene de type Il (majoritaire), IX et XI nez, bronches, trachée, cotes,
articulations
- microfibrilles de collagéne peu abondantes, de
petit calibre, non visibles en microscopie
optique (MO) d’ou I'aspect amorphe et

homogeéne de la MEC

Elastique - en plus du collagéne de type Il, présence de trompe d’Eustache, pavillon de
nombreuses fibres élastiques I'oreille externe épiglotte, certains

cartilages laryngés

Fibreux - épais faisceaux de fibres de collagéne de type |  disques intervertébraux, symphyse
pubienne, ménisque du genou,

insertion du tendon d’Achille

II. 7. Les pathologies de I’os et du cartilage

Tous les pays industrialisés font face a une augmentation progressive de 1‘espérance de vie en
raison du recul de la mortalité. Par conséquent, la prévalence des maladies chroniques liées a
1‘4ge a augmenté. Ces complications métaboliques sont associées a des dysfonctionnements

de I‘appareil locomoteur.
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Parmi ces maladies, la sarcopénie et 1‘ostéoporose sont particulierement invalidantes et
représentent un enjeu social et économique a travers le monde (Wauquier et al.,
2011) L‘ostéoporose est caractérisée par une fragilité osseuse excessive qui conduit & un
risque accru de fractures. Les traitements d‘aujourd‘hui tels que le traitement hormonal
substitutif (THS) ont démontré des avantages évidents sur les femmes ostéoporotiques post-

ménopausées (Ozgocmen et al., 2007; Mann et al., 2007).

Selon (Bonnick ; 2006) 1‘ostéoporose fait partie des plus connues car elle représente la
maladie osseuse liée au vieillissement la plus fréquente. Mis a part quelques cas observés chez
1‘homme, cette maladie est majoritairement féminine. Elle se caractérise par une perte de
masse osseuse et une altération architecturale du tissu osseux aboutissant a une fragilisation
du squelette dans son ensemble et donc a une probabilité de fracture accrue (Labovitz ; 2007).
Certaines pathologies, certes plus rares, n‘en sont pas moins trés handicapantes pour les
patients et nécessitent une prise en charge importante. Les maladies génétiques rares a
caractére autosomique dominant sont caractérisées dans 90 % des cas par une anomalie de
production du collagéne de type I au niveau quantitatif ou qualitatif. Ces maladies osseuses,
comme |‘ostéogenese imparfaite (ou maladie des os de verre), induisent une fragilisation de
1‘os qui entraine des fractures spontanées a répétition associées dans les formes les plus
graves a d‘importantes déformations.

Concernant 1‘ostéogenese imparfaite, une étude de Horwitz et al. en 1999 a montré que
I‘implantation de moelle osseuse allogénique permettait la formation d‘un nouveau tissu
osseux dense et la diminution de la fréquence des fractures.

La régulation de I'ostéogencse est déterminée par des facteurs génétiques (taille et forme des
0s), par les forces mécaniques environnantes (variations structurelles et des propriétés) et
aussi par des facteurs nutritionnels et hormonaux. L'alimentation doit apporter des acides
aminés, de la vitamine C, du calcium, de la vitamine D, A et K.

-En ce qui concerne les hormones, en voici quelques-unes impliquées dans la formation et la
longévité de l'os :

-Les hormones de croissance stimulent et activent les chondrocytes, les cellules
ostéoprogénitrices et les ostéoblastes. La vitamine D favorise la minéralisation du tissu

osseux. Elle stimule également I'ostéoclasie (résorption du tissu par les ostéoclastes).
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-La parathormone (PTH) induit l'activation des ostéoclastes via les ostéoblastes, stimule
l'ostéolyse par les ostéocytes, augmente la synthése de I'hormone découlant de la
transformation de la vitamine D.

-La calcitonine diminue l'activité des ostéoclastes et des ostéocytes (en ce qui concerne
l'ostéolyse), stimule a court terme 1'activité des ostéoblastes et favorise le stockage de calcium
dans l'os. L'ostéocalcine est une protéine synthétisée par les ostéoblastes (synthése vitamine K
dépendante) : elle est sécrétée dans l'os et dans le sang et n'est pas relarguée par les
ostéoclastes dans la matrice lors de la résorption osseuse.

-Les cestrogenes et stéroides sexuels contrdlent le début des ossifications endo-chondrales.
Les tumeurs osseuses malignes représentent une pathologie en recrudescence dans le nord
d‘afrique en raison de leur dépistage a un stade plus ou moins précoce. Afin d‘augmenter leur

chance de guérison.

Les sarcomes osseux les plus fréquents regroupent 1‘ostéosarcome, le sarcome d‘Ewing et le
chondrosarcome. Elles peuvent toucher 1‘enfant aussi bien que 1‘adulte. Chez 1‘enfant, les
tumeurs osseuses malignes ne représentent que 15% de 1‘ensemble des tumeurs osseuses, avec
a leur téte 1‘ostéosarcome et le sarcome d‘Ewing et c‘est presque la méme proportion qu‘on
trouve chez 1‘adulte. Donc 85% des tumeurs osseuses sont des tumeurs bénignes (Mahfoud ;
2009).

Chez l‘adulte, les principales causes de tumeur osseuse maligne sont d‘abord les métastases
osseuses de tumeurs solides, puis, plus rarement, les myélomes, et encore plus rarement, les
tumeurs osseuses primitives (Goldwasser et al ., 2007).

Les articulations sont sujettes a de nombreuses pathologies dont 1‘arthrose, 1‘arthrite et les
arthropathies microcristallines. L‘arthrose est une maladie dégénérative du cartilage
articulaire dont la prévalence, quelle que soit sa localisation, augmente fortement avec 1'age,
et atteint environ 80 % des patients agés de plus de 75 ans.

Les articulations affectées sont principalement celles de la main, du rachis cervico-lombaire,
la hanche et le genou (Richette, 2008). Dans cette pathologie, le cartilage est détruit plus vite
qu‘il n‘est reconstruit (Reboul et al., 2004), se déshydrate, s‘amincit, se fissure tout d‘abord
en surface puis en profondeur. Sa détérioration a des conséquences sur l‘ensemble de
l‘articulation. D‘une part, 1°‘os se condense aux extrémités et parfois des excroissances

osseuses (ostéophytes) apparaissent en bordure de 1‘articulation et la déforment.
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D*autre part, des débris du cartilage abimé se retrouvent dans la cavité synoviale et entrainent
une inflammation : la synovite. La membrane synoviale agressée, libére des substances qui
provoquent de nouvelles Iésions cartilagineuses. La prise en charge de cette maladie a
évolution lente, comprend des traitements médicamenteux et la chirurgie. Parmi les
médicaments il y a les antalgiques, seuls ou associés a des anti-arthrosiques d‘action lentes,
des anti-inflammatoires non stéroidiens. Pour les stades un peu plus avancés, des corticoides
en infiltration intra-articulaire sont indiqués. Enfin, dans les situations extrémes, le
remplacement de 1‘articulation par une prothése.

Les arthropathies microcristallines sont des affections rhumatologiques se caractérisant par
des dépdts de microcristaux au sein des articulations et des tissus périarticulaires. Ces
affections se manifestent par des crises inflammatoires localisées trés aigués et
particuliérement destructrices pour le tissu cartilagineux. L‘arthrite correspond a I‘atteinte
d'une articulation par un processus infectieux (une bactérie), inflammatoire (un rhumatisme)
ou micro-cristallin (goutte, chondrocalcinose).

L‘Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS), I‘arthrose est la résultante des phénoménes
mécaniques et biologiques qui déstabilisent 1°équilibre entre la synthése et la dégradation du
cartilage et de 1°os sous-chondral. Ce déséquilibre peut étre initi¢ par de multiples facteurs :
génétiques, de développements, métaboliques et traumatiques. L‘arthrose affecte non
seulement le cartilage et 1°os, mais aussi l‘ensemble des tissus de 1‘articulation et se manifeste
par des modifications morphologiques, biochimiques, moléculaires et biomécaniques
conduisant a un ramollissement (chondromalacie), une fissuration, une ulcération et une perte
de cartilage, une sclérose de 1°‘os sous-chondral avec production d‘ostéophytes et de géodes
sous-chondrales. Lorsque 1‘arthrose devient symptomatique, elle entraine douleur et raideur
articulaires, ainsi qu‘un éventuel épanchement articulaire avec des degrés variables
d‘inflammation locale. Il faut bien souligner que les influences mécaniques sont souvent a
‘origine du développement de pathologies du cartilage (Hayes et al., 2001). Les lésions du
cartilage se produisent quand la contrainte appliquée excede la capacité d‘absorption de
charge du tissu (Cornwall, 1984). Tout d‘abord, un dommage mécanique peut se produire dés
qu‘une articulation se déplace au-dela de sa possibilité habituelle de mouvement, induisant un
effort sur les parties plus molles du cartilage qui ne peuvent pas supporter la contrainte, et
endommagent ainsi le réseau de collagéne. (Andersson et al., 1989).

Par ailleurs, il peut également avoir lieu de maniére chronique lors d'exercices sportifs

physiques intenses et repétés.
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Dans ce cas, les articulations sont répétitivement exposées a des contraintes de niveaux

¢levés, et les dommages sont associés a une fissure de fatigue (Kujala ez al., 1995).

I1.8. Modélisation in vitro des étapes de la différenciation osseuse

I1.8. 1. Choix des cellules

Il existe deux types de lignées de cellules osseuses : d‘une part, la lignée ostéoblastique
comprenant les préostéoblastes, les ostéoblastes, les ostéocytes et les cellules bordantes et
d‘autre part, la lignée ostéoclastique qui comprend les préostéoclastes et les ostéoclastes.
Notre but étant d‘étudier 1‘activité ostéogénique des extraits, nous avons choisi la lignée
préostéoblastique. Il s‘agira alors de démontrer que ces extraits induisent non seulement la
différenciation des cellules de la lignée osseuse mais également qu‘ils conduisent ces cellules
jusqu‘a la phase de minéralisation. D‘autre part les chondrocytes proviennent, comme les
ostéoblastes, des cellules souches mésenchymateuses. Le chondrocyte, unique type cellulaire
du cartilage hyalin, est une cellule spécialisée et hautement différenciée. On les trouve

généralement lors de la formation de cartilages et lors de 1'ossification enchondrale.

Afin de vérifier cette hypothése, nous avons choisi deux types cellulaires représentatifs de
stades de différenciation, des cellules de cette lignée : les préostéoblastes MC3T3.Ces cellules
correspondent a un stade de différenciation croissant. Et une lignée chondrocytaire de souris

est utilisée, la lignée ATDCS, reproduisent le processus d‘ossification endochondrale.

IL.8. 2. Les pré-ostéoblastes

Les pré-ostéoblastes sont des cellules allongées situées au contact des ostéoblastes matures.
La fonction de ces ostéoblastes matures est de synthétiser la matrice osseuse collagénique
notamment le collagéne type I et de participer a la minéralisation de celle-ci. Leur membrane
est riche en une enzyme: la phosphatase alcaline. Cette enzyme passe dans le sang circulant
et peut étre dosée : elle est un marqueur du phénotype ostéoblastique. Quand les ostéoblastes
deviennent matures, ils sécrétent des protéines (ostéocalcine, sialoprotéine de 1‘0s) qui
régulent le dépdt du minéral (Lian et al., 1999). Les ostéoblastes reposent alors sur une
couche de tissu non encore minéralisé¢ appelé tissu ostéoide et constitu¢ de collagene, de
protéines non collagéniques (Boskey, 1989) et de glycosaminoglycanes. Ce tissu sera

minéralisé dans un second temps.
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I1.8. 2. 1. Les marqueurs de la différenciation ostéoblastique

Les connaissances actuelles sur le développement osseux ont été acquises au cours des quatre
derniéres décennies, grace a l‘identification et a la caractérisation des protéines sécrétées par
les ostéoblastes et des protéines associ¢es a la MEC de 1‘os. La matrice extracellulaire occupe
entre 92 et 95 % du volume tissulaire et peut étre subdivisée en matrice organique (22 %) et
inorganique (69 %). Les principales classes de macromolécules qui composent la matrice
organique forment la substance fibrillaire (90 %) contenant des protéines fibreuses
structurales (collagéne et élastine) ou adhérentes (fibronectine), ainsi que la substance
interfibrillaire (10 %) englobant les glycosaminoglycanes (GAG) et protéoglycanes, de
petites protéines non collagéniques ainsi que des lipides en petites quantités. Dans le tissu
osseux, ces molécules peuvent induire ou inhiber la minéralisation.

D¢apres Nefussi et al. (1985, 1989, 1993), il existe quatre €tapes pour parvenir a 1‘étape de
minéralisation :

1) Une phase de prolifération cellulaire

2) Une phase de différenciation cellulaire

3) La formation et maturation de la MEC

4) L‘étape de minéralisation et formation d‘une surface osseuse active avec maturation des
ostéocytes.

Ces différentes étapes ont par ailleurs été confirmées par Stein et al. (1990), Owen et al.
(1990) et Lian and Stein (1995) qui détaillérent la séquence de 1‘expression temporelle des

genes des protéines associées a la MEC et de celles sécrétées par les ostéoblastes (Fig.19).
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Figure 19. Relation couplée et réciproque entre la prolifération cellulaire et 1‘expression
des genes de la différenciation (Stein et Lian, 1993). Coll : collagéne ; PAL : activité

phosphatase alcaline ; OP : ostéopontine ; OC : ostéocalcine.

On y distingue nettement 3 phases qui confirment les étapes du développement ostéoblastique
de Nefussi et al. (1997):

1) Une phase de prolifération durant laquelle a lieu la synthese de la MEC et la sécrétion de
collagene type .

2) Une phase de maturation et d‘organisation de la MEC : dés la fin de la phase de
prolifération, les protéines associées au phénotype osseux sont détectées. La MEC subit alors
des modifications de composition et d‘organisation qui la rendent compétente pour la
minéralisation : le taux de collagéne commence a baisser tandis que 1‘activité PAL augmente.

3) La phase de minéralisation proprement dite ou les genes de l‘ostéocalcine, de la
sialoprotéine de 1°os et de 1°‘ostéopontine sont exprimés.

Les protéines exprimées vont alors constituer des marqueurs spécifiques des différentes étapes
du développement osseux. Ceci permet d‘identifier les diverses étapes lors de modélisations

in vitro.
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IL.8. 2. 2. Collagene de type I

Le constituant essentiel de la matrice osseuse est le collageéne de type 1 qui représente un peu
moins de 90 % des macromolécules de la matrice organique. Appelé aussi collagéne
fibrillaire, il est formé de 1°‘assemblage de trois chaines alpha (o) de polypeptides. Les chaines
polypeptidiques sont synthétisées au niveau des ribosomes du réticulum endoplasmique
rugueux (RER) de l‘ostéoblaste. Elles subissent ensuite des hydroxylations et des
glycosylations avant de s‘associer en hélices de 3 pro-chaines a. Lors de la phase de
prolifération, les geénes associés au collagéne type I sont fortement exprimés puis leur
expression diminue progressivement et reste a un taux bas au cours des phases suivantes de la
différenciation ostéoblastique. C*est par ailleurs cette accumulation de collagéne qui contribue
a réprimer la phase de prolifération (Lian et Stein, 1995). La synthése d‘une matrice de
collagéne est nécessaire pour induire 1‘expression des marqueurs de la différenciation
terminale ; ceci explique pourquoi 1‘acide ascorbique est un cofacteur indispensable pour la
différenciation ostéoblastique (Franceschi, 1992 ; Franceschi et Iyer, 1992 ; Franceschi et al.,

1994),

La matrice osseuse contient également des protéines non collagéniques synthétisées par les
cellules ostéogéniques. Le rdle des protéines matricielles non collagéniques sur la réparation
tissulaire a été étudié chez la souris grace a des modeles de génétique expérimentale (Alford
et Hankenson, 2006). Dans ces mod¢les, parmi les protéines non collagéniques 1‘ostéopontine

et [‘ostéocalcine

I1.8. 2. 3. Ostéocalcine

Lfostéocalcine est la protéine non collagénique la plus abondante dans le tissu osseux. Elle
fait partie de la famille des Gla protéines. Ce sont des protéines contenant des résidus d‘acide
gamma-carboxyglutamique (Gla), résultant d‘une modification post-traductionnelle des
résidus glutamate. Elles jouent un rdle important dans la minéralisation, due a la haute affinité
du résidu « Gla » pour le calcium. Elle est fortement exprimée par les ostéoblastes en
différenciation terminale dont elle constitue le marqueur phénotypique le plus spécifique. Une
fois sécrétée par 1'ostéoblaste, I'ostéocalcine est incorporée dans la matrice osseuse
L‘ostéocalcine est une protéine de 5.7KDa qui est dépendante de la vitamine K. Elle est riche
en acide y-carboxyglutamique (également appelée Bone Gla-protéine) et se lie aux cristaux de

calcium de la phase minérale.
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L‘ostéocalcine est considérée comme jouant un role clé dans les étapes de différenciation et
1‘activité des cellules osseuses ainsi que sur leur maturation et la minéralisation de la matrice.
Elle s‘exprime au-dela du 9¢éme jour Elle est, par ailleurs, exprimée uniquement par les
ostéoblastes différenciés (Kasugai et al., 1991) lors de la phase de minéralisation (Owen et

al., 1990).(Fig.19)

I1.8. 2. 4. Ostéopontine

L‘ostéopontine fait partic de la famille des SIBLINGs (Small Integrin-Binding Ligand N-
linked Glycoproteins). Ces protéines ne sont pas spécifiques du tissu osseux mais elles
contrdlent I‘activité des cellules ostéogéniques. Dans 1‘os, les données de la littérature

suggerent des fonctions situées a 1‘interface entre les cellules et le minéral (Malaval et al.,

2009).

L‘ostéopontine a été décrite pour la premicre fois par Senger comme une protéine sécrétée de
60 KDa (Senger et al., 1979). Initialement découverte conjointement avec la BSP, 1‘OPN
(également nommé BSP1) tire son nom de son potentiel a faire le lien entre les cellules et la
phase minérale de la matrice osseuse grace au motif RGD et a la séquence riche en acide
aspartique découvert dans la séquence primaire de la protéine (Oldberg et al., 1986). OPN fut
¢galement identifiée comme une lymphokine potentielle, produite par les lymphocytes activés
et les macrophages sous le nom de Eta-1 (early T-lymphocyte activation gene 1) (Patarca et
al., 1989). Un motif d‘expression plus large de la protéine a alors émergé. L‘OPN fut alors
nommeée Secreted Phosphoprotein 1 (SSP1) reflétant la diversité de fonction de la protéine.
Neéanmoins, le nom d‘ostéopontine a largement été retenu et gardé pour la nomenclature du

gene humain (Denhardt et al., 1995).

L‘OPN joue également un role dans le controle de I‘activité ostéoclastique. Ainsi, elle
intervient dans I‘ostéoclastogenese (Aitken et al, 2004 ; Yamate et al, 1997), dans le
recrutement et la migration des ostéoclastes (Chellaiah et al., 2003) ainsi que dans le controle

de leurs activités (Contractor et al., 2005).

L‘ostéopontine est synthétisée dés le 7éme jour, localisée a 1‘interface entre le tissu mou et os

primaire pendant le processus de transition entre le cal cartilagineux et le cal osseux.
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Dans tous les cas, 1‘absence d‘ostéopontine diminue la vascularisation et la régression du cal
cicatriciel formé lors d‘une fracture, ainsi que le remodelage osseux conduisant a un retard de
réparation (Duvall et al, 2007) (Fig.20). Ainsi, 1°OPN intervient dans les processus
¢lémentaires tels que l‘angiogenése, la migration et l‘attachement cellulaire, les activités
ostéoblastiques et ostéoclastiques, la minéralisation, le remodelage tissulaire. Ces processus

sont également a la base de la réparation osseuse (Carano et al., 2003).

Differenciation

Cellule

précuseur Pré-ostéoblaste Ostéoblaste differencié

Marqueurs — -
ostéoﬁastiques L - < >

Figure. 20 Principaux marqueurs exprimés au cours de la différenciation del‘ostéoblaste.
La différenciation progressive de 1‘ostéoblaste est caractérisée par 1°‘expression de génes

ostéoblastiques précoces

(PTH-R : récepteur de la PTH; ALP : phosphatase alcaline ; COLL-I : collagéne de type I ;
OP : ostéopontine) ou tardifs (BSP : sialoprotéine osseuse ; OC ; ostéocalcine) (--- : faible
expression ; — : forte expression). (Pierre, 2001).

Aussi parmi Les principaux facteurs de transcriptions controlant la différenciation

ostéoblastique sont Runx2.

11.8.2.5. Runx2 aussi dénommé Cbfal, est un membre de la famille des facteurs
de transcription Runx. Il a été identifi¢ comme un élément majeur de la différenciation
ostéoblastique. Il est exprimé par les cellules mésenchymateuses au stade précoce de la
formation du squelette et est exprimé par les ostéoblastes tout au long de leur différenciation
(Karsenty, 2000).La transfection de Runx2 dans des fibroblastes induit 1‘expression de geénes
spécifiques des ostéoblastes comme 1°ostéocalcine, les bone sialoproteines ou le collagene de

type I (Kern et al., 2001).
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Figure. 21 Controle de la transcription des osteoblastes.

Dtaprés (Harada et Rodan, 2003).
Abréviations: STATI, signal transducers and activators of transcriptionl; Runx2, runtrelated
transcription factor 2; Coll/ 1I/X, type I/Il/X collagene; Ihh, Indian hedgehog; BSP, bone

sialoproteine; OC, osteocalcine.

I1.8.2.6. Runx2 dans I’ostéogenése et 1a chondrogenése

Runx2 (appelé aussi Cbfal) (Fig.21), est le plus spécifique des marqueurs moléculaires de la
lignée des ostéoblastes. Son expression est a la fois nécessaire et suffisante pour induire
I‘ostéogenese et il régule I'expression des geénes de la plupart des caractéristiques
phénotypiques des ostéocytes. Plusieurs études indiquent le role essentiel de Runx2 dans la
formation de 1'os et dans I'ostéoblastogenese. Komori ef al. et Otto et al. ont constaté que les
souris de Runx2-null n'ont pas d‘os, ni d‘ostéoblastes (Komori T et al., 1997; Otto F et al.,
1997). Mundlos et al. identifient que Runx2 est un gene responsable de la dysplasie
cleidocranial (CCD) (Mundlos S et al., 1997). D'ailleurs, Ducy et al. ont prouvé que Runx2 se
lie a I'ADN-liant ¢élément d‘ostéoblaste-spécifique dans la région du promoteur du gene de
I‘ostéocalcin et régle ainsi la transcription de I‘ostéocalcine, de l'ostéopondine, et des
sialoprotéines de 1°‘os (Ducy P et al., 1997).

De nombreuses études démontrent que Runx2 et Runx3 sont essentiels pour la différenciation
chondrocytaire a 1'étape hypertrophique (Enomoto H et al., 2000 ; Yoshida CA et al., 2002 ;
Ueta C et al., 2001 ; Yoshida CA et al., 2004).
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En outre, il semble que Runx2 et Runx3 reglent la chondrogenése par Thh, car il n‘y a pas
expression de Thh chez les souris de double-coupe de Runx2 et Runx3 (Yoshida CA et al.,
2004).

De plus, Smadl et Smad5 peuvent interagir avec Runx2 et améliorer son activité
transcriptionnelle et ostéoblastique (Hanai J ef al., 1999 ; Zhang YW et al, 2000 ; Nishimura
R et al, 2002) ; C/EBPP et C/EBPS s‘associent avec Runx2, puis améliorent 1‘activité du
promoteur de 1‘ostéocalcine (Gutierrez S et al., 2002). Par ailleurs, C/EBPB promeut la
différentiation ostéoblastique en s‘associant avec Runx2 (Hata K et al., 2002), bien que la
famille de C/EBP joue un essentiel role dans la différentiation des CSMs en adipocytes ;
ATF4, un facteur transcriptionnel de la famille de CREB (cAMP-responsive element-binding
protein), régle le promoteur du gene d‘ostéocalcine en collaboration avec Runx2 (Bialek P et

al., 2004).

I1.8. 3. Les chondrocytes

Le cartilage hyalin contient un seul type cellulaire : les chondrocytes. Il s‘agit de cellules
arrondies de 30 a 40 um de diametre isolées les unes des autres par la matrice extracellulaire.
Ils occupent en moyenne 10% du volume total du cartilage. Les chondrocytes ont un noyau
central. Ils ne migrent pas et ne se divisent pas ou peu dans le cartilage articulaire. Ils
fonctionnent principalement en anaérobie, excepté les chondrocytes de la couche superficielle
qui peuvent bénéficier de la diffusion de 1‘oxygene par le liquide synovial. La couche
superficielle est la plus riche en chondrocytes. Les chondrocytes maintiennent un équilibre
entre synthése et dégradation des protéines structurales de la matrice extracellulaire (Poole ;

1992).

I1.8. 3.1. La différenciation chondrocytaire et ses marqueurs au cours de ’ossification
endochondrale

Cette différenciation se caractérise par la formation d‘une matrice contenant différents types
de collagenes tels que les collagenes de type II, IX et XI mais aussi des agrécannes. Le facteur
de transcription Sox9 est un des premiers facteurs permettant aux cellules de commencer
1‘étape de condensation (Fig. 22). Dans la phase de différenciation, le facteur de transcription
Sox9 permet 1‘expression du collagéne de type Ila (Col2al) mais aussi l‘expression d‘autres

protéines matricielles du cartilage tels que Colla2 (Eames BF et al., 2003).
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Deux autres membres de la famille des facteurs transcriptionnels Sox (L-Sox5 et Sox6) co-
exprimés avec Sox9 dans cette étape sont indispensables pour permettre la différenciation des
chondro-progéniteurs en chondrocytes (Lefebvre V et al., 1998). En effet, la présence de Sox5
et Sox6 permet 1‘expression des collageénes de type II, IX, des agrécannes et des protéines de
liaison (Smits P ef al, 2001). Un autre facteur de transcription, le Runx2, intervient dans la
phase de différenciation chondrocytaire. Comme le montre la figure 22, ce facteur est
¢galement présent dans les autres étapes telles que la condensation et 1°‘ossification (Ducy P et

al., 1997).
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Figure. 22 Représentation schématique de 1‘expression des facteurs transcriptionnels lors des
différentes étapes de la chondrogenese et de 1'ossification endochondrale.
Des facteurs de transcription sont soit des inhibiteurs (-1-) soit des activateurs (1) des

différentes étapes. (D aprés Goldring MB et al., 2006).

I1.8. 3.2. L’hypertrophie des chondrocytes
Dans cette étape, les chondrocytes différenciés deviennent des chondrocytes hypertrophiques
et commencent a exprimer leur seul marqueur spécifique a savoir le collagéne de type X (St-

Jacques B et al., 1999).

La transcription du collagéne de type X est régulée par le facteur de transcription Runx2 dont
I‘expression est augmentée dans 1‘étape d‘hypertrophie de la chondrogenése (Shen G et al.,

2005).
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L*apparition de ce type de collagéne indique le stade terminal de la chondrogenese et le début
de 1‘ostéogenese ou le collagéne de type X facilite le dépdt de la matrice osseuse et la
calcification (Enomoto H et al., 2002). La chondrogenese et l‘ostéogenese sont donc

étroitement coordonnées par 1‘étape d‘hypertrophie de chondrocytes.

I1.8. 3.3. Les marqueurs de la différenciation chondrocytaire

Les collagenes de types I1, IX et I’aggrécane sont caractéristiques de la réparation par
ossification endochondrale. Le collagéne de type I s‘exprime des le Séme jour de réparation,
au niveau des centres d‘ossification primaire en bordure des fragments d‘une fracture non
stabilisée, et au sein des 1ésions se réparant par ossification intramembranaire. Dans
1‘ossification endochondrale, mise en place dans les fractures non-stabilisées, la composition
du cal cartilagineux joue un rdle dans le controle du remodelage du cartilage. Ainsi, l‘absence
de collagene IX, dans un mode¢le de réparation chez la souris, induit une persistance du
cartilage au niveau du site de fracture et un retard de remodelage en os primaire (Opolka et
al., 2007).

Le marqueur de la condensation des chondrocytes est le facteur de transcription Sox9. Sox9
appartient a la famille des « high-mobility group box » (HMGB). Il est exprimé dans les
précurseurs des chondrocytes et dans les chondrocytes en prolifération (Fig. 22), (Wuelling et
Vortkamp, 2010). Sox9 co-activé par Sox 5 et 6, est essentiel pour la condensation
mésenchymateuse et par conséquent pour la formation du cartilage (Hojo et al., 2010). Dans
des cellules en culture, Sox9 stimule la transcription de geénes de la matrice du cartilage,

incluant Col2al, Colla?2 et aggrécane (Kronenberg, 2003).

I1.8. 3.1. Collagéne de type 1

Pour l'0s, les critéres d'évaluation nécessaires des réseaux de génes régulateurs sont les
genes spécifiques exprimés par les ostéoblastes pour fabriquer du tissu différencié. 1l est utile
de comparer 1‘os avec les tissus liés au cartilage. Le composant protéique le plus abondant

dans 1°os est le collagene fibrillaire de type I (Fischer et Odendaal, 2012).

Parmi les protéines collagéniques La molécule de collagéne de type I dit fibrillaire, est
prépondérante dans la MEC osseuse. Elle est constituée d‘une triple hélice correspondant a un

enchevétrement de deux chaines identiques al et d‘une chaine o2.
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Les molécules s‘alignent ensuite dans la matrice extracellulaire pour constituer les fibres de
collagene créant des « vides », servant de sites de nucléation des premiers cristaux
d'hydroxyapatite.

Le collagéne de type I est synthétisé par quelques types de cellules comprenant des
fibroblastes, des ostéoblastes, des odontoblastes, des cellules musculaires lisses et des cellules
mésenchymateuses (Hasegawa et al., 2000) et (Rossert et al., 2003). Cest un hétérotrimere
compos¢ de deux chaines al et a2 formant une triple hélice caractéristique. Il y a donc deux
genes codant pour le collagéne de type I qui se nomment :

- Collal, l'allele al est situé sur le chromosome 17 (17q21.33) et a deux
variations de transcription codant pour la chaine pro-alpha-1 de type I collagene.

- Colla2, 1‘allele a2 codant pour la chaine pro-alpha 2 est situé sur le
locus 7q22.1 et dispose de trois variations de transcription, résultant de 1'utilisation
des signaux de polyadénylation alternatifs (Csomor et al., 2001).

Lexpression de Collal est 3 a 4 fois plus élevée dans les ostéoblastes arthrosiques
que dans les ostéoblastes sains, alors que 1‘expression de Col/la2 ne change pas (Couchourel
et al., 2009).

Trés peu d‘informations sont connues sur la régulation de 1°‘expression de ce géne dans
les ostéoblastes (Rossert et al., 2003). Il joue un role essentiel dans la minéralisation et est trés
utilisé pour des applications sur 1‘ingénierie des tissus osseux (Mathews ef al., 2012).

Le Collageéne de type I est une structure protéique hautement conservée, formant des
fibres qui jouent un role fondamental dans 1‘intégrité de divers tissus conjonctifs tels que 1°os,
la cornée, le derme et le tendon (Csomor et al., 2001). Les changements dans la synthése de
collagene de type I ne se produisent pas seulement pendant le développement embryonnaire
dans des tissus spécifiques, mais aussi dans des conditions pathologiques comme, par
exemple, au cours de la cicatrisation de plaies ou chez les patients atteints de fibrose

pulmonaire. (Hasegawa et al., 2000).

I1.8. 3.2. Collagéne de type X

Le collageéne de type X (Fig. 21) est synthétisé dans les tissus cartilagineux de la
plaque de croissance et de la région calcifiante du sternum et semble étre le seul dans le

processus d'ossification endochondrale (Grant ef al., 1987).
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Il est synthétisé par les chondrocytes en phase terminale de différenciation, c'est-a-
dire les chondrocytes hypertrophiques.

Les collagénes a chaine courte ont une chaine polypeptidique qui constitue la moitié
de la longueur des collagenes fibrillaires et ont une organisation des geénes distincte codant
pour presque toute la protéine. Le collagéne de type X en fait partie, c‘est un homotrimere
comprenant trois chaines al(X), il est composé dun geéne, Coll0al, qui code pour une chaine
al du collageéne de type X (Apte et al., 1992).

La fonction biologique du collagéne de type X permet de faciliter le processus de
calcification, éventuellement par le biais des changements d‘organisation matricielle (Shen,
2005). L‘augmentation de la production de collagéne de type X semble étre un important
prérequis pour la formation des centres d‘ossification. Le collagéne de type X pourrait aussi

avoir un role dans [‘initiation de la minéralisation de la matrice.

II. 9. Composition du tissu osseux en lipides

Le tissu osseux est constitu¢ d'eau (environ 1/4 du poids de I'os), de matiéres organiques
(environ 1/3 du poids de 1'os, dont la majeure partie est représentée par une protéine, I'oss€ine)
et de sels minéraux inorganiques (le calcium, le phosphore, et le magnésium prédominent,
bien que l'on trouve également du fer, du sodium, du potassium, du chlore, et du fluor en
petites quantités). La plupart des os (a I'exception de ceux du crane) apparaissent d'abord sous
la forme d'une ébauche cartilagineuse qui s'ossifie ensuite au fur et a mesure de la croissance

du nouveau-né.

Les contrdles porteraient sur deux catégories de matieres premieres (les « os lourds » et les «
os légers ») dont le taux de lipides est compris entre 2,5 et 4 % du poids sec. Les lipides du
tissu osseux sont plus riches en phospholipides que ceux de la moelle osseuse correspondante.
L'examen des compositions en acides gras montre que les pourcentages d'acides gras saturés
sont plus faibles dans la moelle épinicre (34,3 %) que dans les moelles osseuses (49 a 60 %
selon l'origine).

Les différences les plus remarquables entre moelle épiniére et moelles osseuses concernent
d'une part les acides gras saturés et mono-insaturés a chaines trés longues (AGTLC), d'autre
part les diméthylacétals (DMA).

Les AGTLC constituent 26,7 % des acides gras de la moelle épiniére ; il s'agit des acides 20:1
(9,3 %), 24:0 (3,6 %) et 24:1 n-9 (8,4 %) ; on trouve également les acides 20:0, 22:0, 22:1 et
23:0.
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Ces acides gras sont caractéristiques de la sphingomyéline et des cérébrosides, lipides polaires
du tissu nerveux. Comme attendu, la moelle osseuse, dépourvue de cette catégorie de lipides,
contient peu d'AGTLC (0,3 et 0,7 % respectivement pour la moelle des os longs et plats de
beeuf'; 1,83 % pour la moelle des os longs de porc). On remarque que le tissu osseux, quelle

que soit son origine, contient trés peu d'AGTLC (de 0,3 a 0,5 %) (Combe ef al., 2002).

II. 10. Lipides et tissus osseux

la littérature a largement liée 1‘apport lipidique et le statut inflammatoire, un protagoniste clé
impliqué dans la résorption osseuse (Ono et al., 2005; Tsutsumi et al., 2009). En effet,
lI‘inflammation favorise la dégradation osseuse en stimulant 1‘activité des ostéoclastes, tout en
inhibant la formation osseuse ostéoblastique entrainant un déséquilibre du remodelage osseux
et une perte osseuse.

A ce sujet, les lipides présentent une dualité d‘action, avec tantot des effets pro- et tantot des
effets anti-inflammatoires en fonction de leurs structures et de leur métabolisme (Lancuville
et al., 1995; Raisz et al., 1989). Dans ce contexte, un nombre croissant de publications a
permis de mettre en évidence que les acides gras de la famille des ®-6 étaient associés a une
perte osseuse accrue, tandis que les ®-3 sont pressentis pour protéger le capital osseux
(Corwin, 2003; Ono et al., 2005; Calder, 2006 ; Tsutsumi et al., 2009). Néanmoins, ce débat

reste controversé et les mécanismes d‘action sont mal connus.

II1. Les lipides

Dans ce travail, Cette partie, non exhaustive, rappelle quelques généralités sur les structures
moléculaires des principaux lipides qui ont été étudiés lors de cette thése. Les connaissances
sur le métabolisme et les fonctions principales de ces lipides seront aussi évoquées, en

mentionnant ce qui est connu chez les mollusques bivalves lorsque les données existent.

II1.1 Définition

Aucune définition précise du terme lipide n‘existe étant donné la variété des substances qu‘il
regroupe. Dans son sens le plus large, il désigne 1‘ensemble des molécules telles que les
huiles, les graisses et les cires, qui partagent les propriétés suivantes :

[J Originaires d’animaux ou de plantes vivants ou fossilisés.

[J Insolubles ou immiscibles dans I’eau, mais solubles dans des solvants organiques

comme le chloroforme, 1°éther diéthylique, le benzéne ou 1‘acétone.
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[ Formées principalement de longues chaines hydrocarbonées, mais pouvant aussi contenir
de 1‘oxygene, du phosphore, du soufre ou de 1‘azote.

Cette définition inclut une gamme de molécules trés diverses, comme les acides gras et leurs
dérivés, les caroténoides, les terpenes, les stéroides et les acides biliaires, qui n‘ont que tres
peu de points communs au niveau structural ou fonctionnel. Une définition plus cohérente du
point de vue biologique et fonctionnel a alors été proposée : « les lipides sont les acides gras,
leurs dérivés, et les substances qui leur sont reli¢es, du point de vue de la biosyntheése ou du
role fonctionnel ».

Les lipides ou «corps gras» sont insolubles dans 1‘eau et solubles dans divers solvants
organiques (Alcool, éther, benzéne, chloroforme, etc.). Contenant une forte proportion de
groupement non polaires hydrophobes et des groupements polaires hydrophiles (COOHR), ils
ont la propriété, par leurs constituants bipolaires, de s‘orienter au contact de 1‘eau. Ce sont des
constituants importants de la cellule dont la dégradation libére une grande quantité¢ d‘énergie.
Ils constituent en outre 1°élément architectural de toutes les membranes cellulaires (Fain-
Maurel, 1994).

Les lipides ont des roles biologiques essentiels : ce sont, par excellence, des molécules
biologiques multifonctionnelles. Les lipides peuvent intervenir aussi bien comme éléments
structuraux dans les membranes cellulaires (phospholipides et stérols), que comme
connecteurs permettant 1‘insertion membranaire de certaines protéines ou comme métabolites
particulierement riches en énergie lorsqu‘il s‘agit des acides gras, par exemple.

Ils sont aussi des précurseurs d‘un grand nombre de messagers intra- et extracellulaires

(eicosanoides, diacyglycérol, phosphoinositides, stéroides, céramides, ...).

II1.2 les lipides membranaires contre les Lipides de reserve

En fonction de leur affinité pour certains solvants en chromatographie liquide, les lipides
peuvent étre subdivisés en deux grandes classes : les lipides neutres et les lipides polaires
(Figure 19). Cette subdivision, bien qu‘assez imprécise, est trés largement utilisée dans la
littérature, dans la mesure ou elle se retrouve lors des séparations méthodologiques (bien qu‘il
y ait & ce sujet une certaine confusion entre la polarité des composés eux-mémes et celle des

solvants utilisés pour leur séparation).

Il a aussi été proposé d‘utiliser, a la place des termes lipides neutres et polaires, les termes
lipides simples et lipides complexes (les premiers générant, par hydrolyse, au plus deux

constituants primaires par mole, les seconds trois (ou plus) constituants primaires par mole),

63




Revue Bibliographique

ou bien les termes lipides de réserve et lipides membranaires. A 1‘exception des stérols, qui
sont considérés comme des lipides simples neutres, mais localisés dans les membranes

cellulaires, on observe une trés bonne adéquation entre les différentes terminologies (Fig. 23).

Dans la présente these, les lipides ont été différenciés en lipides de réserves et lipides

polaires ou membranaires. En effet, ces termes ont semblé étre les plus adéquats, puisqu‘ils
reflétent une réalité fonctionnelle. Les triglycérides peuvent étre considérés comme les
représentants essentiels des lipides de réserve, mais on peut également y trouver des
diglycérides, des monoglycérides, des esters de stérols ou d‘alcools gras (cires), des alcools
gras et des acides gras libres. Parmi les lipides membranaires, on trouve des sphingolipides,

des glycolipides, des phospholipides et des stérols.

LIPIDES DE RESERVE LIPIDES MEMBRANAIRES

Triglycérides Glycerophospholipides

Diglycérides Sphingolipides

Monoglycerides Glycolipides

Esters de stéerols

Acides gras libres I
Alcoolsgras

Cires (esters d’alcools gras) Stérols

Lipides simples et neutres Lipides complexes et polaires

Figure 23. Répartition des principaux types de lipides en deux sous-catégories : les lipides
de réserve, composés de lipides simples et neutres, et les lipides membranaires,

majoritairement composés de lipides complexes et polaires.
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I11.3 lipides membranaires et membranes cellulaires

Les lipides membranaires sont caractérisés par leur caractére amphiphile. En effet, ils
possedent une téte polaire, relativement importante et qui présente un caractére hydrophile,
reliée a des chaines aliphatiques hydrophobes. De part leur nature amphiphile, ces molécules
ont tendance a s‘agréger spontanément, de facon a mettre leurs tétes polaires en contact avec
lI‘eau et en isoler leurs chaines hydrophobes. Cela provoque la formation de micelles ou de «
bicouches lipidiques » (Fig. 24). Les lipides membranaires, organisés en bicouches lipidiques,
représentent les constituants majoritaires, 1‘ossature, des membranes cellulaires dans

lesquelles sont insérées des protéines (Fig. 25).
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Bicouche ou feuillet

Figure 24. Différents modes d‘arrangement spontané¢ de molécules lipidiques amphiphiles

en environnement aqueux : liposome, micelle et bicouche ou feuillet (Cullis et al., 1963).
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Milieu extracellulaire Phospholipide
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Figure 25: Eléments structuraux d‘une membrane cellulaire (Yann, 2004).

II1.4 Structure des lipides membranaires

Différents types de lipides membranaires existent : les glycérophospholipides, les
sphingolipides, les glycolipides et les stérols. Les glycolipides, qui sont généralement des
composants minoritaires chez les bivalves marins, ne seront pas abordés ici ainsi que les
lipides de réserves. Les glycérophospholipides ainsi que les représentants majoritaires des
sphingolipides dans les membranes cellulaires animales, les sphingophospolipides, sont
constitués d‘acides gras reliés a une téte polaire formée par un groupement phosphate et sont

regroupés sous le terme commun de phospholipides.

II1.4.1 Acides gras

Les acides gras sont des constituants de la plupart des catégories lipidiques. Ce sont des
acides organiques a longue chaine (4 a 24 atomes de carbone) possédant une seule fonction
carboxylique et une queue hydroxylée, non polaire et qui donne aux lipides leur insolubilité

par la formule suivante:

CH3-CH2-CH2 CH2-CH2-COOH

Les acides gras sont généralement constitués par une chaine hydrocarbonée linéaire,
possédant un groupement carboxyle (-COOH). Ils se distinguent par la longueur de leur

chaine et par le nombre et la position des insaturations présentes.
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Dans ce travail, ils sontidentifiés par la formule C:Xn-Y ou C est le nombre de carbones, X le
nombre de doubles liaisons et Y la position de la premicre double liaison comptée a partir du
méthyle terminal.

Les doubles liaisons sont supposées €tre de configuration cis et se succéder, en alternance
avec un groupement méthyle CH2. En fonction du nombre d‘insaturations qu‘ils comportent,
les acides gras peuvent étre classés en trois catégories (Fig. 26): Les acides gras peuvent étre
saturés ne comportant pas de doubles liaisons, ou instaurés soient monoinsaturés avec une

seule double liaison soient polyinsaturés avec plusieurs doubles liaisons

Un acide gras est une molécule formée d'une chaine de carbones liés a des hydrogenes (c'est
ce qu'on appelle un hydrocarbure en chimie organique) terminée par un groupement acide :
COOH (rappelant que les chimistes commencent a compter les carbonnes a partir du
groupement acide COOH par contre les biochimistes les comptent suivant l‘écriture

frangaise).

Ainsi, I‘acide arachidonique CH3-(CH2)3-(CH=CH-CH2)4-(CH2)3-COOH s‘écrit 20:4A 5, 8,

11, 14 ; 20 :4 n-6 ou 20 :4wb6 et fait référence a 1‘arachide. Cette démonstration montre bien le
manque de précision de la nomenclature en « w » du fait du manque d‘informations
concernant les autres doubles liaisons. Cependant, la nomenclature en « n » sera utilisée pour

la suite de cette thése.

Dans les aliments d'origine végétale, la chalne carbonée comporte rarement plus de 18 atomes
de carbone. Dans les aliments d'origine animale et dans notre organisme, la chaine carbonée
peut atteindre plus de 30 atomes de carbone : cet « allongement » est possible grace a des

métabolismes complexes au sein de nos cellules.

Acides gras saturés (AGS) Ce sont les acides gras dont la longue chaine d‘hydrocarbures est
totalement saturée, c‘est-adire ne contient que des liaisons simples, comme le 16:0 Acides
gras monoinsaturés (AGMI) Ils sont caractérisés par la présence dans leur formule chimique
d‘une seule double liaison, comme le 18:1n-9 Acides gras polyinsaturés (AGPI) (contenant
plusieurs doubles-liaisons).Ils sont caractérisés par la présence dans leur formule chimique de
plusieurs doubles liaisons: Les oméga-3 et les oméga-6 appartiennent a la famille des acides
gras et se caractérisent par la présence d'une double liaison sur le carbone n-3 ou sur le

carbone n-6, respectivement.
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ce sont les acides gras polyinsaturés (w3) (ou n-3), (w6) (ou n-6), (w7) (ou n-7) ou (w9) (ou
n-9) ou les chiffres 3, 6,7 et 9 indiquent la position de la double liaison la plus proche du
carbone méthylique, comme le 20:4n-6.

Chez les bivalves, d‘autres acides gras, dits particuliers, existent. Il s‘agit des acides gras dits
« non-methylene-interrupted » (NMI) et des acides gras branchés. Les premiers se distinguent
par la présence de plus d‘un groupement méthyle entre chaque double liaison (Fig. 27). Les
seconds sont caractérisés par le branchement d‘un groupement méthyle sur un carbone de la

chaine : en position iso ou anteiso (Fig. 28).

Les acides gras saturés sont synthétisés a partir de 1‘acétyl-CoA et servent de
précurseurs aux acides gras monoinsaturés des familles (n-7) et (n-9) tels que 1‘acide
palmitoléique C16:1(n-7) et 1°acide ol¢ique C18:1(n-9). Ces derniers jouent ¢galement le role
de précurseurs des autres acides gras polyinsaturés des séries (n-7) et (n-9).

Dans 1‘organisme, ce passage des acides gras saturés aux monoinsaturés se fait sous
l‘action d‘une enzyme la A9 désaturase.

Les animaux sont capables de synthétiser intégralement les acides gras des séries (n-9)
et (n-7) mais sont incapables de synthétiser les acides gras séries (n-6) et (n-3), en 1‘absence
des désaturases correspondantes. Les précurseurs des acides gras polyinsaturés des séries (n-
6) et (n-3) doivent donc étre apportés par 1‘alimentation. Ainsi, les acides linoléiques et
linoléniques sont des acides gras essentiels, car 1‘organisme tant animal qu‘humain, ne peut
pas les synthétiser.

Les propriétés physiques et chimiques des acides gras changent selon la longueur, le nombre
et la disposition des doubles liaisons. Le point de fusion augmente avec la longueur de la
chaine et diminue avec le nombre de doubles liaisons. Ces deux parameétres sont encore

considérés comme pouvant étre déterminants pour la fluidité des membranes biologiques.
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Figure 26. Structure et nomenclature des acides gras. A : Représentation plane. B :

Représentation « 3D ».
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Figure 27. Structure des acides gras NMI chez les mollusques bivalves. Les chiffres entre

parentheses indiquent la position de chacune des doubles liaisons, comptée a partir

de la fonction acide.
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Figure 28. Structure des acides gras branchés de forme « iso » et « anteiso »

I11.4.2 Classes de phospholipides

L‘ensemble des acides gras décrits ci-dessus interviennent rarement sous forme libre et sont
en fait constitutifs de molécules plus importantes dans lesquelles ils jouent le réle de partie
hydrophobe. Dans le cas des phospholipides, un ou plusieurs acides gras sont liés :

[J[]dans le cas des glycérophospholipides : par I’intermédiaire d“une liaison ester a un alcool,
le glycérol (il existe également des cas ou la liaison est une liaison éther ou vinyl-éther)
[J[0dans le cas des sphingophospholipides : par 1‘intermédiaire d‘une liaison, amide a une
base azotée a longue chaine (amine aliphatique ayant deux ou trois groupements hydroxyles),
principalement la sphingosine.

Ces composés sont ensuite reliés a une téte polaire, composée d‘un groupement phosphate
(acide phosphorique) li¢ ou non a d‘autres structure chimiques variées. Ces phospholipides
membranaires se distribuent ainsi en plusieurs classes, a chaque téte polaire correspondant
une classe de phospholipides. Les principales classes de glycérophospholipides et de

sphingolipides sont représentées dans la figure 29.
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Figure 29. Structure des principaux phospholipides
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I11.4.3 Sous-classes de glycérophospholipides

Les glycérophospholipides sont le plus souvent des diacylglycérophospholipides : c‘est a dire
que chimiquement, deux acides gras sont liés en position sn-1 et sn-2 du glycérol par une
fonction ester (Fig. 30). Le symbole sn (pour stereospecific numbering) désigne par
convention les carbones du glycérol, numérotés 1, 2, 3 de haut en bas sur une projection de
Fischer ou le second hydroxyle est placé a gauche. Cette forme « diacyl » est la plus courante
chez les mammiferes. Cependant, certains phospholipides contiennent une liaison éther a la
place d‘une liaison ester en sn-1. Il existe 2 types de liaison éther de la chaine aliphatique :
celle avec un groupe alkyl est appelée alkyl-éther et regroupe la famille des
alkylacylglycerophospholipides (forme « alkyl ») et celle avec un groupe alk-1- enyl est
appelée vinyl-éther. Les phospholipides avec une liaison vinyl-éther sont regroupés sous le
terme d‘alk-1-enylglycerophospholipides ou, plus généralement, de « plasmalogeénes ». Il
existe également des lysoacylglycérophospholipides, ne présentant qu‘une seule chaine

aliphatique : un acide gras estérifié en position sn-/ du glycérol (Fig. 30).
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II1.5 Compositions lipidiques membranaires

IIL.5.1 composition en classes de phospholipides

La composition relative moyenne des classes de phospholipides membranaires chez les
mammiferes est spécifique des organes et/ou des fractions subcellulaires. Les principales
classes de phospholipides, PC, PE, PI et PS observées chez les mammiferes sont retrouvées
chez les mollusques. Néanmoins, il existe des variations selon les espéces, au niveau de
I‘individu entier, et au niveau des organes différenciés (Vaskovsky, 1989; Kostetsky et
Velansky, 2009) (Tab. II). Les facteurs qui influencent la composition en phospholipides
peuvent étre endogenes (sexe, reproduction) ou exogenes (salinité, température, saison,
nutrition) (Vaskovsky, 1989).

Contrairement aux mammiféres et aux poissons, la sphingomyéline n‘existe pas chez les
bivalves a quelques exceptions pres (Sargent, 1989). Cependant, la présence d‘autres
sphingolipides, notamment de CAEP (céramide aminoéthylphosphonate) a ¢t¢ mise en
é¢vidence chez beaucoup d‘especes d‘invertébrés (Joseph, 1982; Vaskovsky, 1989). La
structure du CAEP differe de celle de la sphingomyéline par la nature sa téte polaire
(¢thanolamine au lieu de sérine), et la nature de la liaison avec 1‘acide gras (O-P-C au lieu de
O-P-0).

Ce phosphonolipide a ét¢ mis en évidence pour la premiére fois chez les bivalves par
Matsubara (Matsubara et Hayashi, 1973) dans la chair de C. gigas. Selon la littérature, les
proportions de CAEP retrouvées chez les invertébrés varient de 6 % du total des
phospholipides chez 1‘ormeau Haliotis midae (De Koning, 1966) a 20,2 % dans les
érythrocytes de Scarpharca broughtoni (Chelomin et Zhukova, 1981). Récemment, une étude
a mis en évidence des variations importantes de teneur en CAEP en fonction des espéces et
des tissus étudiés, les plus fortes étant observées dans les branchies et les muscles de la moule
Crenomytilus grayanus (16.8% dans les deux organes) (Kostetsky et Velansky, 2009). On
suppose que ce phosphonosphingolipide remplace la sphingomyéline chez les invertébrés,

méme si certains mollusques semblent posséder les deux (Vaskovsky, 1989).
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Table II. Composition relative des phospholipides de mollusques (%). Extrait de
Vaskovsky (1989).

Especesde molllusgues PC PE PS Pl SM PG+ PA  CAEP Autres
CL

Haliatis midae 41 32 5 5 1 10 B

Neptunea constricta 358 316 B8 3,7 - i5 + 11,3 i3

Mytilus platensis 408 1338 6.3 B3 11,8 9.2

Modiolus difficilis 24,6 27,5 8,5 53 2.4 15,8 133

Callista brevisiphonata 312 341 119 5,3 1,7 + 12,2 19

Mesodesma mactroides 15 117 112 5,5 5,6 115

Octopus vulgaris 42 30 5 4 : 3 13 13

Octopus sp. 354 335 6,0 8.3 1,2 - 6,8 3,2

PC : glycérophosphatidylcholine, PE : glycérophosphatidyléthanolamine, PS :
glycérophosphatidylsérine, PI : glycérophosphatidylinositol, SM : sphingomy¢line, PG:
phosphatidylglycérol, CL : cardiolipide, PA : acide phosphatidique, CAEP : céramide

aminoéthylphosphonate.

II1.5.2 Composition en sous-classes de glycerophospholipides

Chez les mammifeéres, les formes 1-alkyl se rencontrent généralement dans la PC et les formes
I-alkényl dans la PE (Paltauf, 1983b). Ces éther-phospholipides sont présents en quantité
relativement abondante dans certains tissus. Chez 1'humain, la plus forte proportion de la
forme plasmalogene au sein de la PE (76%) a été reportée dans la membrane plasmique de
cellules immunitaires (MacDonald et Sprecher, 1989). La forme éthanolamine plasmalogene
est aussi importante dans les cellules de tissus cruciaux tels que les érythrocytes, les
plaquettes ou le cerveau, ou elle représente 40 a 60 % de la PE (Scherrer et Gross, 1989;
Nagan et Zoeller, 2001). Au niveau subcellulaire, les plasmalogenes seraient plutot concentrés
dans la membrane plasmique, mais ils ont aussi ét¢é mis en évidence dans le réticulum
endoplasmique, dans les membranes externe et interne des mitochondries et dans la
membrane du noyau (Daum, 1985; Wolff et al., 1987).

Si on considére 1‘ensemble des phospholipides d“un individu, les mollusques se caractérisent
par des proportions de plasmalogenes trés importantes, souvent supérieures a celles
rencontrées dans les érythrocytes ou le cerveau des mammiferes (Dembitsky, 1979; Joseph,

1982; Chapelle, 1987; Sargent, 1989; Vaskovsky, 1989; Kraffe et al., 2004; Hanu$ et al,
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2009). Ces plasmalogeénes sont trouvés majoritairement dans la PE et dans une moindre
mesure dans la PC. Ils sont également importants dans la PS chez les mollusques, qui sont les
seuls organismes a en contenir (Vaskovsky, 1989). Du point de vue cellulaire, de fortes
proportions de formes plasmalogeénes dans ces classes de phospholipides ont été trouvées dans
les membranes d‘érythrocytes de Scapharca broughtoni (Chelomin et Zhukova, 1981) et dans
les branchies de bivalves (Chapelle, 1987; Kraffe et al., 2004).

A notre connaissance, seulement deux ¢études ont analysé l‘existence des
alkylacylglycerophospholipides dans les différentes classes de phospholipides de bivalves.
Chez C. gigas, la sous-classe des alkylacylglycerophospholipides a été¢ seulement observée
dans la PC et la PE (Koizumi et al., 1990). Au contraire, 1°‘¢tude de huit especes de bivalves a
permis a Hanus ef al. (2009) de [‘observer également dans la PS, ou elle compterait pour 20%
de cette classe. Les proportions observées de cette sous-classe étaient de 10% et 30% au sein
de la PC et de 7% et 10% au sein de la PE, respectivement pour les études de Koizumi et al.

(1990) et de Hanus et al. (2009).

II1.6 Biosynthese des lipides membranaires

I11.6 .1 Biosynthese des acides gras

La synthése des acides gras commence par la carboxylation de 1‘acétyl Co-enzyme A en
malonyl CoA catalysée par I‘acétyl CoA carboxylase (ACC). Une molécule d‘acide
palmitique (C16:0) est formée par condensation d‘une molécule d‘acétyl CoA et de 7
molécules de malonyl. Ce processus est catalysé par un complexe multi-enzymatique : 1‘acide

gras synthétase (fatty acid synthetase, FAS) (Fig. 31).

L‘acide palmitique (C16:0) est le précurseur des autres acides gras par élongation et
désaturation. L‘élongation se fait par ajout d‘une paire de carbones a partir de la fonction
carboxyle et les enzymes correspondantes sont localisées dans les mitochondries. Les
désaturations s‘effectuent dans le réticulum endoplasmique.

La premicre double liaison est mise en place entre le 9éme et le 10éme atome de carbone
(action d‘une A9 désaturase). Le 18:1n-9 et le 16:1n-7 peuvent étre ainsi obtenus a partir du
18:0 et du 16:0 (Fig. 31). Seuls les végétaux possédent les enzymes A12 et A15 désaturases
permettant la synthése du 18:2n-6 et du 18:3n-3.
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Figure 31. Biosynthése de 1‘acide palmitique 16:0 (Maier et al., 2006).

II1.6 .2 Biosynthese des acides gras chez les bivalves

Compte tenu de leur équipement enzymatique, les plantes supérieures ne biosynthétisent
majoritairement que jusqu‘au 18:2n-6 et 18:3n-3 (Fig. 32). Les animaux terrestres peuvent
désaturer et élonguer ces précurseurs essentiels, points de départ des séries d‘acides gras en n-
6 et n-3, constituants majeurs des membranes ou précurseurs de substances régulatrices des
fonctions cellulaires. En ce qui concerne la série en n-9, synthétisée a partir du 18:1n-9, celle-

ci est considérée généralement comme une voie de compensation qui n‘est visible qu‘en cas

de forte carence alimentaire (Tocher et al., 1995).
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A la différence des végétaux supérieurs, les microalgues marines, nourriture de base des
animaux filtreurs que sont les bivalves, fabriquent les acides gras 18:2n-6 et 18:3n-3, mais
aussi 1‘ensemble des acides gras a longues chaines des séries n-6 et n-3, ces derniers étant
généralement prépondérants. En revanche, la majorité des espéces animales marines ne sont
pas ou peu capables de bioconvertir le 18:2n-6 et le 18:3n-3 alimentaires qu‘il s‘agisse des
poissons (Owen et al., 1975; Tocher et al., 1989), des crustacés (Kanazawa et al., 1979) ou
des mollusques (De Moreno, 1980; Waldock et Holland, 1984).

De ce fait, les AGPI 20:4n-6, 20:5n-3 et 22:6n-3 sont considérés comme des acides gras
essentiels pour la survie, la croissance et la reproduction des espeéces marines (Trider et

Castell, 1980; Uki et al., 1986).

@ J_ Biosynthése des acides gras polyinsaturés
16:0
Phytoplancton=1+2+3
+2c Végétaux supérieurs=1+ 2
Vertébrés, poissons d'eau douce=1+3
Poissons, crustaceés et mollusques marins = 1
18:0
® -
lﬂg +2c 24:3 . 24:4
AB +2c AS +2c /EM?] -2c
18:1 (n-9) - 182 . a2 o v 223 22:4(n-9) _ |
(8] [6,5] [8,11] [5,8,11] [7,10,13] [4,7,10,13]
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| a12 e 204 ) WS
AB +2c A5 +2c (A47) -2c
18:2(n6) || — 183 __, 203 __, 20:4 _, 224 _ . 22:5(n6)
[3,12] [6,9,12] [8,11,14) [5,8,11,14] [7,10,13,16] [4,7,10,13,18]
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[9,12,15] [6,9,12,15] [8,11,14,17] [5,8,11,14,17] [7,10,13,16,19] [4,7,10,13,15,19]

Figure 32. Biosynthése des acides gras polyinsaturés. Les chiffres entre [] indiquent la
position de chacune des doubles liaisons comptée a partir de la fonction acide (Zhukova,

1991).
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II1.6 .3 Acides gras particuliers biosynthetyses chez les bivalves

Il existe cependant chez les mollusques des capacités a biosynthétiser certains AGPI
particuliers : les acides gras dits « non-methylene-interrupted » (NMI) (Zhukova, 1986;
1991). Ces AGPI sont obtenus a partir du 16:0 et du 18:0 apres plusieurs étapes d‘élongation
et deux étapes de désaturation en A9 puis en A5 (Fig. 33). Cependant, on peut souligner que
cette capacité de désaturation en A5 se limite a ces acides gras NMI puisque la biosynthése de
20:4n-6 et de 20:5n-3 n‘existe pas ou est considérée comme trés peu active chez ces
mollusques (De Moreno et al., 1976; Waldock et Holland, 1984). Un autre acide gras
particulier, le 22:4n-9transA13 est important chez les Pectinidés (Soudant et al, 1995;
Soudant et al., 1996; 1997; Marty et al., 1999). 1l serait biosynthétis¢ par 1‘animal mais les
intermédiaires de biosynthése ne sont pas encore tous connus (Kraffe, 2003; Kraffe et al.,
2006). Enfin, un AGMI particulier, le 20:1n-11 a été également suggéré comme pouvant &tre

biosynthétis¢ de novo a partir du 20:0, par 1‘action d‘une A9 désaturase (Kraffe et al., 2004)
(Fig.33).

NMIDs
A9 A5 s
1610 ——— 3 16:1(n-7) —p 18:1(n-7) — 20:1(n-7) ——— = 202 NMI — e 2222 NMI
l (A13) (AS, 13) (A7, 15)
AQ A5 i
18:0 » 18109 _ 5 2001(n-9) o Z02NMI o, 22:2NMI
l (A 11) (AS, 11) (A7, 13)
20:0 49 e 20:1{0-11) e e 7
a9
A5 .
——————————————————— > 20:2{n-6) [ —— 203 NMI — 22:3 NMI
(A1l 14) (AS5,11. 14) (A 7,13, 16)

Figure 33. Biosynthe¢se des AG NMI et du 20:1n-11 (Kraffe, 2003)

I11.6 .4. Biosynthése des phospholipides
I11.6 .4.1. Biosynthése des diacylglycerophospholipides

Le point de départ de cette biosynthése est le glycérol 3-phosphate formé essentiellement par
réduction du dihydroxyacétone phosphate et, & un moindre degré, par phosphorylation du

glycérol (Hatch et Choy, 2004) (Fig. 34).
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L‘acide phosphatidique (diacylglycérol 3-phosphate) est obtenu par deux acylations
successives catalysées par un glycérol phosphate acyl transférase. La chaine en position sn-1
est généralement saturée et celle en sn-2 insaturée. L‘acide phosphatidique est un
intermédiaire commun a la synthése des phosphoglycérides et des triglycérides. Dans la
synthése des triglycérides, 1‘acide phosphatidique est hydrolysé pour donner du
diacylglycérol, pouvant étre réacylé en triglycérides par une diacylglycéride acyl transférase.
La biosynthese de novo de la PI commence par la formation de CDP-diacylglycérol (cytidine
diphosphodiacylglycérol). Cette forme activée réagit avec 1‘inositol pour former la PI. La PC
et la PE peuvent étre synthétisés par une voie qui utilise la choline (alimentaire) et
1‘é¢thanolamine. La PS provient d‘une réaction directe entre la PE ou la PC et la sérine. La PE
peut étre reformé par décarboxylation de la PS. La PC peut étre également formée a partir de
la PE par transméthylation. Les mollusques bivalves peuvent utiliser la biosyntheése de novo,
mais ils ne seraient pas capables de décarboxyler la PS en PE (Shieh, 1968). Chez eux, la
synthése des glycérolipides se fait plutdt par le biais de transacylation a partir des lipides

alimentaires que par biosynthese de novo (Parker et Selivonchick, 1986).
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I1I. 7. Roles biologiques et thérapeutiques des acides gras

Les fonctions des acides gras semblent étre variées. A cet égard ils sont abondants au niveau
des phospholipides membranaires des différentes cellules dont ils conditionnent leur fluidité
(blond, 1993).

Une meilleure oxygénation des vaisseaux est assurée par une plus facile déformabilité
des hématies. En effet, la fluidit¢ des membranes biologiques est controlée par la structure des
lipides qui les composent, et plus particulierement par la nature et la quantité de leurs acides
gras poly-insaturés. Plus déformables, elles s‘insinuent mieux dans les microvaisseaux.

L‘acide docosahexaénoique C22:6 (n-3) (DHA) synthétis€ a partir de 1‘acide o—
linolénique est présent a des fortes concentrations dans la rétine, le cortex cérébral, le testicule
et le sperme. Le (DHA) est particulierement important dans le développement du cerveau et
de la rétine chez le nouveau-né. Il serait fourni par le placenta et le lait (Murray ef al., 1999).
En plus de leur rdle structural, les acides gras essentiels présentent un role biologique puisque
l‘acide arachidonique C20:4(n-6) est un précurseur des eicOsanoides comme les
prostaglandines, les thromboxanes, les leucotriénes et les lipoxines.

Les eicosanoides participent a de multiples fonctions de régulation et d‘interrelation
dans la cellule (Pascaud et Brouard, 1991). A 1‘heure actuelle des connaissances, les acides
gras poly-insaturés (®3) a longue chaine (EPA et DHA) présentent des effets préventifs sur
les maladies cardiovasculaires.

Apres l‘analyse des acides gras du sang humain, Simon (1995) a montré que la présence
des acides gras saturés est en corrélation positive avec le risque de maladie coronarienne,
tandis que la présence d‘acide gras de la série (w3) est en corrélation inverse. Toutefois,
‘effet majeur des huiles de poisson est d‘abaisser les triglycéroles du sang humain. Ce
résultat est d‘autant plus intéressant que les maladies artérielles peuvent méme étre
indépendantes du cholestérol, pour ne dépendre que des triglycéroles (en particulier chez les
femmes). L effet des huiles des poissons est alors de diminuer les triglycéroles liés aux VLDL
(Very Low density protein) et aux chylomicrons. Laction est particulierement nette chez les
hypertriglycéridémiques et les femmes sous oestroprogestatifs. Dans ce sens, il a été constaté
que I‘alimentation japonaise traditionnelle, qui apporte peu de graisses mais de fortes
quantités d‘hydrates de carbone complexes et de poisson, peut étre mise en relation avec le

peu d‘athérogenése chez les femmes d‘dge moyen (Okita, 1995).
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Les acides gras polyinsaturés essentiellement 1°'EPA (l‘acide eicosapentaénoique) et le
DHA (l‘acide docosahexaénoique) exercent des effets bénéfiques sur certaines formes de
cancer (Karmali, 1989 ; Horrocks et Yeo, 1999). Plusieurs auteurs ont montré, en effet, une
corrélation inverse entre la consommation de poissons et 1‘incidence de la mortalité par les
différents types de cancer : cancer de pharynx et du larynx (Notani et Jayant, 1987), de
1‘cesophage (Ziegler et al., 1981 ; Launoy et al.,1998), de 1‘estomac (Hansson et a/.,1993), de
pancréas (Barber ef al., 2001) et des poumons (Kimura, 2002). Les acides gras polyinsaturés
essentiellement le DHA, exercent des effets bénéfiques sur d‘autres pathologies. Il a été
montré ainsi que la consommation du poisson et d‘acide gras de la famille (n-3) protégerait

1‘homme contre 1‘emphyseéme et la bronchite chronique (Schwartz, 2000).

Les acides gras essentiels : notions et intéréts

Seuls les végétaux synthétisent les acides linoléique (18:2w6) et linolénique (18:3w3) qui
doivent étre apportés lors de 1‘alimentation animale.

Les animaux sont par contre capables de convertir les acides linoléique, linolénique, oléique
(18 :1w9) et palmitolé¢ique (16 :1w7) en 4 familles d‘acides gras polyinsaturés. Les familles
w6 et w3 sont dites essentielles du fait que les animaux supérieurs soient incapables de
synthétiser leurs précurseurs et la synthése de leurs dérivés est insuffisante. Les familles w7 et
w9 ne sont pas considérées comme essentielles. Un rapport de la FAO reconnait comme
essentiels dans l‘alimentation humaine les acides gras suivants : 18 :2 ¢ w6, 18 :3 ¢ w3, 20 :4
c wb6 et 20 :5 ¢ w3 (WHO/FAO. 1977).

Les recherches sur les AGPI se sont accrues depuis une dizaine d‘années, depuis la
découverte de leurs actions préventives et thérapeutiques sur de nombreuses pathologies.
Ainsi, les w3 ont un effet bénéfique au niveau circulatoire dans la prévention et le traitement
de 1‘artériosclérose, de la thrombose de 1‘hypertriglycémie (Barnerjee et al., 1992) et comme
régulateur de la pression sanguine (Mortensen et al., 1988). Les w3 peuvent aussi intervenir
dans le traitement des inflammations dues a 1‘asthme, 1‘arthrite, les migraines, le diabete, les
fonctions immunes et le psoriasis (Kinsella, 1988 ; Bajpai et Bajpai, 1993). Généralement, ces
acides gras interviennent en tant que précurseurs des eicosanoides, qui sont directement
responsables des effets préventifs et thérapeutiques décrits ci dessus. Sous le terme générique
d‘eicosanoides sont regroupés les prostaglandines (PGa), les thromboxanes (TX) et les

leukotrieénes (LT).
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Toutefois, les eicosanoides issus de I°AA et de I'EPA différent structurellement et leurs effets
physiologiques peuvent étre antagonistes. Par exemple, la production du TXA2 dérivant de
1°'AA est inhibé par I°'EPA, qui lui active la production du TXA3 (Yongmanitchai and Ward,
1989).

I1I. 8. Les activités biologiques des lipides

Le domaine pharmaceutique s‘intéresse depuis toujours aux substances naturelles d‘origine
animale ou végétale. Peu d‘especes de la flore terrestre (moins de 10%) ont été étudiés
fournissant 25 a 50% des molécules utilisées dans les médicaments actuels. Dans le domaine
marin, la proportion de substances nouvelles ayant une activité biologique potentiellement
intéressante serait au moins 100 fois supérieure a celle rencontrées chez les végétaux
terrestres (Munro et al., 1987 ; Flandroy, 1995).

Ainsi, le nombre de nouveaux métabolites marins présentant des potentialités thérapeutiques
(molécules antitumorales, antibiotiques, antifongiques, antivirales, anti-inflammatoires,
immunomodulatrices, ...) ne cessent de croitre. D‘autres secteurs industriels portent
¢galement de l‘intérét a ces molécules. Par exemple, c‘est le cas de 1‘agroalimentaire
(gélifiants extraits d‘algues, supplémentation des aliments, ...), des matériaux (lubrifiants,
colle, ...), de la navigation (antifouling) (Veylon, 1977 ; Hattori et al., 1998 ; Haygood et al.,
1999 ; Holmstrom et Kjelleberg., 1999 ; Hellio et al., 2000).

Tout comme les autres métabolites (sucres, protéines,...) les lipides présentent un intérét
potentiel dans tous ces domaines et particulierement dans le secteur de 1‘activité biologique.
Ainsi, Watkin et al. 2001 décrit un apercu des activités des lipides et des acides gras sur la
biologie et les fonctions cellulaires des os. De part ces particularités et notamment la richesse

en AGPI, le milieu marin constitue une source intéressante de lipides bioactifs.

III. 8. 1. Activité antibiotique

Les activités antibiotiques regroupent les actions des métabolites telles que antibactériennes,
antivirales, antifongiques, antialguales et prosticides. De nombreuses molécules lipidiques
ciblant ces activités sont recensées.

Les produits actifs composés correspondent a des médicaments qui, complexés avec des

lipides, voient leur activité augmenter.
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I1I. 8. 2. Cytotoxicité et activité antiproliférative

- Un composé est dit cytotoxique quand il est actif contre des lignées cellulaires in vitro, et
antitumoral quand cette activité cytotoxique est confirmée in vivo.

- Leefficience d‘un produit cytotoxique est mesurée par sa CI50 : concentration du produit qui
inhibe la prolifération de 50% des cellules et plus rarement pas sa CL50 : concentration qui
tue 50% des cellules.

La recherche de molécules biologiques a activité antitumorale est sans doute la plus
abondante. De nombreux lipides possédent une telle activité, regroupant plusieurs classes
lipidiques. Une supplémentation en AGPI induit une baisse de la cachexie des patients atteints
dun cancer du colon. De plus, ces acides gras (notamment les w3 et w6 EPA et GLA)
possedent une activité cytotoxique voire antitumorale sur les cellules de carcinome (Wigmore
et al., 1996, Kuratko et Becker, 1998). Des acides gras de la famille des w3 trouvés dans les
algues marines, comme les acides octa- et hexadecatetraénoique, sont capables de stopper la
production des eicosanoides (Ishihara et al., 1998).

Les sulfolipides ont montrés quant a eux leur action au niveau de 1‘inhibition de 1°ADN
polymérase a et b de mammifére, donnant ainsi lieu a une action antiproliférative sur des
lignées de cellules cancéreuses humaines (Ohta et al., 2000; Hanashima et al., 2000).
Certains glycolipides peuvent aussi posséder une action antitumorale. C‘est le cas notamment
des glycoglycerolipides de source naturelle (Colombo et al., 1998; Colombo et al., 1999), par
exemple les glycolipides d‘éponge des caraibes, les simplexides, isolés par Costantino et al.
(1999) et possédant une activité antiproliférative sur les lymphocytes T. Une activité
antiproliférative a aussi été montrée chez les glycolipides basés sur les céramides, les
gangliosides (GM1, ...), dont I‘augmentation d‘unités d‘acide sialique dans la molécule fait
accroitre 1‘inhibition de 1°ADN polymérase a a 1‘inverse des unités de sucre (Simbulan et al.,
1994). Certains céramides naturels provoquent la fragmentation apoptotique de 1°ADN
induisant une mort de la cellule (Ji ef al., 1995). Enfin des phosphoglycolipides ont aussi été
isolés de part leur activité antitumorale contre la leucémie (Hong et al., 1991), ou du fait de
leur action antiproliférative sur le facteur d‘activation des plaquettes (Mickeleit et al., 1998).
Ltactivité antiproliférative potentielle de glycolipides peut aussi induire leur synthése en
laboratoire (Adar et Kaufman, 1991).

Dtaprés la littérature, les lipides les plus actifs au niveau des actions cytotoxiques et

antiprolifératives recherchés sont sans doute les phospholipides.
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En effet, les phospholipides jouent des rdles divers dans le métabolisme cellulaire, notamment
du fait de leur participation dans la composition de la membrane cellulaire. Le récepteur de la
phosphatidylcholine, par exemple, est un signal de reconnaissance de I‘apoptose. Et
1‘apoptose donne lieu a une redistribution des lipides membranaires (Arnoult et al., 2001).
Des analogues de 1‘acide phosphatidique sont des régulateurs des facteurs de croissance.
Ainsi, LPA et le plasmalogene glycérophosphate induisent la prolifération cellulaire, alors que
LPA cyclique inhibe cette prolifération (Fischer ef al., 1998). Un phospholipide issu d‘un
champignon (Physarum polycephalum) possede la capacité d‘inhiber 1‘action de 1‘ADN
polymérase a des cellules eucaryotes, transmise ainsi a ces dérivés synthétiques (Murakami-
Murofushi et al., 1992, Murakami-Murofushi et al., 1995). Les dérivés des phospholipides
sont aussi beaucoup étudiés, notamment les éther-lipides. Ce sont des composés non naturels,
¢tudiés depuis que la lysophosphatidylcholine a démontré sont réle dans les mécanismes de
défense (Arthur et Bittman., 1998).

La mitelfosine est reconnue pour avoir de nombreuses activités a finalité antitumorale ou
cytotoxique. D‘une maniere générale, son action principale est son interférence avec les
lipides membranaires (Berkovic et al., 1995). En effet, son inhibition de la synthése de la PC
couplée a celle de la SM conduit a un effet antiprolifératif et a une apoptose des métastases
cutanées et des carcinomes mammaires (Thaler ef al., 2000 ; Wieder et al., 1998). Cette
fonction antiproliférative est aussi démontrée pour les cellules de leucémie par 1‘inhibition de
I“incorporation de la choline dans PC humaine (Boggs ef al., 1998 ; Unger et Eibl, 1991 ;
Wang et al., 1998). De la méme manicre que la mitelfosine, 1‘edelfosine induit une inhibition
dose dépendante de la protéine kinase C sur des cellules de leucémie (mais la corrélation entre
I‘inhibition de l‘activité enzymatique et l‘inhibition de la prolifération des cellules
cancéreuses n‘est pas mise en évidence) (Berkovic et al., 1994). L edelfosine, combinée a une
prise de médicaments conséquente, induit aussi 1‘apoptose des cellules cancéreuses (Gajate et
al., 2000). D autres éthers lipides possédent cette activité, notamment 1‘ilmofosine, qui induit
un systeme dose et temps dépendent pour 1‘apoptose des lymphocytes T du sang humain
(comme 1‘edelfosine) (Cabaner et al., 1999), ainsi que des propriétés cytotoxiques et
cytostatiques ces cellules cancéreuses phosphatidylcholine (méthyl PAF) qui posséde une

activité antinéoplastique contre les cellules de leucémie (Tsutsumi et al., 1998).

II1. 9. Qualité nutritionnelle des Mollusques bivalves

I1 est admis que les produits marins constituent une source majeure d'acides gras polyinsaturés

(AGPI).
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Ces acides gras sont fortement liés a des mécanismes physiologiques et biochimiques
indispensables et sont donc nécessaires aux fonctions vitales des organismes. Parmi ces
AGPI, certains sont qualifiés d‘acides gras essentiels car ils ne sont pas biosynthétisés par les
organismes eux-mémes. En effet, les AGPI essentiels proviennent principalement des

microalgues et des différentes formes végétales marines.

A travers le réseau trophique, ces composés lipidiques sont incorporés dans les huiles des
invertébrés marins et ceux des animaux marins plus évolués. Certains AGPI jouent plus
spécifiquement un role de nutriments indispensables. Ce sont les AGPI des séries oméga 3 (ou
n-3) et oméga 6 (ou n-6) dont le métabolisme conduit a la synthése de dérivés a longues
chaines qui participent a la constitution des membranes cellulaires (role structural). Le
métabolisme de ces AGPI conduit également a la synthése de médiateurs bioactifs sous forme
de molécules oxygénées (eicosanoides, docosanoides, etc.) (Guesnet et al., 2005).

Les acides gras: oméga 3 constituent une famille dont le premier élément est 1‘acide
alphalinolénique indispensable (ALA, 18:3 oméga-3). Les autres ¢léments, ¢élaborés a partir

de I'ALA, sont constitués de chaines carbonées plus longues insaturées.

Les principaux AGPI n-3 étant I'EPA (acide eicosapentaénoique, C20:5n-3) et le DHA (acide
docosahexaénoique, C22:6n-3) (Bourre, 2004). Plusieurs auteurs ont signalé la richesse des
bivalves en EPA et DHA (Freites et al., 2002 ; Murphy et al., 2002 ; Orban et al., 2002 ; Su
& Dinh, 2003 ; Zlatanos, 2008). Ces acides gras possedent un role crucial dans la nutrition et
la sant¢ humaine. En effet, ils sont impliqués dans la prévention contre les maladies
cardiovasculaires (Hu & Willett, 2002 ; Harris & Von Schacky, 2004), possédent des
propriétés anti-inflammatoires et immunitaires (Calder & Grimble, 2002 ; Gil, 2002 ;
Simopoulos, 2002) et jouent un role inhibiteur dans le développement de certains cancers tels
que le cancer du sein, du colon et de la prostate (Leitzmann et al., 2004 ; Roynette et al., 2004

; Binukumar & Mathew, 2005 ; Moyad, 2005 ; Judé ef al., 2006) (Fig. 35).
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Figure 35. Principales fonctions exercées par les acides gras dans 1‘organisme humain (Guesnet ef al., 2005).

II1. 10. Variation saisonniere de la composition biochimique des mollusques

La mobilisation et I‘utilisation des substrats énergétiques (principalement les glucides et les
lipides) est indispensable pour le maintien du métabolisme, la croissance et la reproduction de
base d‘un organisme, incluent les mollusques et et autres invertébrés (Gabott, 1983). En ce
sens 1°étude de la variation saisonniére de la composition chimique et du cycle annuel de
reproduction a été largement utilisée comme un indicateur de la dynamique, de la structure et
des périodes d‘engraissement des populations naturelles et cultivées de mollusques bivalves.
Par conséquent, les changements dans la composition biochimique (glucides, lipides et
protéines) est trés importante car elle permet de déterminer 1‘énergie destinée pour la
croissance et pour la reproduction ( Jayabal et kalyani, 1987 ; Navarro ef al., 1989).

La plupart des modifications métaboliques observées dans les tissus des mollusques bivalves
sont principalement dues a des variations de la teneur en glucides (Principalement le
glycogene dont le mode d‘accumulation et d‘utilisation refléte 1‘intéraction complexe entre
des facteurs exogenes tels que la disponibilit¢ de la nourriture et de la température et les

facteurs endogénes tels que la croissance et le cycle annuel de reproduction (Gabbott, 1976).
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Les glucides jouent un role essentiel dans les cycles de 1‘énergie et de la reproduction des
bivalves, tandis que les lipides servent de réserve énergétiques liées a la reproduction et au
développement des gametes (Zandee et al., 1980 ; Martinez, 1991). En outre, il a été observé
que les protéines constituent la source principale d‘énergie pour maintenir 1‘organisme en cas
de stress métabolique une fois que les glucides et des lipides ont été épuisés (Beninger et
lucas, 1984 ; Hawkins et bayne, 1991).

Certains chercheurs ont pu confirmer que les variations de la composition biochimique des
tissus de bivalves marins sont intimement liées a l‘intéraction de I‘environnement
(température, salinité, nourriture) comme facteurs exogenes et de la biologie de 1‘espece
(1°état reproducteur) comme facteur endogenes (Lodeiros et al., 2001). A cet égard, plusieurs
¢tudes ont rapporté que la disponibilité¢ de la nourriture influe sur le cycle saisonnier de ces
métabolites biochimiques (chez Tellina tenuis (Ansell et Trevallion, 1967) et Donax vittatus
(Ansell, 1972), et est directement liée a la croissance et au cycle de reproduction. Néamoins, il
a été rapporté que les protéines ont aussi un impact direct sur le bivalve Tapes philippinarum,
en tant que fournisseur d‘énergie au cours de la période de faible disponibilité de la nourriture
(Beninger et Lucas, 1984). D*autres ¢tudes ont suggéré que les différences observées dans la
composition biochimique de certaines populations de moules réparties dans les zones a
différentes conditions environnementales, sont dues a la différence qualitatives et/ ou
quantitative de la disponibilit¢ de la nourriture d‘origine phytoplanctonique _Okumus et

Stirling, 1998).

89




Matériels et Méthodes

Partiell

CHAPITRE I . CONTEXTE SCIENTIFIQUE,

PRESENTATION DU MATERIEL

BIOLOGIQUE ET METHODES
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A Présentation du matériel biologique

I. Présentation de I’huitre perliére Pinctada radiata

I.1. Taxonomie: Position systématique
La classification adoptée pour cette espece est celle de Grassé (1998)

Embranchement : Mollusques
Classe : Bivalves
Sous-classe :  Pteriomorpha
Ordre : Pterioida
Sous-ordre : Pteriina

Super famille : Pterioidea (Gray J.E, 1847)

Famille: Pteriidae (Broderir, 1839)
Genre: Pinctada (Roding, 1798)
Espece : radiata (Leach, 1814)

Les huitres perlicres et spécialement le genre Pinctada inclus des especes largement
distribuées dans 1‘océan tropical et subtropical. Etant donné que la morphologie et la
morphométrie de la coquille change considérablement, il est alors préférable de les classifier

selon la coquille. Ranson (1961) a réorganisé 11 especes :

Pinctada albina (Lamarck, 1819),

Pinctada anomioides (Reeve, 1857),

Pinctada capensis (Sowerby, 1889),

Pinctada chemnitzi (Philippi, 1849),

Pinctada maculata (Gould, 1850),

Pinctada margaritifera (Linnaeus, 1758),

Pinctada martensi (Dunker, 1872) commune au Japon et renommé ultérieurement P.fucata
Pinctada maxima (Jameson, 1901),

Pinctada mazatlanica (Hanley, 1855),
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Pinctada nigra (Gould, 1850) et
Pinctada radiata (Leach, 1814).

Classification

Pinctada imbricata Roding, 1798

Organismes non segmentés a
symétrie bilatérale possédant un
pied musculeux, une radula, un
manteau sécrétant des formations
Mollusca Mollusques
calcaires (spicules, plaques,
coquille) et délimitant une cavité
ouverte sur 1‘extérieur contenant les
branchies.
Mollusques aquatiques, filtreurs, au
corps comprimé latéralement.
Bivalvia / Bivalves / Coquille composée de 2 valves
Lamellibranchia / Lamellibranches /  articulées disposées de part et
Pelecypoda Pélécypodes dautre du plan de symétrie.
Absence de téte, de pharynx, de
radula et de glande salivaire.
Muscle adducteur postérieur
Pteriomorphia Ptériomorphes
développé, antérieur réduit.
Animaux a coquille en forme
d'ailes, souvent inéquivalves.
Pterioida Ptérioides
Charniére sans dents. Animaux
fixés ou libres.
Charni¢re droite, ligament assez
long, c6té antérieur auriforme a
Pteriidae Ptériidés cause de l'encoche byssale, intérieur

fortement nacré, muscle adducteur

médian.
Pinctada

imbricata
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En Australie, Hynd (1955) classifie la petite huitre perliére P.fucata comme une espece
spécifique de P.radiata. Ranson (1961) la considére méme comme synonyme. Basé sur une
¢tude delectrophorése des proteines, 1‘huitre perliére Japonése P. imbricata est la méme
espece que P.fucata et P.radiata (Colgan et Ponder, 2002), ces auteurs ont montré aussi que
les noms de Pinctada imbricata (Reeding, 1798) et Pinctada fucata (Gould, 1850) ne
représentent en réalité que des synonymies de 1‘huitre perliere Pinctada radiata (Leach, 1814)
puisque des similarités génétiques ont été prouvées en se basant sur 1°¢tude de quatre loci

(Idh, Gépdh, Lap et Pgm).

Une étude génétique sur les séquences ITS1 et ITS2 a été effectuée en chine pour identifier
les especes du genre Pinctada et trouver par la suite une relation phylogénétique. Ces travaux
ont conclu que P.margaritifera et P.maxima sont des espéces primitives. Par contre, P.
chemnitzi est une espece récente. La relation phylogénétique reste encore mal comprise. Le
genre Pinctada a été alors subdivisé en deux grands groupes suivant 1‘absence ou la présence
des dents de la ligne charniere. La section I regroupe les deux plus grandes especes P.maxima
et P. margaritifera sans dent de charnicre. Le groupe II regroupe les plus petites et montrant
des dents de charniere (Yu et Chu, 2006-a).

Dtapres les récentes recherches, beaucoup d‘especes endémiques de Pinctada sont
considérées synonymes d‘une espece cosmopolite (Shira, 1994). Cependant, la classification
exacte n‘est pas définie. Il est clair que P.imbricata = P.fucata = P. radiata = P.martensii

(Yu et Chu, 2006-b).

I.2. Noms vernaculaires

P.radiata est appelée communément et selon la langue en:

- Anglais: Rayed Pearl Oyster et small pearl oyster (Colgan et Ponder, 2002)
- Francais: Pintadine radiée

- Arabe : Mahar

Tout au long du littoral tunisien, on a remarqué une grande diversité des noms attribués a ce
bivalve. Selon les régions, il prend le nom de :

Zhuitre : a la Marsa

Mahar et Sdaf : dans les régions Nord et Est

Rikilli : de Sfax a Gabes

Snadak et Chahhar : dans les iles Kerkenneh

Gardéch : a Djerba
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1.3. Morphologie et caracteére distinctif

I1 s‘agit d‘un mollusque bivalve. L‘animal posséde un exosquelette rigide pour le protéger
des conditions défavorables et des prédateurs. Cette coquille montre une forme oblique et est
de couleur variable chez les Ptéridés (Yu et Chu, 2006-b). Les deux valves sont unies par un
ligament abducteur (conchyoline) et deux muscles adducteurs souvent inégaux. Elles sont
articulées dorsalement, par une charnicre ou les dents d‘une valve pénetrent dans les fossettes
de 1‘autre valve. La symétrie des valves est altérée chez les bivalves collés au substrat ou
posés sur le fond ; une des valves est alors bombée. Généralement, la valve gauche est un peu
plus convexe que la droite, ils sont inéquivalents. L‘oreille postérieure montre une large
expansion allongée et étroite. Alors que 1‘oreille antérieure constitue une forme plus au moins
triangulaire (Checa et Rodriguez-Navaro, 2005). La coquille est munie d‘un byssus qui
permet sa fixation sur les substrats. La surface externe de la coquille est souvent écailleuse et
les crochets sont petits et peu saillants, séparés par un aréa cardinal étroit portant en arriere de
ceux-ci un ligament externe plus ou moins développé. L intérieur de la coquille est fortement

nacré, avec souvent une bordure de teinte plus sombre ventralement.

La coquille des mollusques est formée de trois couches qui se superposent. La couche externe
ou Périotracum est essentiellement organique. La couche intermédiaire, appelée aussi
Meésostracum, est composée de prismes calcaires. Alors que la couche interne, 1°‘endostracum
est la couche nacriere (Checa, 2000).

La surface externe des coquilles adultes est lisse et couverte d‘une multitude d‘especes. On
trouve généralement les éponges, les bryozoaires, les algues....par contre, la coquille des
individus jeunes est couverte de lamelles calcaires, aplaties et se terminant par des squamules

arrangées suivant des rangées radiales. Ces lamelles correspondent aux sites d‘accroissement.

I. 4. Anatomie
Le corps de ce bivalve est doté¢ d“un certain nombres d‘organes indispensables dans les
fonctions physiologiques de 1‘animal : digestion, respiration, reproduction.

Le corps est formé par (Fig 36 et 37):
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o Le manteau : c‘est une feuille de tissu conjonctif qui recouvre 1‘ensemble du corps

mou de [‘huitre, cette feuille comprend des muscles, des vaisseaux sanguins, des
nerfs et elle est recouverte d‘un épithélium unicellulaire.
Le manteau joue un réle de premier ordre dans la formation de la coquille et la
sécrétion du ligament, il intervient également dans la formation de perles par
stimulation de la sécrétion nacriére suite a la pénétration d‘un corps étranger
quelconque vivant ou mort (grain de sable, détritus, parasite...) dans son épaisseur
(Fisher, 1950 ; Besnard, 1948).

e Les muscles adducteurs : relient les deux valves et permettent 1‘ouverture et la

fermeture de la coquille. Le muscle adducteur postérieur est développé alors que
‘antérieur est atrophié.

o L‘appareil respiratoire : est constitué¢ d‘une paire de branchies ciliées disposées, de

chaque coté du corps, entre les lobes du manteau. Ces cils battent tous dans une
direction précise faisant circuler 1‘eau au contact du corps.

Les particules alimentaires enrobées dans du mucus sont introduites dans le tube
digestif par ce mouvement ciliaire.

o L‘appareil digestif : comprend une bouche limitée par les deux lévres et entourée

de deux paires de palpes labiaux de 4 a Smm de longueur assurant la filtration de
I‘eau et la capture du microplancton. Cette bouche s‘ouvre directement dans un
cesophage tres court conduisant les aliments jusqu'a 1‘estomac ; ce dernier est
entouré¢ d‘une masse tissulaire, le foie qui se poursuit par un intestin. L‘anus
s‘ouvre en dessous du muscle adducteur postérieur dans le plan méridien
(Beaumont et Cassier, 1998).

o L‘appareil reproducteur : est formé d‘acini trés ramifié et est situé contre le muscle

adducteur. La couleur et le volume des gonades et des glandes génitales varient en
fonction du stade de maturité sexuelle. En période d‘émission gamétique, les
glandes sexuelles peuvent envahir le volume total de la masse viscérale jusqu'a la
base du pied, A ce stade, les teintes sont plus nettes, la gonade male possede une
couleur blanche créme et celle de la femelle est de couleur orange vif (Tlig-Zouari,
1993).

o L‘appareil circulatoire : est ouvert, le sang de 1°huitre est incolore et constitué de

deux groupes de cellules : les cellules hyalines et les cellules granuleuses.
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e Le systéme nerveux : est peu développé, formé de trois paires de ganglions :

cérébro-pleuraux, pédieux et viscéraux, reliés entre eux par des connectifs

(Beaumont et al., 2004).

e Le systeme excréteur : est formé par les organes de Weber qui filtrent le sang et
rejettent les déchets métaboliques dans le péricarde.

e Le pied : est I‘organe locomoteur ; il est atrophié¢ et muni d‘une glande byssogene
qui secrete le byssus (filament glycoproteique) assurant la fixation de la coquille a

son substrat.

1. bouche

2. rebord labial

3. pied

4. gonade

5. branchie

6. coquille

7. manteau

8. muscle adducteur
9. anus

10.intestin
11.coeur

12.glande intestinale
13.ligament
14.estomac

Figure 36. Anatomie de Pinctada
radiata (Gervis & Sims, 1992).

Figure 37. Coquille ouverte montrant la chair de Pinctada radiata

(Lieu de collecte Mahares). Photo : Rym Ben Ammar.
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L.5. Répartition géographique et bathymétrique
L.5. 1. Répartition géographique

L.5. 1. a. Dans le monde

L‘huitre perliére P.radiata, d‘origine indopacifique, se caractérise par une large
distribution géographique dans le monde. Cette espece est rencontrée sous les tropiques, en
mer Rouge (Lamy, 1929), dans le golfe Persique (Jameson, 1901), le golfe de Suez (Fisher,
1865), le golfe de Mannar (Prashad et Bhaduri, 1933), le golfe de Mexique (Lamarck, 1836),
aux iles Maldives, au Japon (Jameson, 1901), la Somalie (Gruvel, 1931), prés de Madagascar,
a Ceylon dans le sud de l‘Inde, en Malisie, en Nouvelle Guinée, en Afrique du Sud, en

Australie et en Nouvelle Zélande (Tomlin, 1927), en Nouvelle Calédonie (Lamy, 1932), aux

Bermudes, aux Antilles (signalée sous le nom d‘Avicula flabellum), a Cuba et au Brésil

(Ranson, 1961) (Fig. 38).

Figure 38. Répartition géographique mondiale de P.radiata
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L.5. 1. b. En Méditerranée

La présence de la Pintadine en Méditerranée est récente. Signalée depuis 1811len

Alexandrie par Saving, elle n‘a pu gagner de nouveau terrain vers l‘occident qu‘apres
I‘ouverture de canal de Suez en 1869.
La voie d‘introduction n‘est pas encore déterminée avec exactitude : elle aurait pu se faire soit
par pénétration progressive favorisée par un stade larvaire pélagique de trois semaines
(Herdman et Hornell, 1903), soit par le trafic maritime et la mariculture (Zibrowius, 1992) ou
bien par la migration de certaines especes telles que, la tortue marine (Caretta caretta) a
laquelle elle adhere sur la carapace (Oliverio et al., 1992).

Cependant, Di Monterosato (1899), voit mal 1‘aptitude de cette espéce a parcourir en 30
ans, un chemin aussi long et de réussir a franchir les diverses barrieres €cologiques et
géographiques pour se trouver enfin avec une abondance tres élevée surtout dans le golfe de
Gabes. Par conséquent, il remet en doute 1°idée de la migration Lessepsienne et pense qu‘il
s‘agit plutot d“une espece indigéne a la Méditerranée.

Pinctada radiata a colonisé tout le bassin oriental et toutes les cotes de la rive sud de la
Méditerranée, sauf celle de 1°Algérie et du Maroc. En effet, elle était signalée en Tunisie en
1891 par Bouchon-Brandely et Berthoule, en Syrie, & Chypre (Di Monterosato, 1899), a Malte
(Pallary, 1912), au Liban (Gruvel et Moazzo, 1931), en Gréce : a Saronikos (Serbetis, 1963),
en Turquie (Kinzelbach, 1965), a Lampedusa (Bombace, 1966), a Pantellaria (Sabelli, 1969),
en Libye et Israél (Barash et Danin, 1972) et en Sicile (Di Natale, 1982) (Fig.39).

-
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Figure 39. Répartition de Pinctada radiata en Méditerranée (Zenetos et al., 2003)
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I.5. 1. ¢. En Tunisie

Pinctada radiata a été signalée pour la premicre fois dans le golfe de Gabeés a Djerba en 1891
par Bouchon-Brandely et Berthoule. Dans ce golfe, elle pénétre largement dans la partie nord-
occidentale de la lagune de Bougrara (Zaouali, 1978) proche de Djerba mais assez
paradoxalement, elle est totalement absente dans la lagune voisine des Bibans du coté de
Zarzis (Zaouali et Baeten, 1985). Cependant, d‘autres travaux tels que ceux de Seurat (1929)
ont montré que cette espece vient de coloniser le canal de Sidi Bou Harouch de la mer des
Bibans, séparant 1‘1lot de Sidi Chaouch et 1‘1lot de Sidi Bou Harouch. Vassel (1899) a signalé
la présence de la Pintadine au niveau de 1‘embouchure de 1‘oued Melleh, sur la cote
occidentale de Djerba et a Sfax.

Cette espece est abondante dans le golfe de Gabes, notamment au niveau des iles Kerkennah
et elle se raréfie avec une présence qui devient sporadique dans le golfe de Tunis (Zouari,

1985).

Dans le secteur nord et nord-est de la Tunisie, Ktari-Chakroun et Azouz (1971) ont pu
récolter des spécimens vivants au large de Kelibia et au nord est de 1‘1le Cani.
Plus récemment, Mejri (2004) a signalé la présence de ce bivalve au niveau de Hergla et du
littoral nord de Sousse. Irathni (2006) a montré que P.radiata se présente sur la quasi-totalité
du littoral nord et est de la Tunisie avec des densités différentes et la lagune de Bizerte
constitue la limite méridionale de la distribution de cette espéce. En effet, elle est totalement

absente au niveau de littoral de Tabarka et des cotes de Bizerte.

L.5. 1. d. Répartition bathymétrique et habitat

P.radiata est une espéce benthique sessile. Elle vit fixée par son byssus sur divers
substrats. Dans le golfe de Mannar elle fréquente les fonds rocheux, détritiques et coquilliers
plus ou moins consolidés (Ranson, 1961). Dans le golfe de Gabeés, elle se rencontre sur des
plages de sable légerement vaseux et se fixe également sur divers substrats tels que les
rochers, bouées, chaines, coquilles de bivalves, rhizomes et thalles de végétaux (Seurat,

1929).

Selon Fisher et al. (1987), la Pintadine fréquente les fonds détritiques variés de 1‘étage
médiolittoral depuis la zone littorale jusqu'a 150m de profondeur. A Ceylan et dans le golfe

persique, elle se développe surtout sur les fonds de 5 a 25m (Ranson, 1961).
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En Tunisie, cette espéce est rencontrée de 0 a 40m (Zouari, 1985). Cependant, la
colonisation des eaux de profondeur supérieure a 20m parait rare dans le golfe de Gabes

(Ktari-Chakroun et Azouz, 1971).

L.5. 1. e. Intérét écologique

L‘huitre perliere, P.radiata, d‘origine indopacifique compte parmi les premiers
immigrants invasifs arrivés en Méditerranée suite a l‘ouverture du canal de Suez. Ses
mécanismes d‘adaptation ainsi que son pouvoir d‘élargir son aire de répartition présentent un

intérét scientifique majeur.

Cette espece est dotée d‘une grande résistance et peut supporter des conditions extrémes.
En effet, a marée basse, la pintadine peut rester a sec et a fortes températures pendant
quelques heures. Seurat (1929), a affirmé qu‘il a recu des échantillons de Pinctada vivantes

ayant effectué un voyage de six jours a sec (de Djerba a Alger), sans aucune précaution.

Ce bivalve filtreur résiste également a la pollution marine: c‘est une espéce bio-indicatrice qui
peut étre de ce fait utilisée dans les programmes de bio-surveillances. Dans ce cadre, plusieurs
travaux ont ét€ menés sur l‘accumulation des métaux traces (ou lourds) dans la chair de P.
radiata. Afin d‘évaluer la contamination de l‘environnement marin au Koweit suite a la
guerre du Golf de 1991, Bu-Olayan et Subrahmanyam (1997) ont déterminé les
concentrations du cuivre (Cu), du nickel (Ni), du plomb (Pb) et du zinc (Zn) dans le tissu mou
de la Pintadine provenant de trois stations cotieres pendant la période 1990-1994.

Al-Madfa et al (1998) ont montré que ces huitres sont capables de concentrer des polluants a

plusieurs ordres de grandeur au-dessus des niveaux enregistrés dans 1‘eau de mer.

I1. Présentation de la nacre de I’huitre perliére Pinctada radiata

Rappelons que la coquille de P.radiata est formée de trois couches :
e Le périostracum : une fine couche organique
o Le mésostacum : c‘est la couche calcitique

e L‘endostracum ou nacre qui représente la couche aragonitique (Fig. 40).
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Figure. 40 Face interne de la coquille de Pinctada radiata

Afin de valoriser cette espece, nous nous sommes intéressés particulieérement a sa nacre en
tant que substitut osseux. Le probléme se pose alors sur la qualité de nacre de différentes
stations des cotes tunisiennes.

Dans une étude précédante dans le cadre d‘un projet dans le but de comparer les
caractéristiques morphologiques de la coquille et la structure des populations tunisiennes de
I‘huitre perliére Pinctada radiata, 27 stations, de Bizerte a Zarzis, dont la profondeur varie

entre 0 et 39,3 m ont €té prospectées.

II1. Produits chimiques et réactifs

Acide ascorbique, SIGMA Aldrich Bleu Alcian, Blue-tetrakis (methyl-

Acide picrique pyridium) chloride sont fournis par

Alcool absolu (Prolabo) est dilué a 70° et Sigma Aldrich

95° dans de 1°eau distillée Bloc froid (ou cooling)

Aliquots SYBER Green DMEM F12, eMEM, GIBCO

Aliquots RNase et DNase Free (INVITROGEN)

Amorces DMSO, (dimethyl sulfoxyde, FISHER BIO
Azote liquide REAGENTS)

PCR, (QIAGEN®) DNAse, QIAGEN

Bleu trypan, SIGMA Eau millipore
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Eau RNase free

Ethanol, SIGMA

Glutamine, INVITROGEN
BGlycérophosphate, SIGMA Aldrich
Hcl, PROLABO

Insuline (10mg/ml), SIGMA
Hydroxide d‘ammonium 0.1%
M¢éthanol, MERCK

MTT (Bromure de 3 — [4,5-
diméthylthiazol-2-yl]-2,5-diphényl-
tétrazolium) (Sigma).

B-mercaptoéthanol

PBS, (Phosphate Buffered Saline, Eurobio)

III. 1. Kits.

PS (Pénicilline, Streptomycine, 100pg/ml),
INVITROGEN

Sélénite de Na (3.10° M, 10mg/ml)

Rouge Alizarine ou L‘Alizarin Red S
(Sigma Aldrich)

Rouge Sirius Solution d‘acide picrique a
0,1% : acide picrique (réf. 20.642, Prolabo,
France)

SVF, (Sérum de Veau Fcetal) (Dutscher)
Triton 100x

Trypsine, GIBCO (INVITROGEN)

Transférine(10mg/ml).

Kit de d“extraction et de purification des ARN « RNEasy Mini Kit » : QITAGEN
Kit de transcription reverse «Kit M-MLV» : INVITROGEN

kit test LDH (Roche, ref 11-644-793-001)

II1. 2. Matériels.

Autoclave

Balance de précision
Ballon 100ml +support
Centrifugeuse
Congg¢lateur(-20, -80°C)
Cryobox, Cryotube
Eprouvette 100ml
Entonnoir

Falcons 50ml

Filtres 0,22 um, MILLIPORE,
LIFSCIENCE

Flasques, T25 et T75
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Hématocytometre de Malassez

Hotte a biologie moléculaire, AIRLAB
Hotte pour culture cellulaire

Incubateur

Lamelles thermanox®, VWR

Lecteur de microplaque

Light Cycler, capillaires et bloc froid
Lyophilisateur CHRIST ALPHA 1-2 LD
Lecteur de microplaques, LABSYSTEMS
Mastercycler Gradient, EPPENDORF
Micropipette et cone

Microscope optique
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Nano-Drop

Pipettes pasteur, 5,10, 25ml Seringues, ACRODISC ou LIFSCIENCE
PHmétre, ORION Spatule

Parafilm Spectrophotomeétre

Plaques, 12, 24, 96 puits (Corning, stérile) Tube a colonne, Eppendorfs, Verrerie.

IV. Pinctada margaritifera

L‘huitre perliére a 1évres noires Pinctada margaritifera, a été découverte par Linné en 1758.
Elle mesure 15 a 25 cm pour un poids de plus de 5 kg, vit a 5-30 metres de profondeur dans
les mers chaudes et a une longévité moyenne de 15 ans mais peut vivre jusqu‘a 30 ans. Sa

classification est la suivante :
Régne : animal
Embranchement : mollusque
Ordre : Pteriida
Sous ordre : pteriina
Classe : Bivalvia
Sous classe : pteriomorphia
Super-famille : Pterioidea

Famille : Pteriidae

Genre : Pinctada

Figure 41. Face interne et externe de

la coquille Pinctada margaritifera. Espéce : margaritifera

Variété 1: cumingii ou Variété 2:

galsofii. (Lindner, 2005)
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La production polynésienne de perles basée sur la culture de I'huitre perliére a 1évres noires,
Pinctada margaritifera, est la plus grande industrie d‘exportation en Polynésie Frangaise.
Cette huitre perliére, sécrétant naturellement des pigments noirs donnant cette teinte si

caractéristique a sa nacre et a ses perles, est présente dans les lagons des atolls polynésiens.

IV. 1. La nacre de Pinctada marguaritifera
La nacre a une structure interne hautement organisée, chimiquement complexe, avec

des propriétés mécaniques et des effets optiques qui créent un bel éclat brillant caractéristique.

Le principal composant structurel de la nacre mature est une tablette pseudohexagonale
constituée principalement d‘aragonite, un polymorphe de carbonate de calcium. Les tablettes
de nacre sont organisées en couches dans lesquelles chaque tablette est en contact physique
avec sa voisine et séparée uniquement par une matrice intertabulaire constituée
principalement de protéines et de carboxylates. Les couches individuelles de tablettes sont
séparées par des couches constituées principalement de chitine et matériel organique, c‘est la

matrice interlamellaire (Rousseau et al., 2009).

La matrice organique est continue dans les tablettes de nacre contrairement a la phase
minérale qui est finement divisée. Elle est composée de chitine, polysaccharides, protéines,
peptides, lipides et d‘autres petites molécules de moins de 1000 Da. Ces molécules organiques
peuvent étre extraites avec des solvants aqueux ou organiques (Rousseau et al., 2007).

La poudre de nacre est obtenue par pongage de la coquille puis la nacre est cassée en

morceaux et ensuite réduite en poudre et enfin des molécules sont extraites.

La nacre n‘est pas toxique, n‘entraine pas de réaction inflammatoire, ni la formation
de fibres. Elle est résorbable et cette résorption induit la formation de 1'os normal in vivo.
Dans ce qui suit nous allons donc comparer les extraits ESM de cette nacre avec celle de

Pintada radiata ainsi que ses extraits lipidiques.
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V. Les cellules étudiées

V. 1. Les ATDCS

Les ATDCS sont les cellules de la lignée cellulaire pré-chondrogénique dérivant de
tératocarcinome AT805 (isolée des cellules souches AT805) de Souris.
Ces cellules ont la capacité de se différencier en chondrocytes lorsqu‘elles sont en présence
d‘insuline. Les cellules ADTCS présentent une morphologie arrondie et synthétisent du
CSPG (cartilage-specific proteoglycan) et du collagene de type 11 qui sont caractéristiques des
chondrocytes. Les cellules ATDCS sont capables de se différencier en chondrocytes a une
fréquence ¢élevée.
Dans les conditions de culture appropriées, les cellules ATDCS hypertrophiques initient un
dépot minéral. Les cellules ATDCS sont le premier exemple d'une lignée de cellules souches
préchondrogénique qui fournit une excellente minéralisation en culture in vitro sans
supplément de B-glycérophosphate et offre une occasion d'analyser le mécanisme moléculaire
de minéralisation du cartilage. (Shukunami et al., 1997)
Ainsi cette lignée de cellules est souvent utilisée pour les études cellulaires et moléculaires de
la différenciation chondrogénique. Cette lignée est un bon mod¢le validé permettant de mieux
comprendre la différenciation chondrocytaire (Atsumi et al., 1990). Les ATDCS, la lignée
cellulaire de chondrocytes, seront cultivées en micromasse afin de faire un essai in vitro (ou
les cellules seront dans des conditions qui se rapprochent de celles in vivo). et avec un

inducteur 1‘insuline.

V.2. Les MC3T3

Les pré-ostéoblastes MC3T3 est une lignée ostéoblastique murine immortalisée capable de se
différencier en ostéoblaste minéralisant, ce sont des ostéoblastes murins qui possedent la
capacité de se différencier en ostéocyte sous 1‘effet de 1‘acide ascorbique et de former alors
une matrice minérale en présence de 3 a 4 mM B-glycérophosphate dans le milieu de culture

(Wang, Christensen et al., 1999). Ces cellules seront un modele utilisé pour caractériser le
pouvoir ostéogénique des extraits (extraits lipidiques et ESM) et ainsi prouver la stimulation

des phases terminales de la différenciation ostéoblastique.
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VI. Les inducteurs

Les milieux de différenciation contiennent des facteurs de croissance spécifiques du lignage
d‘intérét. Dans le cas du lignage ostéogénique, plusieurs facteurs biochimiques sont connus
pour orienter les cellules souches mésenchymateuses vers la différenciation ostéoblastique. La
méthode classique d‘induction de la différenciation ostéoblastique consiste en un milieu de
culture contenant une combinaison de dexaméthasone, de B-glycérophosphate et d‘acide

ascorbique pendant plusieurs semaines.

VI. 1. Le B-glycérophosphate (BGP)

l‘utilisation de PGP permet la formation d‘une matrice extracellulaire minéralisée, car il
constitue un substrat de choix pour activer en particulier la phosphatase alcaline (PAL) des
cellules mésenchymateuses (Chang et al., 2000 ; Chung et al., 1992). De fagon générale, le
BGP est utilisé dans le milieu de différenciation ostéogénique des MSCs (Cellules Souches

Mésenchymateuses) de 5 a 10 mM (Hildebrandt ez al., 2009).

VI. 2. L’acide ascorbique (AA)

Il joue également un role important dans la synthése de la matrice extracellulaire et de fagon
précise sur 1°‘hydroxylation des résidus proline et lysine du collageéne, principal composant de
la MEC (Prockop et Kivirikko, 1995 ; Royce, 2003 ; Takamizawa et al., 2004). Des études
montrent que l‘addition d‘acide ascorbique dans le milieu de culture entraine une
augmentation de la synthése matricielle, tandis que 1‘absence d‘acide ascorbique conduit le
plus souvent a la réduction de 1‘expression de la PAL et a I‘inhibition de 1‘accumulation de

calcium (Fernandes et al., 2010).
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B.Méthodes utilisés

I. Echantillonnage et suivi saisonnier
I.1. Situation géographique

S¢étalant sur presque 750 km de cote, la région sud de la Tunisie représente plus que la
moitié des cotes tunisiennes. Cette région est formée par le golfe de Gabes et s‘étend de Ras

Kapoudia au niveau du parall¢le 35°N jusqu'a la frontiere tuniso-lybienne (Fig.42).
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Figure. 42 Situation géographique du site d‘échantillonnage de 1‘huitre perliere Pinctada

radiata : Mahares (m) au niveau du golfe de Gabes.
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I.2. Echantillonnage

Les échantillons de 1‘huitre perliere Pinctada radiata ont été collectés au niveau de la région
de Mabhar¢s a 1‘aide du navire océanographique HANNIBAL moyennant le chalut benthique.
Pour les besoins de 1‘étude biologique, Les prélévements ont été réalisés suivant les saisons
au hazard, a raison de 60 individus par saison, soit un total de 240 individus de Pinctada
radiata dans la station de Mahares. Apres retrait de leur milieu naturel, les pintadines ont été

mises dans des placieres avec de 1‘eau de mer.

Le tableau (III) présente la date d‘échantillonnage, les coordonnées et la profondeur de la

station de collecte de P. radiata.

Table III. Localité et données biologiques de 1‘huitre perliere P. radiata a Mahares.

Resultats exprimés en moyenne + SE (n =6).

Replicate Salinité Temperatures Dates Longueur Largeur poids
Localité Profondeur Animals (p-s.u) (°C) (cm) (cm) ()
(n)
(m)
Début Fin Début Fin .
Février 8.7+0.57 7.83+0.42
16-18 262011 106.25+7.26
6 36,6-39,7 19-20 ' SI\g‘(‘)‘l , | 8572029 | 755:028 | 8837+7.84
34°25.818N | 34926'66IN | 196 | 212
1°3891E | 11703080 E 2227 Aout 5654027 | 4424022 | 38.51+4.91
) 26,2012 ’ ’ : ) : )
2225 Novembre | ¢ 4017 | 548:0.11 | 54.76£3.09
19,2012 i e O
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I1. Qualité de la nacre

I‘extraction de la nacre est d‘autant plus facile et rentable que 1‘épaisseur de la couche de
nacre est plus importante. Une ¢étude de 1‘épaisseur de la couche nacriere de 1‘huitre perliere

P. radiata de 10 populations du littoral tunisien a été réalisée (Bellaj et al., 2011).

1‘épaisseur de la couche de nacre est différente d‘un endroit a un autre. En effet, 1°épaisseur
maximale de cette couche est observée au niveau de la charniére. En allant de la charniére

vers le bord non nacr¢, cette épaisseur diminue progressivement.

Nos travaux montrent une bonne qualité de nacre a Mahares entre autre les échantillons de
Mahares présentent la meilleure épaisseur de nacre. Ces résultats ne font que confirmer les
résultats trouvés par Bellaj ef al., (2011). L‘épaisseur moyenne de la nacre est de 2,07 mm,
enregistré a Mahares. En se basant sur ce critére, le site de Maharés s‘avére comme un site

pilote puisqu‘il fournit des Huitres ayant une couche nacricre relativement épaisse.

La croissance, la survie, 1‘épaisseur de la couche de nacre et sa qualité étaient sensiblement
différentes d‘un site a 1‘autre. Les observations ont montré que, de facon générale, la
croissance de 1‘huitre décroit a mesure que la latitude augmente. (Guenther J ef al., 2006 et

Southgate P, 2007).

III.Etude morphologique de la coquille

Des mesures métriques de la Hauteur, du renflement et de la ligne charniere ont été

indispensables dans le calcul des coefficients morphologiques (fig. 43).

Figure 43. Mesure des paramétres linéaires chez Pinctada radiata A : Mesure de la Hauteur

(H); B : Mesure du renflement (R) ; C : Mesure de la ligne charniére (Lch)
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Avec :

Q

¢ O O O ¢ ¢

La hauteur (H) : correspond a la distance dorso-ventrale maximale séparant le bord dorsal
du bord ventral de 1‘axe de la coquille.

le renflement (R) : est la distance comprise entre les deux plans tangents a la surface
externe des deux valves, et parallele au plan de jonction.

Ligne charniére (Lch) : correspond a la distance comprise entre les extrémités de 1‘oreille
antérieure et de 1‘oreille postérieure.

L : La largeur: qui correspond a la dimension antéro-postérieure

Hvd : la hauteur de la partie nacrée de la valve droite: elle représente la distance

maximale entre la charniére et la limite supérieure de la partie nacrée.

Lvd : la largeur de la partie nacrée de la valve droite : elle représente la distance maximale
entre la limite antérieure est postérieure de la partie nacrée.

Hvg : la hauteur de la partie nacrée de la valve gauche

Lvg : la largeur de la partie nacrée de la valve gauche

Pt : le poids total frais

Pcoq : le poids de la coquille constituée par les deux valves et débarrassées de la chair
Pvd : le poids de la valve droite

Pvg : le poids de la valve gauche

Nous avons ¢étudié les différentes relations allométriques globales liant les paramétres

métriques (Fig.44) et pondéraux suivants :
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A

I AP
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Figure 44. Mesures des paramétres linéaires de la valve droite (A) et la valve gauche (B) de Pinctada radiata
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I11.1. Etude biométrique
1. Mensurations

De retour au laboratoire, les échantillons ont été soigneusement lavés et débarrassés de

leurs épibiontes. Ces derniers sont conservés dans 1‘alcool a 70% pour une étude ultérieure.

L‘égouttement des pintadines sur un papier filtre est réalis¢ avant de commencer toute
mensuration (Fig.45).

Figure 45. Egouttement des échantillons sur un papier filtre

Les mesures métriques ont été effectuées au moyen d‘un pied a coulisse électronique
précis au 1/100 de mm pres (Fig.45).

Les mesures pondérales ont été effectuées en utilisant une balance de précision a 0,01g pres.
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II1.2. Mesure de I’épaisseur de la couche de nacre

Des coupes histologiques de la coquille de P. radiata ont été indispensables pour mesurer
1‘épaisseur de la couche de nacre. L axe de la coupe a été choisi en se référant aux travaux de
Anwar et al., (1990), mais également, en tenant compte de 1‘axe de référence défini par Hynd
(1955). L axe de Hynd est tracé a partir du bord dorsal en passant par le bord antérieur de la
marque du muscle adducteur jusqu‘au bord distal, en suivant la courbure du motif rayé de la
surface externe. L‘axe de la coupe que nous avons adopté suit la croissance de la Pintadine : il
est perpendiculaire a la charniére et tracé a partir d‘un point fixe. Cet axe est en fait distant de

1/3 la longueur de la charniere de 1°oreille antérieur (Fig. 46).

A.C b.d.n b.n.n

Ef
E1/2
en. by Sin.post
0.a 0.p

Lch

Figure. 46 Tragage de 1‘axe de la coupe sur la valve gauche d‘un spécimen de P.radiata

A.c : axe de la coupe ; b.n.n : bord non nacrier ; b.d.n : bord distal de la nacre ; sin.post : sinus
postérieur ; o.p : oreille postérieure ; Lig.: Ligament; Lch: ligne charniére; o.a: oreille
antérieure ; en.by(Eb) : encoche byssale ; Eq/2 : épaisseur mesurée a une distance de 2 Hvg ; Ef :
épaisseur mesurée a ‘extrémité du bord nacré.
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Ces coupes ont été réalisées en utilisant un micro-moteur (Sirio SR 250 T) muni d‘une

scie diamantée, apres fixation des valves (Fig. 47).

Scie diamantée Valve gauche

Figure 47. Opération de coupe

La mesure de 1°épaisseur de la couche de nacre a été déterminée a 1‘aide d‘une loupe
binoculaire, munie d‘un micrométre, en lumicre incidente. Sur chaque valve, quatre mesures
ont été effectuées (Ech, Ey, Ei», Ef) (Fig. 44 et 46). Ensuite nous avons calculé, pour chaque

valve, 1°‘épaisseur moyenne (Em).
b

Figure 48. Mesure de 1‘épaisseur de la couche nacrée sous loupe binoculaire (G*63)
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VI. Préparation de la poudre de nacre

Lextraction de la poudre de nacre a partir de 1‘huitre perliére P.radiata a été possible

suite a une série d‘étapes comprenant:

Premicere étape : Elimination de la masse viscérale.

Deuxieme étape : Lavage des coquilles a 1°eau courante.

Troisieme étape : Lavage dans un bain ultrasons afin de débarrasser les coquilles du

périostracum ainsi que de toutes matiéres organiques (reste de chair, Algues, Ascidies...).

Quatriéme étape : Séchage des coquilles a 1“air libre.

Cinquiéme étape : raclage de la couche calcitique externe

Cette derniere couche est obtenue sous forme de morceaux apres raclage de deux couches les

plus superficielles a 1‘aide d‘un micro-moteur électrique muni d‘une fraise dentaire (fig. 49).

Figure. 49 Morceaux de nacre obtenus apres raclage

Sixieme étape : broyage de la nacre.
Les morceaux de nacre obtenus sont tout d‘abord broyés a 1‘aide d“un mortier, puis dans un

broyeur Retsch RM100 (Fig. 50, 51) afin d‘obtenir la poudre de nacre.
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Figure. 50 Opérations de broyage

Figure. 51 Opérations de broyage a l‘aide
broyeur Retsch RM100

a 1‘aide d‘un mortier

IV.1. Tamisage et conditionnement de la poudre de nacre

Le tamisage de la poudre de nacre a été réalisé moyennant un tamiseur de type Retsh (AS 200
basic) sous une amplitude de 70 a 90 V pendant 40 minutes. Les tamis de mailles égales a 50,
63, 71, 100, 125 et 150 micrométres ont été utilisés. La poudre de nacre ayant la
granulométrie requise est ensuite conditionnée dans des sachets scellés en polyéthyléne de

faible densité. Cette poudre serait utilisée dans le reste des analyses.

IV.2. Estimation du rendement en poudre de nacre

Afin d‘évaluer le rendement en poudre de nacre de 1*huitre perliére P.radiata, nous avons
choisi d‘une maniére aléatoire un seul échantillon puisque 1‘opération d‘extraction mécanique
est trés lourde. L échantillon choisi a été tout d‘abord pesé. Ensuite, les coquilles ont été
débarrassées de leurs chairs, lavées par 1°eau et les ultrasons puis séchées a 1‘air libre.

Apres ¢limination des couches externes, la nacre a été broyée. Enfin, la poudre de nacre a

¢été récupérée et pesce.
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Le rendement en masse de poudre de nacre (Ryy,p) a €té calculé par la formule suivante :

Rmp = P x 100
Pn

Avec :

e Pt : poids total de I’échantillon frais (coquilles + masse viscérale)

e Pn : poids de la poudre de nacre

IV.3. Traitement statistique des données

Les descripteurs statistiques utilisés sont ceux décris par Schwartz (1963), a savoir : la
moyenne « |1 », [‘écart type « o » et la variance « 6> ».

IV.3.1.La moyenne

Est définie comme suit :
2 (xi)
N

u:

Avec :

» Xi : valeur du paramétre mesuré.

» N : Taille de 1‘échantillon

IV.3.2. La variance

Cest la somme des carrés des écarts par rapport a la moyenne / nombre de degrés de
liberté (ceci lorsque le nombre d‘individus composant 1‘échantillon est réduit ; sinon, utiliser
N‘=N).

La formule s‘écrit de la maniére suivante :

2 _

2 (xi-p)?
o2z —— 7

N

120




Matériels et Méthodes

IV.3 .3 L’écart type
Il est défini par la racine carrée de la variance. L‘écart type mesure la dispersion de

1‘échantillon autour de la moyenne :

V. Analyses effectuées

Le stockage des réserves chez les bivalves peut étre fait dans différents tissus dont la nature
varie suivant les différents groupes de bivalves. Ainsi, 1‘organe prélevé pour 1°étude de la
composition biochimique difféere non seulement du bivalve mais aussi de la réserve
énergétique que 1°‘on désire étudier.

Chez les Pectinidés et les Vérénidés, le site de stockage est le muscle adducteur (Ansell,
1974 ; Comely, 1974 ; Taylor et Venn ; 1979 ; Barber et Blake, 1981 ; Whyte et al., 1990).
Par ailleurs, Seed (1971) se base sur cet organe pour 1‘étude des protéines chez les especes de
Mytilidés. Pour I‘espece Pinctada mazatlanica, le muscle adducteur s‘est révélé étre le plus
important site de stockage de 1‘énergie (Saucedo et al., 2002).

Cependand, d‘autres auteurs comme Beninger et Lucas (1984) ayant travaillé sur deux
especes de Vénéridés et Dare et Edwards (1975) et Dalla Via et al. (1987) pour les
populations de la moule ont utilisé 1‘animal entier pour leurs analyses.Ainsi dans cette partie,
nous avons utilis¢ 1‘animal entier pour déterminer la concentration en lipides totaux, les
lipides polaires et les catégories lipidiques ainsi que les protéines totales afin de trouver une

relation entre les variations saisonniéres de ces composés de P. radiata.

V.1 Extraction des lipides totaux
Léextraction des lipides totaux a été effectuée selon de la méthode de Folch et al. (1957)
modifié par Bligh et Dyer (1959). Cette technique consiste a fixer 1‘échantillon dans de 1‘eau

bouillante (salée a 15 %o) qui doit couvrir toute la chair afin de dénaturer les phospholipases

(Shewfelt, 1981).
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La chair est ensuite broyée (n=6) dans un mélange de solvant chloroforme-méthanol
(2 :1,v/v) contenant 0,01% de BHT (hydroxytoluéne butyl¢) comme antioxydant. Apres
centrifugation, la phase inférieure est récupérée dans un flacon pesé au préalable. L extrait est
par la suite évaporé a sec sous un courant continu d‘azote et le flacon est repesé¢ une deuxiéme
fois.

Comme étape finale, les échantillons sont concentrés a 10mg/ml par 1‘ajout d‘une quantité
adéquate du mélange d‘extraction en fonction de la quantité de lipides présente dans chaque
échantillon. Cette méthode de double pesée nous permet de déterminer la quantité de lipides

totaux existant dans un échantillon.

V.2. Séparation des catégories lipidiques
Les catégories lipidiques ont été séparées par chromatographie a double développement sur
couche mince de microparticules de gel de silice (Olsen & Henderson, 1989) (Fig. 52). Des
doses de 400 pl d°extraits lipidiques sont déposées sur des plaques de gel de silice plates

(Silica gel 20 * 20, layer; 0.25 mm silica gel, Merck and Co. Ltd., Darmstadt, Germany).

Les différentes catégories lipidiques sont séparées par deux types de solvants. Pour les lipides
polaires (Phosphatidyléthanolamines [PE], Phosphatidylinositols [PI], Phosphatidylcholines
[PC] et Phosphatidylsérines [PS]), le solvant utilisé est un mélange d‘hexane, éther

dié¢thylique et acide acétique glacial dans les proportions suivantes (80: 20: 2, v /v/v).

Pour les lipides polaires (¢. a. d séparation des lipides polaires des lipides neutres)(Cholestérol
estérifi¢ [Chol], Triacylglycérol [TAG], Acides Gras Libres [AGL] et Mono-diacylglycérol
[MDG]), le solvant de séparation est composé de méthylacétate, isopropanol, chloroforme,
méthanol et 0,25 % de KCl1 (25: 25: 25: 10: 9, v/v). Les différentes catégories lipidiques sont
visualisées sous lumiére ultraviolette en utilisant un lecteur de plaque (UV transilluminator
MUV?21) apres pulvérisation sur la plaque du 2¢-7¢ dichloro-fluorescéine dans le méthanol
absolu.On aura ainsi les lipides neutres qui migrent en haut de la plaque sans séparation de ses

catégories.
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Figure 52. Schéma montrant la séparation de différentes catégories lipidiques sur plaque

de gel de silice. LP : Lipides polaires ; LN : Lipides neutres ; PC :
Phosphatidylcholines ; PS : Phosphatidylsérine ; PI : Phosphatidylinositol ; PE :
Phosphatidyléthanolamine ; MDG : Mono-diacylglycérol ; AGL : Acides Gras
Libres ; TAG : Triacylglycérol ; Chol : Cholestérol estérifié.
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L‘identification des différents taches a été réalisée dans le cadre de la collaboration avec
1‘équipe du professeur Navarro (Institut d‘aquaculture Torre de la Sal en Espagne) qui dispose
des standards adéquats de chaque catégorie lipidique (PC, PE, PI, PS).

Les différentes taches des catégories lipidiques ont été récupérées dans 1°hexane et
débarassées de la silice par centrifugation en vue de leur dosage par chromatographie en

phase gazeuse.
V.3. Analyse des acides gras

V.3.a.0btention des esters méthyliques d’acides gras

Les esters méthyliques des acides gras ont ét¢ obtenus par une trans-estérification selon la
méthode de Cecchi ef al. (1985). Les extraits des lipides totaux sont récupérés dans 2 ml
d'hexane. La méthylation des acides gras est effectué¢e par 1‘addition de 0,5 ml d'une solution
de méthylate de sodium a 3% dans le méthanol pendant 10 minutes. Apres agitation et
décantation, sont ajoutés 0,2 ml de H2SO4, 5 ml de NaCl (15%) et 0,5 ml du méthyle
nonadecanoate C19:0 (Sigma), acide gras absent dans les échantillons et dans les Bivalves de
facon générale. Pour cela, le C19:0 est pris comme standard interne. Aprés passage au vortex,
la phase supérieure est récupérée puis évaporée sous 1‘azote. Les esters méthyliques sont par
la suite récupérés dans 50ul d‘hexane et conservés a -30°C pour étre séparés par la suite par

chromatographie en phase gazeuse.

V.3.b. Séparation des esters méthyliques par chromatographie en phase gazeuse

La séparation des esters méthyliques des acides gras est réalisée par chromatographie en
phase gazeuse par un appareil Agilent, modele HP 6890 équipé d‘un injecteur split/splitless,
d‘un détecteur a ionisation de flamme a 275°C et d‘une colonne capillaire (HP Innowax) de
30 m de longueur dont le diamétre interne est de 250 um et 1°épaisseur du film est de 0,25 um.
Lors des injections, la température de l‘injecteur a été maintenue a 250°C. Le four a été
programmeé pour passer de 50°C a 180°C a raison de 40°C par minute puis de 180°C a 220°C
a 1,33°C par minute avant de se stabiliser a 220°C pendant 7 minutes. Le gaz vecteur utilisé

étant 1‘azote.

La colonne capillaire a phase stationnaire polaire permet la séparation des esters méthyliques

d‘acides gras en fonction de la longueur de leurs chaines carbonées et du degré d‘instauration.
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Chaque acide gras est représenté par un pic sur le chromatogramme. Les différents pics des
acides gras sont intégrés et analysés par le programme «HP chemstation softwarey.
L‘identification des acides gras est basée sur une comparaison de leurs temps de rétention par
rapport a ceux du standard (SUPELCO PUFA-3) inject¢ dans les mémes conditions
chromatographiques (Fig.53).

Les C22 :2i et les C22 :2j n‘ont pas de standard sur le commerce leur mise en évidence a été
faite en collaboration avec un laboratoire spécialis€ dans les acides gras des organismes
marins Torré Del Salte a Valence en Espagne sous la direction de monsieur le professeur Juan

Carlos Navarro Tarrega.
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Figure 53. Chromatogramme montrant les différents pics qui correspondent aux acides

gras présents dans 1‘extrait lipidique analysé.

125




Matériels et Méthodes

Les surfaces des pics sont proportionnelles aux quantités des acides gras correspondants.
Ainsi, les pourcentages des acides gras sont calculés a partir des surfaces des pics selon la

relation suivante :

% Acide gras = (S/>.S)*100

Avec :

S : surface du pic correspondant a 1‘acide gras considéré.

>'S : Somme des surfaces de tous les pics du chromatogramme.

V.4. Dosage des protéines totales

Les teneurs en protéines ont été estimées par la technique colorimétrique de Lowry et al.
(1951) qui ont combiné une réaction au biuret et une réaction au réactif de Folin-Ciocalteu.
Ce dernier, a base de phosphomolybdate et de phosphotungstate, réagit avec les tyrosines et
les tryptophanes, pour donner une coloration bleue qui s'ajoute a celle du biuret.

L'intensité de coloration est directement proportionnelle a la quantité de protéines présentes
dans la solution.

L'absorbance est mesurée a 540 nm par un spectrophotométre de marque Jenway 6300. La

gamme étalon a été réalisée avec de 1‘albumine sérique bovine « BSA » comme standard.

V.5.Teneur en eau
Les teneurs en eau dans la chair des différents échantillons étudiés ont été déterminées par la
différence de poids avant et apres séchage a 1°¢tuve a 105°C pendant 24 h. La teneur en eau

est calculée suivant la formule suivante :

(PF—-PS) / PSx100 avec PF : Poids frais et PS : Poids sec.

V.6. Extraction des molécules de nacre (ESM)

L'extrait de nacre est obtenu par une méthode utilisant de 1°‘éthanol avec étape de
centrifugation, puis évaporation en utilisant un Rotavapor et lyophilisation. On nomme cet
extrait : I'ESM (Ethanol Soluble Matrix). Il contient essentiellement des lipides, mais aussi

des petites molécules (Fig. 54).
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Centrifugation _ Culotrésiduel denacre
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Figure 54. Schéma d‘extraction des molécules d‘ESM

I1 faut peser 250g de poudre de nacre et ajouter 500 mL d‘éthanol absolu. Mettre a agiter dans
un ballon préalablement rincé a 1°alcool, pendant 24h a 40° C puis répartir le mélange dans
tubes a centrifugation fermés (50mL). Centrifuger a 3000 rpm pendant 20min et filtrer le
surnageant sur double papier filtre. Ensuite évaporer doucement 1‘éthanol a 1‘évaporateur
rotatif (P= 200mbar, rotation 100, t° bain=40°C). Le produit est ensuite dilué dans de 1‘eau
ultrapure (le ballon est rincé deux fois avec de 1‘eau et une fois a 1‘éthanol). Rassembler le
tout dans un ballon ou récipient pour lyophiliser. Le congeler a -80°C, si possible et le
lyophiliser. Congeler le culot restant et le lyophiliser aussi. Apres lyophilisation compléte,
peser les deux produits pour le calcul du rendement. (Poudre de nacre = surnageant ESM +
culot ESM co-produit).

Pour servir aux traitements des cellules et aprés avoir dissoudre la quantité¢ souhait¢ d‘ESM
une concentration de 20 mg/mL dans le milieu de culture la filtrer sur 0,2 um de maniere
stérile et aliquotée puis conservée a -20°C.

Cette méthode est utilisée pour obtenir I'ESM de la nacre de [*huitre perliere P. radiata (Br)

et celui de P. marguaritifera (Bm) pour une comparaison.

V.7. Extraction des lipides totaux de la nacre et de la chair

Lextraction des lipides totaux a été effectuée selon de la méthode de Folch et al. (1957)
modifié par Bligh et Dyer (1959). (Décrite dans V.1).Aprés avoir pesé la quantité d‘extrait
souhaité cette quantité en tant que solutions concentrées est ensuite resuspendu dans du
DMSO a une concentration de 100 mg/mL. La solution est filtrée de fagon stérile (0,22 pm) et
aliquotée puis conservée a -20°C. Cette méthode est utilisée pour obtenir 1‘extrait des lipides
totaux de la nacre(LN) et de la chair (LC) de I‘huitre perliére P. radiata afin de tester leurs

pouvoirs ostéogénique.
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V1.La culture cellulaire

VI.1. Milieux de culture utiliséspour les deux types de cellules

Tableau I'V. Composition du milieu de culture des cellules ATDC5

Milieu de culture des cellules ATDCS (milieu DMEM/F12 ITS)
Composition des  Milieu DMEM/F12 (Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium 1X)
milieux (Gibco)

+ 5% SVF (Dominique Dutscher)

+ 1% L-Glutamine 200 mM 100X (Gibco) (2 mM final)

+ 20 pg/mL Transférine (Sigma)

+ 3.10-8 M Sélénite de sodium (Sigma)

+ Insuline (10mg/ml)
Antibiotiques 1% PenStrep (10000 U/mL Pénicilline, 10000 pg/mL

Streptomycine) (Gibco)

Tableau V. Composition du milieu de culture des cellules MC3T3

Milieu de culture des cellulesMC3T3 (milieu cMEM) T*
Composition des Milieu MEM Alpha (Minimum Essential Medium 1X) (Gibco)

milieux + 10% SVF (Dominique Dutscher)

Antibiotiques 1% PenStrep (10000 U/mL Pénicilline, 10000 pg/mL

Streptomycine) (Gibco)
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V1.2. Entretien des cellules

Les cellules ATDC5 sont stockées 4 -196 °C en cryotubes a 10° cellules/mL, elles sont
décongelées, remises dans du milieu DMEM-F12 TS (sans insuline) (tab IV), centrifugées et
resuspendues dans du milieu, puis repiquées et incubées a 37°C, 5% CO,. Le milieu est
changé tous les 3 a 4 jours avec du milieu complet DMEM-F12 TS. Une fois les cellules a
confluence, un passage est réalisé€, les cellules sont lavées avec du PBS 1X (GIBCO®), puis
de la trypsine (GIBCO®), qui est une endoprotéase, est utilisée pour hydrolyser les liaisons
peptidiques entre les cellules et entre la flasque et les cellules, elle transforme les chaines
polypeptidiques en chaine protéique plus courte. L'action de la trypsine sera inhibée par
I‘ajout de milieu TS contenant du sérum de veau feetal (DUTSCHER®), présentant une
grande quantité de protéines, qui va inhiber son activité trypsique par un exces de substrat.
Les cellules sont ensuite centrifugées a 1300 rpm / min pendant 5 minutes, pour enlever le
surnageant et le culot est remis en suspension avec un volume permettant de répartir 1.10°
cellules/flasque T75 de 10 mL de milieu complet TS. Les cellules pourront adhérer a la paroi

et se développer.

Les démarches d‘entretien des cellules MC3T3 sont les mémes que pour les cellules

ATDCS5CH sauf que le milieu utilisé est le milieu cMEM (tableau V).

VI.2.1. Ensemencement en micromasse des plaques 12 puits des cellules

ATDCS

Pour étudier les effets des différents extraits de la poudre de nacre, les cellules ATDCS sont

ensemencées en micromasses dans des plaques 12 puits. Les ensemencements sont réalisés la
vieille du premier jour de traitement.

Le but est de déposer une micromasse de cellules soit plus exactement 10puL. d“une suspension
de cellules ATDC5 4 une concentration de 20.10° cellules ATDC5/mL. On sait d‘aprés notre
expérience qu‘une flasque T175 a confluence contient environ 1.106 ¢ ATDCS. 11 faut donc
anticiper le nombre de flasques T175 a lancer en culture pour étre stir d‘avoir suffisamment de
cellules pour pouvoir faire les micromasses sachant que dans chaque puits (des plaques a 12
puits) il y a une micromasse qui est déposée au centre de chaque puits soit 200000 cellules
par micromasse . La méthode de trypsination est identique a celles déja décrite
antérieurement et le comptage se fait a partir de la concentration cellulaire déterminée en

cellule de Malassez qu‘il faut calculer le volume de suspension cellulaire a prélever et a
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déposer dans les puits pour obtenir le nombre de cellules désiré. La suspension cellulaire est
reprise dans le volume adéquat de milieu TS 5% pour obtenir une concentration de 20.106 ¢
ATDCS5/mL. Une fois la goutte déposée, mettre les plaques 3 a 4H a 1‘incubateur 37°C, 5% de
CO2 sans les bouger et sans ajout de milieu afin de faire sécher les amas cellulaires.
Labsence de milieu va permettre aux cellules de créer une matrice extracellulaire et donc de
garder la forme d‘une micromasse. Si on avait ajouté directement du milieu de culture, les
cellules se seraient étalées. Ensuite S00uL de TS 5% sont délicatement déposés dans chaque
puits et les plaques sont laissées 24H a 1‘incubateur a 37°C. Le milieu est retiré délicatement
sans toucher les micromasses, 1 mL de milieu TS 5% frais est déposé et les plaques sont
placées 24H a 37°C. 1l s‘agit donc du jour Jour J-1( : Ensemencement des puits des plaques

12 puits avec 200 000 cell/micromasse/puits).

La culture cellulaire se fera avec une cinétique de 14 jours et [‘expérience est reproduite 3 fois
(n=3).

+ Le traitement se fera en deux parties avec :

» 3 plaques destinées a I‘histologie : J7, J10, J14 pour les colorations RA (rouge
Alizarine), BA (bleu Alcian), RS (rouge Sirius).
» Et 4 plaques destinées a la biologie moléculaire : J1, J7, J10, J14 pour les QPCR
Les cellules en micromasse sont traitées tous les 2 jours, le milieu est aspiré pour ne laisser
que 0,5mL/puits et 1 mL de milieu est ajouté dans chaque puits en semaine. Pour le week-end

il faut ajouter 3 mL de milieu.

V1.2.2. Conditions de culture

De méme qu‘avec les deux types de cellules, toutes les manipulations sont effectuées en
conditions stériles, sous hotte a flux laminaire et a 1‘aide de matériel stérilis€ ou a usage

unique.

VI.2.3. Traitement des cellules ATDCS
Le traitement se fera avec les extraits lipidiques de la nacre et de la chair de P. radiata et les

extraits ESM de la nacre de P.radiata et P. margaritifera (Fig.55)
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Figure.55 Mod¢le de plaque montrant les différents traitements sur les ATDCS.

Le milieu DMEM-F12 complet + insuline (ITS) est utilis¢é comme témoin négatif et le milieu

ITS avec ajout d‘acide ascorbique (AA) a 50 pg/mL et de B-glycérophosphate (B-GP) a 10

mM sert de témoin positif car I°‘AA et le B-GP sont des inducteurs de 1‘hypertrophie et de la

minéralisation de la lignée ATDCS. Les milieux ITS plus de 1°'AA et du B-GP avec 100ug/ml

Lc, 100ug/ml Ln, de I'ESM 100ug/ml Br et de 'ESM 100ug/ml Bm et les milieux ITS plus

de 1°'AA avec les mémes traitements voir le tableau récapitulatif VI.

Tabeau VI. différents traitements sur cellules ATDC5

Milieu COMPOSITION Traitement Pour PourPCR Q
Coloration
milieu ITS Milieu de culture
des cellules
ATDC5 (milieu
TS)+ 10ug/mi
d’ insuline
ITS +AA+GP Milieu I TS+ Lc: 100ug/mlLc Condition pour Condition pour la
50ugfn_’|l d’ acide Ln : 100ug/ml Ln Ie_rou_ge PCR
ascorbique+10m alizarine
M de ESM r: 100ug/ml Br
Betaglycérophos | ESM m: 100ug/ml
rhate Bm
ITS+AA Milieu I TS+ Lc: 100ug/ml Lc Condition pour
50ug/mld’ acide Ln : 100ug/ml Ln le bleu alcian et
ascorbique le rouge sirius
ESMr : 100ug/ml Br
ESM m: 100ug/ml
Bm
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VI1.2.4. Arrét des traitements

L*arrét du traitement des jours J1, J7, J10 et J14 des plaques destinés pour les différentes
colorations et des plaques destinés au q pcr se fait comme suit :

Jour J1 :

Arrét plaque pour QPCR

-Jour J7:

Coloration rouge alizarine, Coloration bleu alcian, Coloration rouge sirius
Arrét plaque pour QPCR

- Jour J10 :

Coloration rouge alizarine, Coloration bleu alcian, Coloration rouge sirius
Arrét plaque pour QPCR

-Jour J14 :

Coloration rouge alizarine, Coloration bleu alcian, Coloration rouge sirius

Arrét plaque pour QPCR

Pour la plaque destinée a 1‘extraction d°ARN, le milieu est retiré en totalité des puits, un
ringage au PBS est effectué, les puits sont ensuite complétement asséchés et la plaque est
stockée dans un congélateur a -80°C.

Pour les plaques destinées aux colorations Rouge Alizarine, Rouge Sirius et Bleu Alcian le
milieu est retiré en totalité des puits. Effectuer un ringage au PBS et déposer 1 mL d‘éthanol
70% dans les plaques 12 puits. Laisser fixer 30 min a température ambiante. Une fois la
fixation terminée commencer les colorations ou parafilmé les plaques en laissant 1°éthanol

dans les puits et les stocker a -20°C.

VI.2.5. Ensemencement en monocouche des plaques de 24 puits des cellules

MC3T3

Aprées avoir aspiré le milieu des flasques T75 contennat les cellules MC3T3, ces dernieres
sont lavées avec du PBS 1X (GIBCO®), puis de la trypsine (GIBCO®) afin de décoller les
cellules. L'action de la trypsine sera inhibée par I‘ajout de milieu (a-MEM, GIBCO®)
contenant du sérum de veau feetal (DUTSCHER®), en prenant un peu de la suspension dans
du bleu trypan (50/50 pl) afin de nous monter les cellules mortes des vivantes au microscope

nous procédons au comptage des cellules par la formule suivante :

Densité de cellules /ml = nombre de cellules* dilution*4 *1000
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Les cellules sont ensuite centrifugées a 1300 rpm / min pendant 5 minutes, pour enlever le

surnageant et le culot est remis en suspension avec un volume permettant d‘avoir 8,4.106 cell

pour la manipulation a raison de 50 000 ¢ MC3T3/puits. Apres avoir déposé¢ 800ul de la
suspension/puits nous ajoutons 1ml du milieu a-MEM et les plaques sont ensuite laissées 24H
a lI‘incubateur a 37°C, 5% de CO?2. Il s‘agit donc du jour Jour J-1( : Ensemencement des puits

des plaques 24 puits avec 50 000 cell /monocouche /puits).

La culture cellulaire se fera avec une cinétique de 14 jours avec une quantité de manipulation
(n=3).

+ Le traitement se fera en deux parties avec :

» 3 plaques destinées a 1‘histologie : J7, J10, J14 pour la colorations RA (rouge
alizarine).
» Et 4 plaques destinées a la biologie moléculaire : J1, J7, J10, J14 pour les QPCR
>
Les cellules en monocouche sont traitées tous les 2 jours, Les milieux ont été renouvelés tous
les 2-3 jours et quand les cellules arrivent a confluence ainsi le milieu de traitement est aspiré,
0,5mL/puits et de milieu de traitement est ajouté dans chaque puits en semaine. Pour le week-

end il faut ajouter 1 mL de milieu.

V1.2.6. Traitement des cellules MC3T3

Le traitement se fera avec les six conditions comme suit :
T (Témoin négatif): milieu de culture aMEM

TJr (Témoin positif): milieu de culture aMEM + AA (acide ascorbique 50ug/ml)

+GP (10mM de B-glycérophosphate)

Ln (lipides Nacre P.radiata): milieu de culture aMEM + AA + GP + extrait lipidique
de nacre (100pg/ml)

Lc (lipides Chair P.radiata): milieu de culture aMEM + AA + GP + extrait lipidique
de chair (100pg/ml)

Br (ESM P.radiata):milieu de culture aMEM + AA + GP + ESM de P.radiata (100pg/ml)
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Bm (ESM P.margaritifera):milieu de culture aMEM + AA + GP +:ESM de P.margaritifera
(100pg/ml), (fig .56).

O O O O Lipides Nacre P, radiato
O O O O Lipides Chair P radiata
O O O O ESM B P radiata
0000

Q000
Q000

Figure .56 Mod¢le de plaque montrant les différents traitements sur les MC3T3

Les pré-ostéoblastes MC3T3, seront un modéle utilisé pour caractériser le pouvoir
ostéogénique des extraits (LC, LN, ESMm ou Bm et ESMr ou Br) et ainsi prouver la
stimulation des phases terminales de la différenciation ostéoblastique. Les cellules ont été
cultivées dans un milieu Minimum Essential Medium alpha medium (a-MEM, GIBCO®)
enrichi de 10% SVF (ATCC) avec 1% pénicilline/streptomycine (Penicillin-Streptomycin-,
ATCC). Les cellules sont ensemencées a JO dans des microplaques de 24 puits (Corning,
stérile). Les conditions de cette étude ont nécessité 1‘ajout d‘inducteurs de minéralisation :
dune part du B-glycérophosphate (10mM) (Sigma-Aldrich) et d‘autre part de 1‘acide

ascorbique (50pg.ml-1) (Sigma-Aldrich). Afin de comparer 1‘effet des inducteurs, la colonne

des puits du milieu T sans inducteur de minéralisation.

VI1.2.7. Arrét des traitements

Lfarrét du traitement des jours J1, J7, J10 et J14 des plaques destinés pour les différentes
colorations et des plaques destinées au QPCR se fait comme suit :
Jour J1 :

Arrét plaque pour QPCR
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- Jour J7

Coloration rouge alizarine et arrét plaque pour QPCR
- Jour J10 :

Coloration rouge alizarine et arrét plaque pour QPCR
- Jour J14 :

Coloration rouge alizarine et arrét plaque pour QPCR

Pour la plaque destinée a 1‘extraction d‘ARN, le milieu est retiré en totalit¢ des puits, un
ringage au PBS est effectué, les puits sont ensuite complétement asséchés et la plaque est
stockée dans un congélateur a -80°C.

Pour les plaques destinées aux colorations Rouge Alizarine, le milieu est retiré en totalité¢ des
puits. Effectuer un ringcage au PBS et déposer 800 uL d‘éthanol 70% dans les plaques 12
puits. Laisser fixer 30 min a température ambiante. Une fois la fixation terminée commencer
les colorations ou parafilmé les plaques en laissant 1°‘éthanol dans les puits et les stocker a -

20°C.

VI1.2.8. Etude de la cytotoxicité et de la viabilité cellulaire.
Un test de cytotoxicité et de viabilité (tests LDH et MTT) ont été réalisé sur les différents
extraits lipidiques et ESM% (Ln, Lc, ESMr et ESMm).

Le test au MTT (Mosmann 1983) est utilis¢ pour évaluer le nombre de cellules viables. Il est
basé sur la transformation du MTT (3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium
bromide) en cristaux bleus de formazan par une enzyme mitochondriale, la succinate
déshydrogénase. Les cristaux de formazan formés sont solubilisés et sont ainsi détectables
par spectrophotométrie a une longueur d‘onde de 550 nm. Ce test est utilisé pour comparer

1‘effet toxique des molécules testées.

VI.2.8. a. Test MTT

Pour chaque temps étudié, 20 pl de la solution de MTT (Sigma) (5 mg/ml dans du PBS) sont
ajoutés dans chaque puits. Aprées 4h d‘incubation a 37°C en atmosphére humide, le milieu est
jeté puis ajouter 200ul de DMSO afin de lyser les cellules et incuber Smin a 37°C.

L‘absorbance est mesurée a 550 nm, par un lecteur de plaques.
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VI.2.8. b. test LDH

Le principe du dosage LDH est de déterminer le taux de mortalité d“une population cellulaire.
Une augmentation de la quantité de cellules mortes ou dont la membrane est endommagée
entraine une augmentation de l‘activité enzymatique LDH dans le surnageant. Cette enzyme
réduit le sel de tétrazolium INT (jaune) en formazan (rouge). La quantité¢ de formazan formée

est directement proportionnelle au nombre de cellules lysées.

Réaliser 1‘ensemencement cellulaire d‘une plaque de culture la veille du traitement. Traiter
ensuite ces cellules avec les molécules dont la toxicité est a évaluer. Le traitement est réalisé
24 a 48h avant la réalisation du test LDH. Le volume par puits est de 200pul.

L‘ensemencement de deux puits, en triplicat, par des cellules qui ne sont pas traitées,
permettra de constituer les contrles positifs et négatifs, respectivement « high control » et
« low control ». Du milieu, déposé en triplicat, dans des puits non ensemencé, permettra de

constituer le contrdle du bruit de fond du au milieu de culture ou « background ».

Pour réaliser le « high control », lyser les cellules par 1‘ajout de 4ul de solution triton 100x.
M¢élanger soigneusement ensuite transférer chaque surnageant de culture dans un tube
eppendorf. Réaliser une centrifugation, Smin a 1000rpm puis transférer 100ul de chaque
surnageant cellulaire pour chaque condition dans un puits de plaque 96 puits, puis ajouter
100ul de réactif de détection dans chaque puits. Incuber 30min a température ambiante a

1‘abri de la lumiére. Et enfin lire la plaque sur lecteur de microplaque a 490nm.

Valeur expénmentale —low control

High control—low control
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VII. Histologie

VII.1. Coloration Bleu Alcian

Le bleu alcian (Shukunami et al., 1996) est un cation tétravalent (colorant basique) qui va
révéler les fonctions acides ionisées -COOH et -SO3H des GAGs (glycosaminoglycanes) au
pH utilisé. Le Bleu Alcian met en évidence les GAGs par liaison saline. Il colore uniquement
les polysaccharides sulfatés en bleu comme les GAG (sauf 1'acide hyaluronique qui n'est pas
sulfaté). La coloration est spécifique pour les glycosaminoglycanes, dans la mesure ou le
colorant est utilis¢ a un pH acide (pH=2,6). Ils sont principalement situés a la surface des
cellules ou dans la matrice extracellulaire. Le cartilage en est composé en grande partie. La
solution de bleu alcian utilisée qui se conserve ad aeternam est a 0,1% de bleu Alcian 8GX
dans HCL 0,1M. Les cellules sont fixées avec de 1‘éthanol 70% pendant 30 min puis rincez
les cellules en H20, 2 fois 30 secondes. La solution de bleu Alcian est ajoutée (coloration
allant de 15min a toute la nuit en fonction du temps de coloration). Les cellules sont de
nouveau rincées en H20, 2 fois 30 secondes (conserver en H20) et la plaque est prise en

photo apres séchage a température ambiante.

VIIL.2. Coloration rouge Alizarine

L'Alizarine (ou Rouge mordant) (Dahl, 1952) est un pigment rouge d'origine végétale, qui est
utilisé pour déterminer quantitativement par colorimétrie, la présence de dépdts calciques par
les cellules de la lignée osseuse. L‘augmentation de la minéralisation est proportionnelle a
l‘intensité de la coloration rouge. La solution de rouge alizarine est a faire extemporanément.
Cest une solution de Rouge alizarine a 1% en H20 ajusté a pH 4,1-4,3 avec une solution
ammonium hydroxyde de 0,1% sous agitation. Les cellules sont fixées avec de 1‘éthanol 70%
pendant 30 min puis rincées en H20, 2 fois 30 secondes. La solution de Rouge Alizarine
(1mL) est ajoutée (coloration 30 sec a 5 min).

Ensuite 1‘exceés de colorant est retiré a la pipette quand la coloration est développée. Les
cellules sont rincées en H20, 5 fois 30 secondes.Et la plaque est prise en photo apres séchage

a température ambiante.
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VIL.3. Coloration rouge Sirius

Le Rouge Sirius est un colorant anionique du collageéne. La réaction se produit entre les
groupements sulfoniques du colorant et les groupements basiques présents sur les molécules
de collageéne. La coloration au Rouge Sirius est réalisée avec une solution saturée en acide
picrique a 0,1 %. Les cellules sont fixées avec de 1‘¢thanol 70% pendant 30 min puis rincées
en H20, 2 fois 30 secondes. La solution de Rouge Sirius (1mL) est ajoutée (coloration jusqu‘a
30 min a température ambiante). Ensuite 1‘excés de colorant est retiré a la pipette quand la
coloration est développée. Les cellules sont rincées en H20, 3 fois 30 secondes. Et la plaque

est prise en photo apres séchage a température ambiante.

Les colorations au Rouge Sirius, au Bleu Alcian et au Rouge Alizarine sont utilisées

respectivement pour visualiser le collagene, les GAGs et les dépdts calciques.

VIILBiologie Moléculaire

VIIIL.1. Extraction des ARN totaux avec le kit RNeasy Plus
(QIAGEN)

Ajouter le tampon de lyse RLT (qui contient 10ulL de B-mercapto-éthanol/mL) dans chaque
puits : Pour une surface < 6 cm => 350 puL tp RLT+ B-mercapto-éthanol Pour une surface > 6
cm => 600 pL tp RLT+ B-mercapto-éthanol Il faut faire des mouvements de balancelle pour
que le tampon recouvre toute la surface et laisser quelques minutes. Effectuer des aspiration-
refoulement ou flush 2 a 3 fois avec une pl1000 puis aspirer le lysat et le déposer dans la
colonne gDNA eliminator (qui présente un disque violet). Centrifugation 30 secondes, a 10
000 rpm. Aprés avoir jeté la colonne gDNA eliminator qui contient 1°ADN génomique dans
une poubelle spéciale pour les déchets de B-mercapto-éthanol, ajouter un volume d‘éthanol a
70% a 1‘¢luat. (1 volume : si tampon RLT+ B-mercapto-éthanol = 350 pL ajouter 350uL
d‘éthanol a 70%) et flush 2 a 3 fois. (Cette étape est importante car 1‘é¢thanol modifie la
conformation de 1°ARN afin qu‘il puisse se fixer sur la prochaine colonne). Prélever 1‘¢luat
(700 puL ou 1200 pL suivant le cas) et le déposer dans la colonne RNeasy. Centrifugation 15
secondes, 10 000 rpm, puis rejeter 1°¢luat. Ajouter 700 pL de tampon RW1 qui a pour rdle de
retirer les sels et les débris cellulaire car sels + alcool + ARN = précipité, donc c‘est une étape

de lavage. Centrifugation 15 secondes, 10 000 rpm, rejeter 1‘¢luat. Ajouter SOOuL de tampon
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RPE (étape de lavage), centrifugation 15 secondes 10 000 rpm, rejeter 1°€luat, puis ajouter de
nouveau 500 puL. de tampon RPE (lavage) centrifugation 2 minutes a 10 000 rpm et rejeter
1‘¢luat. Placer la colonne dans un nouveau tube propre (tube 2 mL sans capuchon),
centrifugation 1 minute a 13 000 rpm (cette étape a pour but d‘assécher la colonne pour
enlever toutes traces de tampon RPE qui contient de 1‘éthanol et diminue la qualité¢ de
1°ARN). Jeter le tube de 2 mL et placer la colonne RNeasy dans un nouveau tube (tube 1,5mL
avec capuchon), ajouter 30 ou 50uL de réactif RNase-free water directement au centre de la
membrane de la colonne sans y toucher. Centrifugation 1 minute a 10 000 rpm, jeter la
colonne RNeasy, 1°'ARN pur est ¢lué¢ au fond du tube. Placer le tube dans la glace en attendant

de le doser ou le stocker a -80°C.

VIII.2. Dosage des ARN au NANODROP

Utiliser le logiciel ND-1000 V3, 5.2 et aller sur 1‘icone « acide nucleic »

Le systtme de rétention d‘échantillon utilis¢ par le spectrofluorimétre NanoDrop permet
I‘analyse de volumes d‘échantillons extrémement faibles (1-2 microlitres). La concentration
en ARN est donnée en ng/uL et des ratios d‘absorbance sont aussi calculés comme

A260/A280 pour voir la pureté de 1°ARN.

VIIL.3. Transcriptase inverse (RT)

Pour pouvoir effectuer la derniére étape qui est la PCR en temps réel, il nous faut de | ADNc.
La RT correspond a I'«inverse» d'une réaction de transcription de I'ADN en ARN. La synthese
d'ADNc a partir d°’ARN est catalysée par des transcriptases inverses. Ces enzymes sont des
ADN polymérases ARN dépendantes, capables d'utiliser un brin dARN comme matrice pour
catalyser la synthése du brin d'ADN complémentaire.

Composition tube PCR :
- Mix RT : 4 pL tampon rétrotranscriptase RT (5X) + 2 uL dNTP mélange des 4
désoxyribonucléotides A, T, G, C (5SmM) + 1 uL M-MLV Rtase (200 U/uL) +2 uL DTT

(100mM) + 1 pL hexaprimers (3pug/ul)

- Volume (uL) ARNt a prélever pour la quantité désirée
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Exemple : apres dosage nous savons que la concentration [ARNt] dans 1‘échantillon X = 250
ng/pL et pour commencer l‘étape de rétrotranscription nous voulons 500 ng d‘ARNt, nous
préleverons ainsi 2puLl de 1‘échantillon X.

- (QSP) Quantité Suffisante Pour 20uL eau stérile

Centrifugation _‘ull speed*‘, mettre le tube 1H a 1‘étuve a 37°C, aprés 5 min a 95°C (pour
détruire 1‘enzyme et les ARNm), ensuite le placer dans la glace quelques minutes et terminer

par une centrifugation « full speed ». Conservation de 1°ADN a -20°C

VIIL.4. Polymérase Chaine Réaction (PCR) en temps réel

Cette technologie est basée sur la détection des produits d‘amplification rendue possible grace
a l‘incorporation d‘une molécule fluorescente dans le mélange réactionnel : la quantification
de 1‘émission de ce rapporteur fluorescent (ici le SYBR® Green, un agent intercalant de
1°ADN double brin) est directement proportionnelle a la quantité d‘amplicons générés pendant
la réaction de polymérisation en chaine (PCR). Le SYBR® Green est fluorescent tant qu‘il est
li¢ a 1°'ADN double brin.

La valeur Ct est définie comme le nombre de cycles auquel la courbe d‘amplification atteint le
seuil de fluorescence, situé¢ dans la portion exponentielle de la courbe d‘amplification. Ainsi,
le Ct est d‘autant plus faible que le transcrit est fortement exprimé. Les thermocycleurs
utilisés sont équipés d‘un dispositif de détection de fluorescence, lequel est controlé par un
programme informatique qui quantifie et convertit le signal fluorescent en quantité
d‘amplicons. Cette technique peut également étre utilisée pour mettre au point des amorces
(détermination de la température optimale d‘hybridation par gradient de température,
réalisation de gamme de dilution).

Le rendement de l‘extraction des ARN et la qualité de la rétrotranscription pouvant varier
d‘un échantillon a I‘autre, ces derniers sont aussi analysés pour un gene de référence (a
expression constitutive stable) tel que les génes codant pour la B-actine ou la glycéraldéhyde-
3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) ou encore: le géne codant une protéine ribosomiale
RPS29 qui sont appelés aussi gene de ménage, permettant de normaliser les taux d‘ARN.
Chaque produit d‘ADN double brin est synthétisé a une température de fusion (Tm)
spécifique, définie comme étant la température a partir de laquelle 50 % de 1°ADN est sous
forme double brin et 50 % sous forme simple brin. Aprés le dernier cycle de PCR, la
température est rapidement élevée a 95 °C pour dénaturer 1°ADN double brin, puis elle est

abaissée a la température de 55 °C ce qui provoque la reformation d°‘ADN double brin. La
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température est ensuite élevée lentement a 95 °C. La fluorescence est lue en continu pendant
cette remontée : quand la température augmente, 1°’ADN double brin se dissocie, ce qui
entraine la libération du SYBR Green dans le milieu et une diminution progressive de la
fluorescence. Lorsque 50 % de I°ADN double brin sont dissociés, la fluorescence chute
brutalement, c‘est a cette température que correspond la température de fusion du produit
synthétisé. La température de fusion est obtenue en tracant la dérivée premicre négative de la
fluorescence en fonction de la température : elle correspond au maximum de la courbe. Ceci
nous permet de vérifier la spécificité de 1‘amplification lors de la qPCR (un pic correspond a
un géne amplifié sans produit aspécifique).

Les criteres de sélection des amorces choisises, mis au point au laboratoire, sont multiples. La
taille de 1‘oligonucléotide doit étre comprise entre 18 et 20 pb. La distance entre les deux
primers (5° et 3°) doit étre comprise entre 100 et 200 pb de facon a ne pas modifier 1‘efficacité
de I‘enzyme. Le pourcentage de GC doit étre compris entre 40% et 60%. Il faut également
s‘assurer qu‘il n‘y ait pas d‘hybridation possible avec d‘autres séquences, (vérification sur
Blast). Les mises au point permettent que pour chaque couple de primers, 1‘efficacit¢ de PCR
€ soit sensiblement la méme afin de pouvoir comparer plus justement les différentes
expressions.

Les séquences des amorces utilisées, ainsi que la température d‘hybridation utilisée sont
présentées dans le tableau VII et VIII.

Les PCR en temps réel ont été réalisées en plaques 12 puits pour les ATDCS et en plaques 24
pour les MC3T3.

Programmation de la PCR en temps réel avec le logiciel StepOne Software v2.1 :

1) Réglage plaque : plaque 96 puits, choix de 1‘intercalant SYBRgreen, comparaison Ct 2)
Dessin des plaques : nom échantillon + gene testé a chaque puits 3) Réglage des cycles :
Dénaturation initiale 10 min a 95°C

Dénaturation 20 sec a 95°C : séparation des 2 brins d°ADN cycle X 40 Hybridation spécifique
des amorces 20 sec aux t° optimales des amorces Elongation 20 sec a 72°C: 1‘enzyme Taq

polymérase synthétise les brins d‘ADN

Lanalyse des résultats est fondée sur la méthode dite des AcT (Livak et Schmittgen, 2001).
La valeur Ct obtenue pour le géne RPS29 (ou NADPH), dont [‘expression est constante, est
soustraite a la valeur Ct du geéne d‘intérét pour chaque échantillon ; ceci définit le ACt de

I‘échantillon. Le ACt de 1‘échantillon de référence (contrdle J7 par exemple ou témoin non
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traités par l‘extrait lipidique) est alors soustrait aux ACt des échantillons pour obtenir le AACt.
Puisque la quantité de copies d°ADN est multipliée a chaque cycle de la PCR par (1+¢€) ou ¢
est l‘efficacité de cette derniere, la quantité relative d°ADN présente au départ dans
1‘échantillon par rapport a 1‘échantillon de référence est 2- AACt.

Le niveau d‘expression des geénes utilisés pour les cellules ATDCS de RP29 (geéne de ménage
ou gene de référence), Col 1A2, Col 2A1, Aggrécane, Col XAl est analys¢ par PCR

quantitative en utilisant les amorces décrites sur le tableau VII.

Tableau VII. Séquence des amorces utilisées pour la PCR en temps réel pour les ATDCS

Température

Génes Orientations Séquences de 5’ vers 3’ zio’:;fbridation
Aggrécane Sens GCTGCAGTGATCTCAGAAGAAG 60

Anti-sens GATGGTGAGGGAAGACCCTA
Col 1 A2 Sens CTCCAGCCTTTCCAGGTTCT 60

Anti-sens CTCCAGCCTTTCCAGGTTCT
Col 2 A1 Sens TGGTATTCCTGGAGCCAAAG 60

Anti-sens ACCAGTTGCACCTTGAGGAC
Col X Al Sens TTCATCCCATACGCCATAAAG 58

Anti-sens AGGGACCTGGGTGTCCTC
RP29 (ou géne Sens GGAGTCACCCACGGAAGTT 60

de ménage) )
Anti-sens GCCTATGTCCTTCGCGTACT

Le niveau d‘expression des génes utilisés pour les cellules MC3T3 de GAPDH (gene de
ménage), Osteopontine, Osteocalcine, Coll, RunX2 est analysé par PCR quantitative en

utilisant les amorces décrites sur le tableau VIII.
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Tableau VIII. Séquence des amorces utilisées pour la PCR en temps réel pour 1lesMC3T3

Génes Orientations Séquences de 5’ vers 3’

Sens GCAAGAAACTCTTCCAAGCA
Ostéopontine Anti-sens AGATTCATCCGAGTCCACAG

Sens CTGGCTGCGCTCTGT
Ostéocalcine Anti-sens TTATTGCCCTCCTGCTT

Sens GCGAAGGCAACAGTCGCT
Col I Anti-sens CTTGGTGGTTTTGTATTC GATGAC

Sens TCTGGCGTTTAAATGGTTAATCTC
runx2 Anti-sens CCCTCTGTTGTAAATACTGCT
GAPDH (ou géne de Sens TTC ATT GAC CTC AACTAC AT
ménage) Anti-sens GAG GGG CCATCC ACA GTCTT

IX.Méthodes d'analyse statistique

IX.1.Expression et interprétation statistique des résultats

Les analyses statistiques des données obtenues ont été effectuées par le logiciel XLSTAT

version 7. 5. 2.

IX.1.1.Anova et Manova

La variation saisonniere des parametres morphologiques, biométriques de 1‘espece, de la
composition biochimique en lipides: en acides gras des lipides totaux et des catégories
lipidiques de la chair et de la nacre de P.radiata sont signalés en moyenne + écart-type. Apres
avoir vérifié la normalité, et si nécessaire faire la transformation des données selon la
formule : LOG (N*100), nous avons donc adopté la méthode d‘analyse de la variance
ANOVA et MANOVA (p<0,05) qui teste la signification des différences entre les moyennes

et permet d‘évaluer 1‘influence de la période d‘échantillonnage sur les différentes analyses
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faites dans ce travail de synthése. Nous avons aussi confirmé nos résultats par 1“utilisation
d‘un certain nombre de tests : Test LSD de Tukey, test HSD, test de Duncan, test de Scheff¢.
Le coefficient de corrélation de Pearson (n) a été utilisé aussi pour étudier les relations entre

les principaux parameétres étudiés.

Le calcul du coefficient de corrélation (r) permet en outre de mesurer la relation linéaire

(« proportionnalité ») entre les valeurs de deux variables ou parametres.

Toutes les données sont exprimées en moyenne +/- SD. La moyenne est réalisée sur au moins
quatre expériences différentes. Les points stimulés sont comparés aux points contrdles
respectifs, et les calculs statistiques des différences de moyennes sont réalisés par 1‘utilisation
du Test ANOVA, ou du test de Student ¢z. Une valeur de p<0,05 est considérée comme

statistiquement significative

IX.1.2. Analyse en Composantes Principales (ACP)

Actuellement, 1‘analyse statistique multivariée est un outil incontournable pour étudier des
données provenant de nombreuses observations faites sur plusieurs variables. Elle a pour but
de résumer I‘information continue dans les données sur un nombre réduit de dimensions
reflétant au mieux les proximités entre observations et/ou entre variables. Pour effectuer cette
analyse, nous avons eu recours a 1°‘Analyse en Composante Principale (ACP)

L‘Analyse en Composante Principale (ACP) est une méthode appropriée aux données
multidimensionnelles, lorsque toutes les variables observées sont de type numérique, de
préférence dans les mémes unités et que 1‘on veut voir s‘il y a des liens entre ces variables.
Cette technique s‘avere donc une technique mathématique permettant de réduire un systéme
complexe de corrélation en un plus petit nombre de dimensions.

L‘ACP est donc une méthode de réduction du nombre de caractéres permettant des
représentations géométriques des individus et des caracteres. Elle construit de nouvelles
variables

artificielles et des représentations graphiques permettant de visualiser des relations entre

variables ainsi que I'existence éventuelle de groupes d'individus et de groupes de variables.

C‘est une méthode qui consiste a transformer des variables liées entre elles (dites "corrélées")
en nouvelles variables indépendantes les unes des autres ("non corrélées"). Ces nouvelles
variables sont nommées "composantes principales", ou axes. L‘ACP permet de réduire

l'information en un nombre de composantes plus limité que le nombre initial de variables.
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I1 s'agit d'une approche a la fois géométrique (représentation des variables dans un nouvel
espace géométrique selon des directions d'inertie maximale) et statistique.

(recherche d'axes indépendants expliquant au mieux la variabilité - la variance - des données).
En général, la réduction du nombre de variables, utilisées pour décrire un ensemble de
données, provoque une perte d'information. L'ACP procede de facon a ce que cette perte

d'information soit la plus faible possible (Palm, 1998 ; Baccini, 2010).

L'Analyse en Composantes principales peut donc étre vue comme une technique de réduction
de dimensionalité et a pour objectif aussi de déterminer des représentations graphiques
planes, appelées cartes, sur les axes factoriels pris deux a deux. Ces représentations
permettent d'analyser au mieux les proximités (corrélations) et les écarts entre les différentes
variables. En particulier, elles doivent permettre d'isoler les individus « atypiques » et de

regrouper les individus « semblables » dans notre travail il s‘agit de six individus par saison.

Mathématiquement, la détermination des axes factoriels se fait par diagonalisation de la
matrice de variances-covariances, d‘ou le vocabulaire utilis¢ (valeurs propres, vecteurs
propres).

La premiere Composante principale (CP1) recueille la partie majeure de la variation dans
I'ensemble de données. En termes mathématiques, les CP sont les valeurs propres de la
matrice de corrélation et la technique qui permet de trouver ces valeurs propres est appelée
'analyse propre. A Chaque CP (chaque vecteur propre) correspond une valeur propre qui
donne la quantité de variance de l'ensemble des données expliquée par cette composante
(Vandeginste et al., 1998). Selon kaiser (1970), le critere —abolu” de choix de 1°‘axe factoriel

est de ne retenir que les axes dont les valeurs propres sont supérieures a 1.

Le 1™ axe factoriel, ou axe principal d'inertie, est la direction de "plus grand allongement" du
nuage (en statistiques on dit : "de plus grande dispersion" ou "de plus grande inertie" du
nuage) (Raffestin, 2005). L'axe factoriel F1 est donc l'axe selon lequel est préservé, par

projection, le maximum de la dispersion initiale des points du nuage.

le 2 ™ axe factoriel est la deuxiéme direction d'allongement du nuage, c'est-a-dire celle qui

explique, aprés le 17 axe, le maximum de 1'inertie résiduelle. L‘axe factoriel 2 est orthogonal

au 1, ce qui traduit le fait que la 2 "™ composante principale est non corrélée a la premiére.
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Comme précédemment, on cherchera a donner un sens a cette 2™ composante principale, en
observant comment elle combine les variables de départ, et ainsi de suite, jusqu'a avoir
remplacé les _m‘anciens axes par m nouveaux axes (les axes factoriels), portant des parts
décroissantes de la dispersion initiale et dont les 2, 3 ou 4 premiers suffisent souvent a donner

une image a peine déformée du nuage initial (Raffestin, 2005).

Les mapping de 1°‘ACP sont les projections des variables et des individus sur un plan factoriel
déterminé. On commencera par interpréter le premier plan factoriel (celui formé par les
facteurs F1 et F2) car c‘est celui qui concentre la plus grande partie de l‘information du
nuage. Sur un plan factoriel, on n‘interpréte que les variables et les individus qui sont bien
représentés. Pour les individus, on utilisera les contributions absolues et relatives alors que
pour les variables, on n‘interprétera que celles qui sont proches du cercle de corrélation et

dont I‘indice KMO (Kaiser-Meyer- Oklin) est supérieur a 0,7.
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Introduction

Un pré-requis essentiel pour toute étude de la composition en acides gras de bivalves marins
est la connaissance de certaines caractéristiques de leur composition lipidique détaillée « de
base », qui est a ce jour inconnue. Et portant notre intérét sur 1‘ostéogénie de la nacre de
1‘espéce Pinctada radiata et son potentiel de substitution osseuse, il nous est apparu essentiel
d‘étudier en paralléle la composition en acides gras de sa chair afin de comparer les profils
saisonniers et voir leur relation. Le but est de compléter si nécessaire avec les acides gras de
la chair en culture cellulaire et d‘essayer de comprendre la composition saisonniere en acides
gras de la chair et de la nacre en comparant ses deux profils. A notre connaissance, les
informations concernant la composition en acides gras chez P. radiata sont trés peu présentes

dans le monde et abscentes sur les cotes de la Tunisie.

Dans le cadre de 1°¢tude de la composition lipidique de 1°huitre perliere P. radiata associée a
la nutrition, il apparait que seule la composition en acides gras de l‘espece P. radiata au
niveau des cotes tunisiennes et méme au niveau de la méditérranée n‘a pas été étudiée. Il
s‘agit plus particuliérement de ses lipides polaires et des catégories lipidiques qui sont liés a
sa richesse en tant que source d‘oméga 3 et 6. Une étude des caractéristiques de la
composition lipidique chez 1°espéce bivalve [*huitre perliére P. radiata fait 1°‘objet du premier

chapitre, ainsi que sa composition saisonniere en protéines et de sa teneur en eau.

Une investigation saisonniere de la composition élémentaire (teneur en maticre seche, teneur
en cendres, protéines et lipides) de 1‘espéce P. radiata a été faite au niveau de la baie Maden
du golf d‘Antalya de la Turquie (Nalan G, 2006). Il existe plusieurs études :
@ sur la structure et les modes de variation génétique de la population de Pinctada
radiata au niveau du golf de 1°arabie Saoudite (Amal Al-Saadi, 2013),
@ une ¢étude sur I‘introduction de I°‘espeéce invasive au niveau des cotes d‘Israel (Bella S.
Galil ; 2007),
@ ct une étude sur I‘analyse morphométrique de la population de cet espéce au niveau

des iles de Malte (Alan D et al., 2014).

En Tunisie jusqu‘a nos jours, une seule étude biologique portant sur la reproduction de cette

huitre récoltée autour des iles de Kerkennah a été effectuée (Zouari et Zouali, 1994 et Tlig-
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Zouari ; 2009). En se basant sur des études récentes sur la répartition et la densité de cett
espece dans le nord et 1°est tunisien (Tlig-Zouari ; 2009) et dans le sud (Derbali et al., 2011).
Il nous est alors paru intéressant d‘étudier la composition lipidique de sa chair. Il s‘agit des
lipides polaires et plus particulicrement les catégories lipidiques appelées les
glycérophospholipides (PE, PI, PS et PC) en tant que source d‘oméga 3 ainsi que la
composition en acides gras totaux et particulierement les catégories lipidiques de la nacre qui
entrent dans la composition de la membrane cellulaire. Ce dernier est considéré comme un
biomatériau potentiel de substitution osseuse. Afin de promouvoir les intéréts de la nacre de
P. radiata, des investigations sont possibles sur la création d‘un biomatériau implantable pour

1‘homme. 11 s‘agit d‘une premiere étude sur P.radiata.

En Tunisie une investigation a été réalisée sur les caractéristiques mécaniques et physico-chimiques
de la nacre exploités en tant que substitut osseux (Hamza et al., 2007), sur la morphologie de la
coquille et de la variabilité de la croissance relative de la nacre de P. radiata en Tunisie.
Bellaaj-Zouari ef al. (2011) ont montré la caractérisation physique et chimique des protéines
adsorbées sur la fonctionnalité sur électrode d'or avec le corail et de la nacre tunisienne

(Hamza et al., 2013).

La plupart des études sont consacrées a des protéines, malgré que les sucres ont été décrits. A
notre connaissance, la composition en acides gras de la nacre des bivalves mollusques n'a pas
encore été étudiée. Rousseau et al. (2006) montre pour la premicre fois la présence de lipides
dans la nacre démontrant que les lipides de la nacre sont efficaces dans la réparation de la
barricre lipidique de la peau et qu'il pourrait compléter le  déficit
en lipides de la couche cornée. Farre et al. (2009) ont déja caractéris€¢ la composition
biochimique des lipides de 1'enveloppe de couche nacrée de Pinctada margaritifera (lipides
totaux, lipides polaires (phospholipides et pigments), des stérols (cholestérol) et de

triglycérides (trioléine)), sans préciser le profil des différents acides gras.

Rappelant que les protéines transmembranaires traversent les deux feuillets de la membrane.
Ces protéines sont liées de maniere stable a la membrane avec 1‘environnement hydrophobe
de la face interne de la membrane, par les acides aminés apolaires de leurs hélices a. Elles ne
peuvent ainsi €tre séparées de la double couche phospholipidique. GPR40 est un récepteur

protéique transmembranaire sur lequel certains acides gras viennent se fixer, ce qui engendre
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un signal cellulaire GPR40 (fait partie de la famille des récepteurs transmembranaires couplés
a une protéine G). En effet, Wauquier et al., 2014 avaient montré que Le récepteur lipidique
GPR40 joue un role clef dans la protection du squelette, en maintenant la densité minérale
osseuse. GPR40, un récepteur aux acides gras, a été découvert sur la membrane des cellules
osseuses impliquées dans le remodelage osseux. Wauquier et al (2014) ont découvert qu‘il
¢tait aussi localisé sur la membrane des cellules osseuses impliquées dans le remodelage
osseux : les ostéoclastes. Ils ont mis en culture des cellules de moelle osseuse, de maniére a
isoler les ostéoclastes et leurs précurseurs cellulaires. Lorsque les récepteurs GPR40 de ces
cellules sont stimulés, la différenciation cellulaire des ostéoclastes est inhibée. L‘os est donc

moins résorbé, ce qui freine la perte osseuse.

A partir de ces données notre travail nous procure une idée sur la composition en AG
particuliers, qui pourront étre a 1‘origine de 1‘ostéointégration des extraits lipidiques de la
nacre aux différentes cellules qu‘il s‘agit bien 1‘étude des effets des lipides de la nacre ou de
la chair sur les préostéoblastes MC3T3 et les préchondrocytes ATDCS a travers la culture
cellulaire et la biologie moléculaire.

Dans les chapitres se rapportant a la composition des lipides de la chair et de la nacre de
P.radiata nous nous proposons de suivre 1°‘évolution au cours du temps des proportions des

lipides totaux, des lipides polaires ainsi que celles des différentes catégories lipidiques.

En fonction de leur affinité pour certains solvants en chromatographie liquide, les lipides
peuvent se subdiviser en deux grandes classes : les lipides neutres (LN) et les lipides polaires
(LP). Cette subdivision, bien qu‘assez imprécise, est trés largement utilisée dans la littérature,
dans la mesure ou elle se retrouve lors des séparations méthodologiques. Il a été aussi proposé
d‘utiliser les termes lipides simples (aprés hydrolyse donnant au plus deux constituants
primaires par mole) et lipides complexes (aprés hydrolyse, trois (ou plus) constituants

primaires par mole), ou bien les termes lipides de réserve et lipides membranaires.

Dans le présent travail, nous nous intéréssons seulement aux lipides polaires plus
particulierement les glycérophospholipides d‘un c6té en vue de leur importance au niveau de
la qualité nutritionnelle de la chair de ce bivalve et d‘un autre c6té sur le réle joué par ces
lipides dans 1‘ostéogénie. Parmi les lipides polaires, on trouve les sphingolipides (SL) et les

glycérophospholipides (PE, PI, PS et PC).
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Le premier chapitre concerne la variation saisonniere de la composition biochimique de la

chair de P. radiata de la zone de Mahares.

La premiére partie de ce chapitre est dédiée a 1‘¢tude de la caractérisation lipidique de
I‘espéce sauvage P. radiata dans la région sud-est de la Tunisie. Il s‘agit de la variation
saisonniere de la composition en acides gras totaux de la chair et sa corrélation avec les
principales catégories lipidiques qui sont a 1‘origine de la richesse de cette espece en tant que

source d‘oméga 3 et 6.

La seconde partie de ce chapitre présente les résultats obtenus pour les différentes catégories

lipidiques, ainsi que sa composition en protéines et teneur en eau.

Le deuxiéme chapitre est dédié a I‘é¢tude de la qualité et a la composition biochimique de la
nacre de P.radiata au niveau de la région de Maharés et insiste plus particulierement sur la
variation de la composition en acides gras de la nacre, ses acides gras totaux, sa composition

en acides gras de ses catégories lipidiques.

Enfin, le troisiéme chapitre porte sur 1‘étude des effets des lipides de la nacre et de la chair sur

les cellules MC3T3 et ATDCS par la culture cellulaire et la biologie moléculaire.
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Chapitre I

Variations saisonnicres de la composition
biochimique de la chair de Pincfada radiata dans

la zone de Mahares
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A Variations saisonnicres de la composition
biochimique de la chair de Pincfada radiata dans

la zone de Mahareés

A.L.Variations saisonnieres de la teneur en eau chez Pinctada
radiata

La teneur en eau a été évaluée suite a une incubation a 105°C pendant 24 h. Les

résultats obtenus sont décrits dans la figure 57.

Teneur en eau de la chair de Pinctada radiata
92
0
88
86
84
B Teneur en eau (%)
82
80
78
76
hiver prlntemps automne

Figure 57. Variations saisonnieres de la teneur en eau chez P. radiata

Nous remarquons que la teneur en eau chez Pinctada radiata varie entre une valeur minimale
de 81,9% au printemps et une valeur maximale de 88,86% en automne. La variation
saisonniére de la teneur en eau ne présente pas une différence significative durant toute
I‘année. La teneur la plus faible en eau est enregistrée pendant le printemps, ensuite, elle

augmente en été et elle atteint finalement une valeur maximale en automne.
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A.Il.Variations saisonniéres de la teneur en protéines totales chez
Pinctada radiata

% de protéines dans la chair de
P.radiata
18
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0
Hiver Printemps Eté Automne

Figure 58. Variations des pourcentages moyens des protéines totales de la chair de

pinctada radiata en fonction des saisons.

Les variations saisonnieres des taux de protéines totales (exprimées en % correspondant a la
masse en g/100g de matiére séche) dans la chair de P. radiata au niveau de la station de
Maharés sont représentés dans la figure 58. Le taux des protéines difféere d‘une saison a
1‘autre. On enregistre (9,62+2,47%) en hiver, (12,48 +4,27) au printemps, (12,214+2,23%) en
été et (14,42+2,47%) en automne. Le taux de protéine en hiver différe significativement de
ceux enregistrés dans le reste des saisons. La valeur la plus élevée a été signalée en automne
(14,42+2,47%).

Contrairement a la saison d‘automne, la teneur de la chair en protéines baisse
significativement en hiver et ne présente pas de différence significative du taux de protéine

entre le printemps et 1°été.

153




Résultats et discussions

A.IIl.Variations saisonniéres de la composition en acides gras
totaux chez Pinctada radiata : Importance des lipides et apports
nutritionnels

A.IIIL 1.Analyse des résultats

Nous avons étudi¢ les variations saisonnicres de la composition en acides gras des lipides
totaux de P. radiata récoltés durant la premiere campagne de péche (2011-2012) & Mahares
au niveau de la région sud-est tunisienne afin de fournir des informations sur la qualité des
lipides de cette espéce. Les résultats de 1‘analyse des acides gras présentés dans 1‘annexe (1)
ont révélé que le contenu des lipides totaux était de 79,61-400,21mg/100g dans les différentes
saisons. La teneur en lipides était 1égérement plus élevée (334,28-400,21mg/100g) pendant la
saison de reproduction (Février et mai) (p <0,05) que durant la saison de croissance

Novembre et Aot (79,61-187,06mg/100g).

Les acides gras saturés prédominent en hiver (214,06 mg/100 g), les niveaux les plus bas ont
été trouvés a la fin de I'automne et au début de 1'été. Les acides gras polyinsaturés ont subi des
variations (34,77 a 149,82mg/100g) et ont montré une tendance saisonniere semblable aux
niveaux de la teneur totale de n-3 et de n-6 (bas en hiver), puis a augmenté de manicre
significative entre le printemps et la saison d'automne (p <0,05).

Les changements saisonniers dans les acides gras mono-insaturés sont moins importants (6,90
a36,32mg/100g).

Les plus importants acides gras saturés sont: C14:0 (5,79 a 6,06%), C16:0 (de 25,76 a 34%) et
C18:0 (de 8,71 a 12,65%) et les acides gras mono-insaturés: C16:1 (3,59 a 4,56%), C18:1n-9
(2,3224,01%) et C20:1 (de 0,13 a 1,4%) ont montré des profils saisonniers similaires.

Les acides gras polyinsaturés les plus abondants (AGPI) sont les suivants: C20:5 (n-3) (4,18 a
5,78%), C22 :6 (n-3) (13,94 4 16,04%) et de 18:4 (n-3) (de 0,25 a 1,01%). Les profils
saisonniers de ces acides gras €étaient similaires a ceux des AGPI. Les (n-6) AGPI contiennent
des pourcentages ¢levés de 20:4 (n-6) que de 18:2 (n-6) et les variations saisonnieres de ces

derniéres suivent celle de (n-3) AGPI de trés pres.

Les percentages des AGPI de la série n-3 étaient significativement €levés que ceux des AGPI
de la série n-6 (p <0,05) (Annexe.I). Nous avons remarqué aussi la présence de non-
interrompue méthyléne diénoique (NMID) (C22: 2) : C22: 2i (0,40% et 1,59) et C22: 2j
(0,07% et 0, 30%) en petites quantités.

154




Résultats et discussions

A.IIL.2. L’analyse en composante principale (ACP)

Lanalyse en composante principale (ACP) de la variation de la composition en acides gras
chez P. radiata au niveau de Maharés en fonction des saisons (Fig.59, Tab.IX) a montré que
le poucentage d‘inertie expliqué par les deux premiers axes est de 35,29% avec 19,06% pour

I‘axe 1 et 16,23 % pour le second selon le plan factoriel (1 x2).

Selon le plan factoriel (1 x3), le poucentage d‘inertie expliqué par les deux premiers axes est
de 31,82 % avec 19,06% pour 1‘axe 1 et 12,76% pour le second (Fig. 60, Tab.IX). L analyse
en composante principale a permis la discrimination des différentes observations autour des

trois axes F1, F2 et F3 absorbant 67,11% de la variance totale.

Selon 1°axe factoriel (1 x2), le premier axe oppose les acides gras C20:5n-3( EPA), C20:4n-3,
C22:6n-3(DHA), C16:0, C18:3n-3 aux C20:2n-6, C15:0, C20:4n-6 (ARA), C22:5n-3, C18:0.
Sur 1°axe factoriel 2, les C20:2n-6 et C22:6n-3 forment les acides gras qui possedent les plus

fortes inerties.

La projection des individus sur le plan factoriel (1 x2) montre que sur l‘axe 1, les
pourcentages de C22 :0, C18:0 de I'EPA du DHA et de 1°ARA, sont significativement plus
important durant [°hiver (les individus: 2,5,4,6,1 et 3) et un individu prin (05) , et suivent une
évolution inverse a celle des acides C14:1, C20 :2n-6, C17 :0, C22 :5n-3 et C15:1 et qui
seront plutdt accumulés dans la chair de ce bivalve durant la saison d‘automne(05) et (01) et

(06) et d*été (01).

La corrélation positive de C20 :2n-6 a I‘axe 3 coincide avec une ¢élévation de ces derniers en
hiver (04) alors que celle du 1°EPA a eu lieu durant 1‘automne (05) contribuant ,négativement
a 1‘axe factoriel 1 selon le plan factoriel (1 x3), également le regroupement des acides gras
saturés comme C14 :0, C15 :0, C16 :0, C17 :0 et C18 :0 durant la saison d‘automne et correlé

négativement a la composante principale (1).

Tableau IX. Pourcentage de contribution a la variance expliquée des principaux axes

factoriels. Chair (AGT).

Chair (AGT) F1 F2 F3
Valeur propre 4,76 4,057 3,19
Cumuls de la variance expliquée (%) 19,06 35,29 48,05
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Projection des variables sur le plan factoriel (1x2)

Variables (axes F1 et F2 : 35,29 %)
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Figure. 59 Analyse en composante principale (plan 1 :2) de la variation de la composition

en acides gras totaux de la chair de Pinctada radiata en fonction des saisons
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Projection des variables sur le plan factoriel (1 x 3)
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Figure 60. Analyse en composante principale (plan 1 :3) de la variation de la

composition en acides gras totaux de la chair de Pinctada radiata en fonction des saisons.
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A.IV.Variations saisonnieres de la composition en acides gras des
catégories lipidiques essentielles de la chair de P.radiata.

A.IV.1. Variations saisonniéres de la composition en acides gras des
phosphatidylcholines (PC) de la chair de P.radiata.

A.IV.1. a. Analyse des résultats

L‘analyse de la composition en acides gras des catégories phospholipidiques PC ou
lécithine des lipides totaux extraits a partir de la chair de P.radiata a montré une
prédominance durant toute 1‘année d‘étude des acides gras insaturés (AGI) par rapport aux

acides gras saturés (AGS) (Annexe 2).

Six acides gras majeurs avec des variations significatives (p<0.05) ont été identifiés au sein
de la PC durant les quatre saisons (Annexe 2). Parmi les AGS, on a retenu le C16 :0 (27,5-
39,29%) et le C18 :0 (5,97-7,98%). Le C16 :1n-7 (1,75-7,88%) prédomine parmi les AGMI.
Le C20 :4n-6 (3,21-4,37%) est le représentant principal des AGPI (n-6). Il en est de méme
pour EPA (2,75-6,98%) et le DHA (10,45-22,93%) parmi les AGPI (n-3).

En plus des six acides gras majeurs identifiés au niveau de la PC, on a déterminé deux autres

acides gras majeurs chez la PE a savoir le C14 :0 (1,45-10,98%) et le C22 :1n-9 (1,17-8,72%)

Les niveaux les plus ¢levés d'AGPI de PC ont été enregistrés entre le milieu de 1'été (Aott) et
la fin de I'hiver (Février) (p <0,05), puis ont Iégérement diminué et sont restés faibles pendant

'automne et le printemps.

L'AGPI de PC a montré une relation significative avec les changements saisonniers de la série
n-3 des PC décroit de 25,03 au début de I'¢tude (Février) jusqu‘a 11,25mg/100g au mois de
mai, restant faible jusqu'a aout 1,74 mg/100g et enfin il augmente jusqu'au mois de Novembre

5,40 mg/100g.

A.IV.1. b. L’analyse en composante principale (ACP)

L‘analyse en composante principale (ACP) de la variation de la composition en acides gras
des PC chez P. radiata au niveau de Mahar¢s en fonction des saisons (Fig.61, Tab X) a
montré que le poucentage d‘inertie expliqué par les deux premiers axes est de est de 49,15%

avec 29,28% pour l‘axe 1 et 19,87 % pour le second selon le plan factoriel (1 x2).
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Selon le plan factoriel (1 x3), le poucentage d‘inertie expliqué par les deux premiers axes est
de 42,70% avec 29,28% pour 1‘axe 1 et 13,42% pour le second (Fig .62, Tab X). L analyse en
composante principale a permis la discrimination des différentes observations autour des trois

axes F1, F2 et F3 absorbant 91,85% de la variance totale.

Selon 1‘axe factoriel (1 x2), le premier axe oppose les acides gras C20:5n-3( EPA), C20:4n-3,
C22:6n-3(DHA), C22:5n-3, C18:3n-3, C22 :3n-3 aux C16:0,C14 :0, C20:2n-6, C15:0,
C20:4n-6 (ARA), C18:0. Sur 1‘axe factoriel 2, les C16:1 et C22:6n-3 forment les acides gras
qui possedent les plus fortes inerties. Quant a 1‘axe F2, absorbant 19,87% de la varaibilité,
selectionne négativement les acides gras saturés et positivement les acides gras polyinsaturés

de la série n-3.

Ces différentes variables sont essentiellement associées a la projection des différents individus

présentant les différentes saisons

La projection des individus sur le plan factoriel (1 X2) montre que sur l‘axe 2 séléctionne
positivement les pourcentages de 1°'EPA et du DHA qui sont significativement plus important
durant 1‘hiver, et sélectionne négativement 1°‘ARA, C16:0, C18:0, CI8 :4n-3 avec un

pourcentage important durant la saison du printemps.

L'axe 1 séléctionne positivement les pourcentages surtout les AGPI de la série n-3qui se
regroupent essentiellement en ét¢ comme C22 :3n-3 et C22 :5n-3 (acides gras qu‘on trouve
surtout au niveau des catégories lipidiques majeurs) et sélectionne négativement surtout les
acides gras monoinsaturés se regroupant en automne. Selon le plan factoriel (1x3), 1‘axe F3,
absorbant 13,42% de la variance, selectionne positivement le groupe hiver montrant sa
richesse en acides gras essentiels : EPA, DHA et ARA et groupe les deux saisons printemps
et été avec un pourcentage important en C16 :0, C18 :0, C18 :4n-3, C18 :2n-6, C18 :4n-3 et
C20 :2n-6.

Tableau X. Pourcentage de contribution a la variance expliquée des principaux axes

factoriels. Chair (PC).

Chair (PC) F1 F2 F3
Valeur propre 8,19 5,56 3,75
Cumuls de la variance expliquée (%) 29,28 49,14 62,57
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Projection des variables sur le plan factoriel (1x2)

Variables (axes F1 et F2 : 49,15 %)
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Figure. 61 Analyse en composante principale (plan 1 :2) de la variation de la composition

en acides gras des PC de la chair de Pinctada radiata en fonction des saisons
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Projection des variables sur le plan factoriel (1 x 3)
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Figure. 62 Analyse en composante principale (plan 1 :3) de la variation de la

composition en acides gras des PC de la chair de Pinctada radiata en fonction des

saisons
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A. IV. 2. Variations saisonniéres de la composition en acides gras des
phosphatidyléthanolamines (PE) de la chair de P.radiata.

A.IV.2. a. Analyse des résultats

La phosphatidyléthanolamine (PE) figure parmi les principaux phospholipides des tissus
animaux suite au PC.

Les variations saisonnicres des acides gras des PE sont présentées dans 1‘annexe (3). Les
valeurs les plus faibles d'AGPI ont été enregistrées au printemps-automne (1,27-0,62mg/100g
des acides gras totaux) et la plus élevée en hiver (maximum en février 22,25mg/100g des
acides gras totaux) (p <0,05). Le pourcentage des AGS allait de 5,64 en hiver et 0,69 mg/100g

en été.

A.IV.2. b. L’analyse en composante principale (ACP)

Pour cette ACP, de la variation de la composition en acides gras des PE chez pinctada radiata
au niveau de Maharés en fonction des saisons nous avons utilisé les différents acides gras
comme descripteurs, leurs représentations sur un plan F1 x F2 absorbent 49,87% de la

variance totale (Fig.63, Tab XI).

L‘axe F1, absorbant 30,11% de la variance, selectionne négativement le groupe des acides
gras essentiels distingués essentiellement par EPA, DHA et ARA ainsi que C22:1 et
positivement selon le plan factoriel (1x3) (Fig.64, Tab XI). Quant a l‘axe F2, absorbant

19,76% de la varaibilité, selectionne négativement les acides gras saturés.

A partir de cette association, nous pouvons deduire une forte corrélation positive sur la
projection des individus que ce soit sur le plan F1 x F2 et F1 x F3 ; le plan F3 absorbant
10.26% de la variabilité. L‘analyse en composante principale a permis la discrimination des
différentes observations autour des trois axes F1, F2 et F3 absorbant 90,24% de la variance

totale.

Tableau XI. Pourcentage de contribution a la variance expliquée des principaux axes

factoriels. Chair (PE).

Chair (PE) F1 F2 F3
Valeur propre 8,12 5,33 2,77
Cumuls de la variance expliquée (%) 30,10 49,86 60,12
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Projection des variables sur le plan factoriel (1x2)
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Figure. 63 Analyse en composante principale (plan 1 :2) de la variation de la composition en acides gras des PE

de la chair de Pinctada radiata en fonction des saisons.
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Projection des variables sur le plan factoriel (1 x 3)

Variables (axes F1 et F3 : 40,37 %)
1 4
C17:0
€22:0
0,5 £22:5n-3 7 C18:3n-3
c18:2n/6

A €124
< C20:4n-6
= 8:1n-7 §2Q.1n-9 €20:2n-6 Q22:1
8 o ey i, _ €20:5n-3
> I /"" S —C22:6n-3
(2] a1
'8 .
; > / C18D 222

28:4n-3

€2222i
6:3n-4
0,5
C18:3n-4
-1
-1 0,5 0 0,5 1
-- axe F1 (30,11 %) -->

Projection des individus sur le plan factoriel (1 x 3)

Individus (axes F1 et F3 : 40,37 %)
6
4 ]
® autom2

2 o autome® 2utom3
A ® étél
! ® ajutom5
] e ® hivs
© %0 cWf3aShsa ® hive
N ® hiv4
g0
2 . . . .
= ) . ® h
o ® priné prinl . %IX/ w2
% ® euting
H ° pr,n5pri 3

22 .

4 ® automl

® prind
-6
-6 -4 -2 0 2 4 6
-- axe F1 (30,11 %) -->

Figure. 64 Analyse en composante principale (plan 1 :3) de la variation de la composition en acides gras des PE

de la chair de Pinctada radiata en fonction des saisons.

164




Résultats et discussions

A.IV. 3. Variations saisonniéres de la composition en acides gras des PI de la
chair de P.radiata.

Les résultats de 1°ACP de la variation de la composition en acides gras des PI chez P.radiata
en fonction des saisons (fig.65, tab XII) nous ont permis de retenir les deux premiers axes qui
contribuent ensemble par 51,84% a la variance totale. Le premier axe contribue a lui seul par

34,27 % alors que le deuxiéme ne contribue que par 17,57 %.

Cette représentation montre que 1‘axe F1 est clairement li¢ aux acides gras suivants : C16 :0,
C22:0, C22:1, C20:2n-6, C18 :1n-9, C20 :5n-3 ainsi que C18:0, C18 :1n-9, C20 :4n-6 et
C22 :6n-3, alors que 1‘axe F2 est plutot li¢é aux acides gras saturés C15:0, C17:0 et
monoinsaturés C15 :1, C20 :1n-9 également C22 :5n-3, C18 :2n-6.

Cette analyse nous a permis de différencier 2 groupes (G1 et G2). Le groupe G1 associe la
majorités des acides gras saturés et I'EPA qui coincide avec 1‘élévation des pourcentages de

ces derniers durant la saison hivernale selon la projection des individus sur le plan factoriel

(1 x2).

Le groupe G2 présente la majorité des acides gras monoinsaturés qui coincide avec la saison
d‘automne selon la projection des individus sur le plan factoriel (1 x2) par contre 1‘axe
factoriel 2 sélectionne négativement 1°'ARA et le DHA qui coincident avec les saisons de

printemps et de 1°été.

Tableau XII. Pourcentage de contribution a la variance expliquée des principaux axes

factoriels. Chair (PI).

Chair (PI) F1 F2 F3
Valeur propre 9,25 4,74 3,80
Cumuls de la variance expliquée (%) 34,27 51,84 65,93
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Projection des variables sur le plan factoriel (1x2)

Variables (axes F1 et F2 : 51,84 %)
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Figure. 65 Analyse en composante principale (plan 1 :2) de la variation de la composition en acides gras des PI

de la chair de Pinctada radiata en fonction des saisons
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A.IV. 4. Variations saisonniéres de la composition en acides gras des PS de

la chair de P.radiata.
L‘ACP de la variation de la composition en acides gras des PS chez pinctada radiata au
niveau de Maharés en fonction des saisons utilisant les différents acides gras comme

descripteurs, leurs représentations sur un plan F1 x F2 absorbent 49,52% de la variance totale

(Fig.66, Tab XIII).

L‘axe F1, absorbant 34,40% de la variance, selectionne négativement ARA qui coincide avec
la saison printani¢re selon la projection des individus selon le plan factoriel (1x2) l1‘axe F3
sélectionne négativement 1°'EPA et 1°ARA selon le plan factoriel (1x3) qui coincide avec les

deux saisons hivernale et printanicre selon la projection des individus (Fig.67, Tab XIII).

A partir de cette association, nous pouvons déduire une forte corrélation positive sur la
projection des individus que ce soit sur le plan F1 x F2 et F1 x F3 le plan F3 absorbant 9,73%
de la variabilité. L‘analyse en composante principale a permis la discrimination des
différentes observations autour des trois axes F1, F2 et F3 absorbant 93,64% de la variance

totale.

Tableau XIII. Pourcentage de contribution a la variance expliquée des principaux axes

factoriels. Chair (PS).

Chair (PS) F1 F2 F3
Valeur propre 9,28 4,08 2,62
Cumuls de la variance expliquée (%) 34,39 49,51 59,24
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Projection des variables sur le plan factoriel (1x2)

Variables (axes F1 et F2 : 49,52 %)
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Figure. 66 Analyse en composante principale (plan 1 :2) de la variation de la composition en acides gras des PS

de la chair de Pinctada radiata en fonction des saisons.
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Projection des variables sur le plan factoriel (1 x 3).

Variables (axes F1 et F3 : 44,12 %)
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Figure. 67 Analyse en composante principale (plan 1 :3) de la variation de la composition en acides gras des PS

de la chair de Pinctada radiata en fonction des saisons.
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B.Discussion

B.1. Variation saisonniére de la teneur en eau de la chair de
Pinctada radiata

L‘huitre perliere Pinctada radiata, étant un mollusque bivalve, est une espéce exotique
d‘origine Indo-pacifique. Elle abonde dans les mers tempérées, tropicales et subtropicales, en
raison de son caractére thermophile.

Pinctada radiata est répandue dans la Méditerranée orientale, la Mer Rouge et 1‘Océan
Indopacifique incluant 1‘Inde, la Chine, le Taiwan, la Corée, le Japon et 1‘Australie. Elles

abondent également le golfe Arabe (Yu & Chu, 2006a et 2006b).

Les résultats de la variation saisonni¢re de la teneur en eau montrent clairement que la période
ou l‘on trouve la plus haute valeur coincide avec la valeur élevée de température automnale.
Assurément, P. radiata fait partie des animaux poikilothermes. Ce caractére explique la
variation de la teneur en eau en fonction de la saison. En effet, pour faire face aux
changements climatiques externes, 1‘absorption de 1°‘eau par P. radiata suit un débit modéré
pour garder des conditions physiologiques internes stables. P. radiata se trouve dans 1°étage
infralittoral, appelé aussi zone infratidale. Cette partie du littoral est constamment immergée
et la frange supérieure peut cependant étre émergée aux marées basses de vives eaux les plus
grandes. Sa limite inférieure est celle qui est compatible avec la vie des algues photophiles et
des phanérogames marines (entre -10 et -40 m en fonction notamment de la turbidité).C'est

I'étage caractérisé par la présence des laminaires (algues brunes) et celle des algues rouges.

Par conséquent P. radiata a tendance a absorber beaucoup d‘eau toute 1‘année. Certains
animaux ectothermes sédentaires (moules et huitres par exemple) ont développé des moyens

de se protéger contre la désydratation et de nombreux prédateurs (Huey & Kingsolver, 1989).
B.II. Variation saisonniére du taux en protéines de la chair de

Pinctada radiata

Dans le présent travail et dans le contexte de la mise en évidence de la composition

biochimique de la chair, un lot de pintadine de la région de Mahares a permis particulierement
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1‘étude de la composition en acides gras et en lipides en fonction des saisons et en protéines

totales durant la période d*étude considérée.

La composition en proteines varie en fonction des cycles saisonniers de stockage de reserve
énergétiques (glycogene, proteines et lipides) et de la reproduction (Ahn et al., 2000 ; Ojea et
al., 2004). Les variations des teneurs en protéines ne sont pas significatives. Il est possible
donc de consommer cette espéce durant toute 1‘année et bénéficier du taux de protéines qui
concorde avec celui trouvé chez d‘autres huitres : 9,5¢ selon Coast Seafoods Company
(2011). La teneur en protéines diminue en hiver et s‘¢léve en été. Ces résultat concorde avec
celui trouvé chez I‘huitre perliere Pinctada margaritifera qui révele une différence
significative entre 1'ét¢ austral (0,035 mg/l) et I'hiver austral (0,025mg/1), a comparer avec le
milieu polynésien oligotrophe a capacité biotique peu importante a Tokapoto (Buestel et al.,

2001).

En effet, la teneur la plus ¢levée en protéines totales correspond a la saison d‘automne et plus
particuliérement au mois de novembre, considérée comme la période de repos sexuel. Ce taux
diminue légeérement en hiver au mois de février, mois pendant lequel la gamétogénése est
entamée et nous avons une multiplication active des gonies (Zouari, 1994), ce qui indique une
demande énergétique importante au cours de cette période ou une intense activité
gamétogénique avec présence du stade d‘émission gamétique.

Ce résultat montre 1‘implication de la chair de P. radiata dans le stockage des protéines
témoignant d“un apport nutritionnel suffisant permettant 1‘accumulation de ce métabolite.

Ces résultats concordent avec ceux enregistrés chez les pectinidés par Barber & Blake (1981)

Il en est de méme pour Chlamys islandica et Euvola ziczac (Brokordt, 2000).

En effet, chez les bivalves matures, les protéines somatiques ont été identifiées comme une
source majeure d'énergie lors de la maturation gonadique par divers auteurs (Mann & Glomb,
1978 ; Adachi, 1979 ; Barber & Blake, 1981). Elles sont ¢galement mobilisées durant les
périodes d'approvisionnement alimentaire limit¢ (Gabbott & Bayne, 1973 ; Beninger &
Lucas, 1984). En effet, chez les bivalves, la mobilisation des protéines survient apres
1‘épuisement des réserves de glycogéne comme c‘est le cas de Donax vittatus (Ansell &

Sivada, 1973) et Mytilus edulis (Epp et al., 1988).
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Sur le plan bioénergétique, les protéines sont les principales sources de calories par rapport
aux autres métabolites (carbohydrates et lipides). Ceci a ét¢ démontré par Lane (1986) chez le
bivalve Rangia cuneata maintenu a jeun. Sur le plan physiologique, les protéines jouent un
role de substrat respiratoire en cas de privation alimentaire chez les bivalves (Ansell &
Sivada, 1973). Un effet bénéfique biologique est possible comme celui trouvé chez d‘autres
bivalves. Les moules qui contiennent une grande partie du tissu musculaire avec une teneur
considérablement haute en protéines. En général, les peptides bioactifs dérivés des moules
marines contiennent 5-40 résidus d'acides aminés. En fonction de la séquence d'acides aminés
et les propriétés structurelles, les principaux effets biologiques des peptides de moules
comprennent des activités antimicrobienne, anti-hypertenseur, et anticoagulantes (Je et al.,

2005 ; Jung & Kim, 2009; Lofgren, 2008 et Ulrike et al., 2014).

B.III. Variation saisonniére des lipides totaux et des
glycérophospholipides de la chair de Pinctada radiata

Les changements saisonniers dans le stockage et le déploiement de 1°énergie en relation avec
la gamétogénese ont €té bien étudiés durant ces trois dernieres décennies, mais uniquement
pour certaines especes de bivalves d‘intérét commercial comme les coquilles Saint Jacques,
les moules et les huitres (Almaida et al., 1999 ; Ansell, 1974 ; Barber et Blake,1981; Bayne,
1976 ; Comely, 1974 ; Epp et al, 1988 ; Gabott, 1975 ; Giese, 1969 ; Martinez, 1991 ;
Saout,1999 ; Taylor et Venn, 1979). Concernant les huitres perlieres, 1‘unique travail
associant les cycles sexuel et biochimique a été effectué sur 1‘espece Pinctada mazatlanica de

Bahia de la Paz (Sacedo et al., 2002).

Au niveau des cotes tunisiennes, 1‘étude du profil lipidique chez les organismes aquatiques a
fait 1°‘objet de nombreuses publications. Les apports exogenes en éléments nutritifs constituent
les principaux facteurs reflétant les caractéristiques biochimiques des organismes marins
(Ackman et al., 1995). Le profil, la qualité et la quantité en lipides différent suivant les
paramétres physicochimiques du milieu et la richesse de 1°‘environnement marin en nutriments

(Rosa et al., 2004 ; Ezzeddine-Najai et al., 1997 ; Ozogal et al., 2008).
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La littérature concernant la composition lipidique de P.radiata est peu fournie dans le monde

et n‘existe pas pour la méditérranée.

Les résultats de la variation saisonniere des lipides totaux montrent que les teneurs en AGT
variaient entre 79mg et 400mg/100g du poids frais (PF). Selon le tableau 4, les plus fortes
teneurs (p<0,05) ont été observées en hiver (400mg) et au printemps (334mg). Des teneurs
plus faibles distingueraient 1‘été et 1‘automne.

La durée de vie d‘un organisme marin est basée essentiellement sur la physiologie de la
nutrition et la reproduction (Dave ef al., 1976). On peut suggérer que I°hiver correspond a une
saison d‘intense activité trophique se traduisant par une forte teneur en AGT, cette teneur
serait mobilisée en vue de la maturation des ceufs chez Pinctada radiata. On peut assumer que
la période de ponte débuterait au printemps et se prolongerait a la fin de 1°été. Ces résultats
corroboreraient les observations de Tlig Zouari (1994) qui stipulaient que l'activité sexuelle
des pintadines s‘étalait tout au long de l'année avec une période de ponte qui avait lieu

principalement pendant 1'été.

Tableau XIV. Composition en acides gras totaux et phosphospholipides majeurs dans la
chair de Pinctada radiata. (a,b,c) — valeurs dans les lignes ayant des indices de

lettre different de fagon significative, P< 0,05.

Hiver Printemps Eté Automne
AGT 400,21+50,12°  334,28+76,8" 187,06+8,97° 79,61+6,18°
PC 69,71+18,24° 52,45+14,56" 6,97+1,18" 27,69+3,52%
PE 32,74+8,57° 5,04+1,49° 1,68+0,32° 15,91+3,03°
PC/PE 2,08° 12,06 4,55° 2,17°

Il est nécessaire d'établir la composition en acides gras des lipides de réserves et des PL pour
estimer la valeur nutritive d‘un organisme marin (Cengiz ef al., 2012). Les variations
saisonnieres de la composition en acides gras de P.radiata sont présentées dans l‘annexe 1.
Vingt huit acides gras ont été identifiés dans la chair de P.radiata. Les principaux acides gras
observés en toutes saisons étaient l'acide palmitique (C16:0), 1‘acide myristique (C14:0),

1‘acide stéarique (C18:0), I'acide palmitoléique (C16:1n-7), I'acide oléique (C18:1n-9), 1‘acide
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eicosadienoique (C20:2n-6), AA (C20:4n-6), I'EPA (C20:5n-3), I°‘acide docosapentaénoique
(C22:5n-3, DPA) et le DHA (C22:6 n-3).

Les acides gras polyinsaturés les plus caractéristiques de P.radiata se sont révélés étre de
lI'acide docosahexaénoique (C22:6n-3) et de l'acide eicosa-pentaenoique (C20:5n-3), qui se
situaient respectivement entre 13,94 et 16,04 % et 4,18 et 5,78% des acides gras totaux.
L'acide arachidonique (C20:4 n-6), a été trouvé dans des proportions variant de 3,69 a 7,44%
des acides gras totaux (Ben Ammar et al., 2014). Daria et al., (2012) ont ¢galement constaté
que l'acide arachidonique est représenté¢ par 5,10% des acides gras totaux dans Mytilus
galloprovincialis du Mali Ston Bay et dans Ostrea edulis de la méme région, il variait de 0,30
a4,65% des acides gras totaux.

On a observé que la composition en acide gras de P.radiata variait tout au long des saisons.
Sauf pour les acides myristique, stéarique, palmitoléique, eicosadienoique, EPA, DPA et
DHA, eicosadiénoique, des différences significatives saisonnieres (P <0.05) ont été observées
parmi les autres acides gras. Nous avons enregistré également que les quantités de DHA et
I'EPA ont été €levés en hiver, période pouvant étre congue pour la consommation de la chair
de P.radiata pour les lipides totaux (16,5%) et les lipides polaires (29,72%) par rapport a ceux
enregistrés par Saito (2004) de P. fucata (21,00% en lipides polaires) (Ben Ammar, 2014).

La chair de P. radiata est plus riche en DHA qu‘en EPA. Ce résultat est différent de celui
trouvé chez certains autre especes de bivalve comme les moules, les huitres, les coques et les
clovisses (Murphy et al., 2002 ; Ruano et al, 2012) qui possédent dans leurs tissus des
quantités d‘EPA plus élevées que celles de DHA.Quelque soit cette différence de richesse en
acides gras des acides gras de la série (n-3), un équilibre sain entre le n-3 et n-6 PUFA par la
consommation de fruits de mer est recommandé par les directives diététiques actuelles (Orban

et al., 2006).

Différents organismes internationaux de santé ayant établi des recommandations pour la prise
des AGPI attribuent les bénéfices cardiovasculaires de ces AGPI essentiellement a 1°'EPA et
au DHA. Par exemple, le groupe d'é¢tude sur la nutrition britannique (1992) a montré que,
pour une alimentation saine et équilibrée, nous devrions tous consommer 0,5 % d'EPA +
DHA par jour qui est équivalent a 1,1 g. Cependant, 'ANC 2000 a recommandé la
consommation de 0,12 g de DHA par jour. En méme temps, comparant les bénifices
nutritionnels des oméga 3 des huitres avec Coast Seafoods Company (2011), les Huitres sont

chargés avec des acides gras oméga 3 qui sont bons pour les articulations, la peau, la vision, le
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cerveau, le cceur et aide a réduire le mauvais cholestérol (LDL). Ainsi servir en hiver 300g de
la chair de P. radiata (environ 6 huitres moyennes) pourrait apporter 600 mg d'oméga 3,
sachant que la valeur moyenne quotidienne recommandée est de 1000 mg pour les femmes et

600 mg pour les hommes.

En tenant compte de la teneur relativement faible en lipides chez P. radiata, on peut supposer
que les pourcentages ¢levés d'EPA et de DHA, en particulier dans leur fraction lipidique
totale, reflétent l'association préférentielle de ces acides gras avec des phospholipides dans les
membranes cellulaires, tel que rapporté par Orban et al. (2006) chez le bivalve Chamelea
gallina (Linnaeus, 1758). Ces acides gras sont, en effet, impliqués dans la structure et la
fonction des membranes cellulaires (Pazos et al, 2003). D autre part, les pourcentages des
DHA et des EPA ont atteint leurs maximums en hiver et au printemps, ce qui coincide avec la
période de la gamétogenese de 1‘espece. Ce résultat est similaire a ceux trouvés dans d'autres
mollusques bivalves comme les pétoncles, St-Jacques, Chlamys varia, Pecten jacobaeus
(Katsanevakis; 2005) et des Pectinidés Flexopecten glaber ( Telahigue et al., 2010) sur les
cotes tunisiennes du nord qui ont des valeurs nutritionnelles intéressantes en raison de leurs

niveaux relativement élevés de acides gras polyinsaturés n -3, en particulier en EPA et DHA.

En fait, ces deux acides gras suivent de preés 1‘évolution de la classe des AGPI a laquelle
ils appartiennent. Des résultats similaires ont été également rapportés chez d‘autres especes de
bivalves (Abad et al., 1995 et Dridi et al., 2007).

De plus, nous avons remarqué la présence des deux acides diénoiques (NMID) (C22:2i et
C22:2j) (diénoique de méthyléne non-interrompue (NMID) (C22:2): C22:2i (de 0,4 tol.59
mg/100g) et C22:2j (de 0,07 a 0.3mg/100g). Ces acides gras sont présents a des faibles
proportions (Ben Ammar et al., 2014). Le role de ces 22:2 NMID reste encore mal connu,
cependant, l'association avec les lipides membranaires et la rétention sélective chez les
animaux a jeun suggere une fonction structurale/métabolique et/ou une forte résistance contre
la dégradation des membranes cellulaires (Klingensmith, 1982). Chez les mollusques, le
systeme d‘¢longation et de désaturation des acides gras est généralement actif permettant ainsi
la synthese «de novo» des acides gras NMID.

Dtaprés Abad et al. (1995) et Ojea et al. (2004) ces AG étaient les seuls AGPI synthétisés par

les mollusques marins. Zhukova, (1991) a supposé que la biosynthése de ces AG emprunte la
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voie des AGMI de la série (n-7) jusqu'au C20:1n-7, qui sera désaturé par la AS désaturase en
C20:2n-5 et ensuite allongé a C22:2n-7 par une ¢longase.

Selon plusieurs auteurs, ces acides gras (C22:2i et C22:2j) sont impliqués dans les
mécanismes de la fluidité, de I'intégrité et de la structure de la membrane (Gilles, 2009). La
présence d'acides gras en C22:2i et (C22:2j bivalve confére une protection contre des
altérations de la membrane en raison de changements dans l'environnement physico-
chimique. Gilles (2009) a rapporté la capacité des mollusques bivalves a synthétiser des
acides gras polyinsaturés appelés C22 indéterminée: 2i et C22:2j.

I1 est possible que face a une carence alimentaire en AG insaturés, essentiellement les AGPI
(n-3) et (n-6), les mollusques synthétisent ces AG NMID nécessaires pour maintenir la
fluidité de la membrane cellulaire (Abad ef al., 1995). En fait, Ojea ef al. (2004) ont signalé
que les C22:2i et C22:2j dans les lipides polaires de R. decussatus étaient négativement
corrélés avec I'EPA, et que les C22:2j sont négativement corrélés aves les DHA.

Dans une autre étude, Klingensmith (1982) a mis en évidence une relation inverse entre AGPI
(n-3), en particulier 'EPA et le DHA, et les AG NMID chez les palourdes Mercenaria
mercenaria (Linnaeus, 1758). De méme, dans le présent travail, I'augmentation de la C22:2j

et C22:2i coincide respectivement avec les faibles niveaux d°‘EPA et de DHA.

Hughes et al. (1996) ont démontré que les acides stéarique, palmitique et myristique
(C14:0), voire I‘acide laurique (C12:0), possédent des métabolismes différents et qu‘on ne
doit plus les considérer en bloc. Nos résultats montrent que le C14:0 affiche les plus faibles
pourcentages par rapport au groupe C16:0 - C18:0. Rioux et al. (2000) affirment que 1‘acide
myristique est rapidement oxydé dans la cellule et en tous cas, il disparait plus vite que 1‘acide
palmitique dont il participe a son accumulation par élongation tres active. Dans la cellule, le
C14 :0 assure la myristoylation des protéines (Rioux et al., 2002) et permet entre autres leur
insertion dans la membrane, conférant a cet acide le rdle d‘ancre hydrophobe (Duronio et al.,
1992).

Tout comme les AGS, les AGI atteignaient leurs valeurs maximales en hiver et au printemps.
Les teneurs en AGMI de lipides totaux variaient (P <0.05) de 6.9 a 36 mg/100g PF. L'acide
palmitoléique a été identifié comme le composé principal des AGMI en toutes saisons. Les
niveaux de cet acide gras musculaire étaient 4,56% en été, 3,82% au printemps, 3,68% en
automne et 3,59% en hiver. L'acide oléique est le second composé identifié avec un

pourcentage de 4% au printemps. Les bactéries, en tant que I'un des éléments biotiques des
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écosystémes benthiques, sont considérées comme la principale source du C18:1n-9 issu de la
désaturation du C18:0 et du C18:1n-7 produit par 1°¢longation du C16:1n-7 (Stubling &
Hagen, 2003). Certains AGMI comme le C18:1n-9 est considéré comme un bio marqueur des
dinoflagellés et des bactéries planctoniques alors que le C16:1n-7 caractérise les diatomées
(Graeve et al., 2008). Le C20:1n-9 qui varie significativement entre les saisons est un bio
marqueur de Calanus (Svetlana et al., 2013). Les AGPI totaux étaient plus élevés en hiver et
au printemps. Les teneurs enregistrées ¢taient de 149 et 133mg/100g PF. Le DHA était le
plus abondant des AGPI n-3, variant statistiquement (P <0,05) de 16% (hiver) a 13,9%
(automne). La proportion d'acides gras polyinsaturés n-6 variait de 38,67mg a 10,68mg/100g
PF. L*acide arachidonique et de 1'acide eicosadienoique ont été les principaux AGPI n-6.
Ainsi, le ratio AA/AL qui indique l'activité de la linoléoyl-CoA désaturase (Svetlana ef al.,
2013), était plus €levé en automne (Annexe 1) t€émoignant un taux important de 1°‘AA pendant
cette saison. Parmi les diatomées, certains organismes comme les Bacillariophyceae se
distinguent par leurs richesse en EPA (Nichols ef al., 1993) et en AA (Ackman et al., 1968).
On peut suggérer que durant les autres saisons, les diatomées constitueraient les réservoirs en
EPA et AA pour P.radiata. Les pourcentages en DHA ne varient pas significativement entre
les saisons. Certains organismes phytoplanctoniques contiennent des quantités notables de

DHA et particuliérement les dinoflagellés (Saito ef al., 2004).

Les valeurs du ratio AGPI/AGS variaient entre 0,70 (hiver) et 0,91 (automne) alors que
valeur minimale de rapport AGPI / AGS recommandée est 0,45 (HMSO, 1994). Le ratio n-
3/n-6 est meilleur que le rapport AGPI / AGS pour comparer la qualité de la graisse pour
différentes especes, car il considere les familles d‘acides gras de type n-3 et n-6 séparément
(Sargent et al., 1995). Ces valeurs variaient entre 2,13 et 3,12.

Notre étude a révélé que P.radiata est une espéce de mollusques ayant une valeur
nutritionnelle élevée pour la consommation humaine en raison de son fort ratio n-3/n-6 (Ben
Ammar et al ., 2014).

L'importance des lipides dans l'adaptation des huitres a un environnement changeant est
indiquée par les valeurs optimales des ratios acides gras. Le ratio AGS / AGI joue un role
important dans la détermination de diverses propriétés de membranes biologiques, telles que
la fluidité membranaire, qui aident & maintenir un métabolisme normal des cellules (Murzina
et al., 2013). Dans ce travail, les ratios C16:0 / C18:1n-9 étaient de 50 en hiver, 7,13 au

printemps, 19,9 en été et 8,32 en automne. Kal‘chenko et al. (2004) ont affirmé que ces
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ratios reflétaient le niveau d'activité du métabolisme lipidique des organismes marins. Selon
les mémes auteurs, ces ratios dépendaient principalement du contenu en acides gras de la
nourriture et de la capacité de l'organisme a modifier ses acides gras en réponse a des

conditions externes et internes.

Les lipides polaires sont les constituants majeurs des membranes cellulaires, leur teneur et
leur composition sont relativement constantes (Médale, 2009). Plusieurs autres auteurs ont
observé que les changements saisonniers de la part relative des lipides totaux de certaines
especes de bivalves sont principalement causés par les fluctuations des triacylglycérols TAG
tandis que les phospholipides (LP) sont maintenus relativement constant (Trider et Castell,
1980 ; Pazos et al., 1996, 1997a).1ls sont constitués principalement de PC (50 a 60 % des PL)
et de PE (20 a 30 % des PL) (Aursand ef al., 1994). Dans ce travail, la PC et la PE affichent
des pourcentages relatifs (PC+PE) de 68% et 32%.

AGT

100%
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60% ——  ®WPS
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40% . uPE
EPC
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Figure 68 .Variations des teneurs (%) des acides gras totaux des différentes catégories
lipidiques de la chair de P. radiata en fonction des saisons

PC : Phosphatidylcholines ; PS : Phosphatidylsérine ; PE : Phosphatidyléthanolamine ; PI : Phosphatidylinositol.
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Les saisons estivale et automnale sont caractérisées respectivement par les pourcentages
les plus ¢élevés en PI et en PS. (Fig.68). La classe des PE, par contre, atteint ses pourcentages
les plus élevés en automne et hiver

Comme nous l‘avons déja mentionné, les PE et le PC sont majoritaires par rapport aux
autres glycérophospholipides (PI et PS). Ceci est également vrai pour plusieurs autres
bivalves marins. Le suivi saisonnier de 1‘évolution des glycérophospholipides montre des
variations significatives (p < 0,05) des pourcentages de PC, PE et PI. Par contre, ceux de PS
varient peu au cours du temps. Ces variations trés mineures seraient dues au fait que les
phospholipides, desservent principalement les fonctions de type structural (Swift, 1977 ;

Pazos et al., 1997a).

Dtaprés la figure 68 le taux de PI est élevé en été ce qui coincide avec les résultats de
I‘analyse en composante principale. Cette analyse nous a permis de différencier 2 groupes
(G1 et G2). Le groupe G1 associe la majorité des acides gras saturés et I'EPA qui coincide
avec |‘¢élévation des pourcentages de ces derniers durant la saison hivernale. Le groupe G2
présente la majorité des acides gras monoinsaturés qui coincide avec la saison d‘automne et

présente 1°ARA et le DHA qui coincident avec les saisons de printemps et été.

Les changements dynamiques dans la composition et le métabolisme des phospholipides dans
les membranes biologiques sont des réponses a des facteurs environnementaux, en particulier
la température (Hazel et Williams, 1990; Hochachka & Mommsen, 1995). Les plus fortes
teneurs en PC ont été observées en hiver (69mg) et au printemps (52mg) alors que la plus
faible (6,9) a été enregistrée en été (p<0,05). Une concentration de 32mg a été notée pour la
PE en hiver contre 1.68mg en été (p<0,05).

Il est connu que le rapport PC / PE (Tab.XIV ) d'un organisme diminue au cours de
l'adaptation thermique (Svetlana et al., 2013). Ce rapport affiche une faible valeur en hiver
(2,08) ce qui coincide avec 1‘augmentation de la teneur en PE. Les compositions en acides
gras des catégories phospholipidiques (PC et PE) de P. radiata récoltée durant les quatres
saisons sont consignées dans les annexes 2 et 3.

Six acides gras majeurs avec des variations significatives (p<0.05) ont été identifiés au sein
de la PC durant les quatre saisons (Annexe 2). Parmi les AGS, on a retenu le C16:0 (27,5-
39,29%) et le C18:0 (5,97-7,98%). Le C16:1n-7 (1,75-7,88%) prédomine parmi les AGMI.
Le C20 :4n-6 (3.21-4.37%) est le représentant principal des AGPI n-6. Il en est de méme pour
EPA (2,75-6,98%) et le DHA (10, 45-22,93%) parmi les AGPI n-3. En plus des six acides
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gras majeurs identifiés au niveau de la PC, on a déterminé deux autres acides gras majeurs

chez la PE a savoir le C14:0 (1,45-10,98%) et le C22:1n-9 (1,17-8,72%) (Annexe 3).

Les phospholipides (PC et PE) contiennent un pourcentage ¢levé d°AGPI. Les bivalves sont
incapables de biosynthétiser des AGPI comme les acides arachidonique, EPA et le DHA, ils

accumulent ces acides gras dans leurs tissus (Cook, 1991).

En hiver,nous avons observé une augmentation en insaturation des acides gras constitutifs de
la PE. Cette augmentation se traduit d‘une part, par la valeur de 6,8 du ratio AA/AL et d‘autre
part, par les pourcentages respectifs (Annexe 3) de I'EPA et du DHA qui sont de 12,37% et
33,63% (des AGT). Nous avons enregistré également un pourcentage de 8,72% pour le
C22:In-9 au sein de la PE. En conséquence, ceci permet de maintenir 1‘intégrité des
biomembranes ainsi que les conditions optimales pour l'activité des enzymes membranaires

connectées (Hochachka et al., 2002).

L‘insaturation des acides gras constitutifs de la PE est accompagnée par une élongation avec
une valeur du ratio Cj6.0/Cis.0 de 0,40. Cette valeur est expliquée par une augmentation du

pourcentage du C18:0 qui atteint 10,36%.

Pendant la saison de ponte, les pourcentages en AGPI varient significativement entre 2,73-
18,6% au niveau de la PC et entre 0,62-1,27% au niveau de la PE. Pendant cette méme saison,
EPA et le DHA constitutifs de la PC et de la PE présentent des fluctuations importantes
probablement a cause de la maturation des ceufs qui exige des quantités importantes en EPA

et en DHA (Fig. 69).
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Figure 69 .Variations des teneurs (%) des EPA+DHA des différentes catégories lipidiques

de la chair de P. radiata en fonction des saisons

PC: Phosphatidylcholines ; PS: Phosphatidylsérines ; PE: Phosphatidyléthanolamines ; PI: Phosphatidylinositols.

L‘analyse en composante principale de la variation des pourcentages des PS suivant 1‘axe F3
présente 1°'EPA et 1°ARA qui coincide avec les deux saisons hivernale et printaniére selon la

projection des individus.

La répartition des AGPI des PL ou des TAG est un critére de choix pour la sélection des
sources potentielles de PL. D*apres Cansell et al. (2003), la biodisponibilité¢ des AGPI n-3 est
accrue lorsque le vecteur alimentaire est constitué par des PL plutdt que par des TAG. Les
sources idéales qui pourraient étre utilisées dans l‘alimentation humaine doivent comporter
des AGPI n-3 (ALA, EPA, DHA) et des AGPI n-6 (AL, ARA). Ces AGPI doivent étre portés
préférentiellement par les PL qui sont plus facilement assimilés par 1‘organisme que par les
TAG (Parmentier ef al., 2007). Dans ce travail, nos résultats confirment que la PE est riche en
acide arachidonique (8%), EPA (12,37%) et en DHA (33,63%). Il en est de méme pour les PC
avec des pourcentages respectifs de 4,17%, 6,98% et 22,93% des AGT (Ben Ammar et al.,
2014).
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Les PE fournissent les PC (produit final) qui sont maintenus constants durant toute la période
de suivi. Les PS et les PI sont fournis mais avec des quantités faibles par rapport aux deux
autres glycérophospholipides. En effet, les PE avec les PS constituent les
aminophospholipides principalement localisés dans la couche interne de la membrane
cellulaire et sont particulierement impliqués dans la fluidité des membranes et 1‘activité des
protéines membranaires liées (Kraffe et al., 2004 ; Delaporte et al., 2005).

Gabbot, (1975) et Tocher et Sargent, (1984) ont ¢galement conclu que les phospholipides
jouent principalement un role structural dans les membranes biologiques, mais peuvent aussi
étre stockées en grandes quantités comme une réserve de lipides dans les ceufs des organismes

marins.

Il est important de connaitre la composition lipidique d‘une huitre en général et celle en
phospholipides en particulier pour adapter les recommandations nutritionnelles aux besoins
des patients et des consommateurs. La singularit¢ de la 1écithine ou PC c‘est qu‘elle ne
s‘accumule pas dans l‘organisme a la différence des TAG et du cholestérol dont on connait
les pathologies de leur accumulation (Chanussot, 2008). Cependant, Il n‘existe pas de données
de consommation de Iécithine puisqu‘il n‘existe pas de table francaise et européenne de
composition des aliments en phospholipides (Chanussot, 2008). Les experts américains
ciblant la choline, ont avancé que la dose adéquate de lécithine est de 6g/jour et celle de la
choline est de 550mg/jour chez [*‘homme adulte (550 mg de choline / 70 kg de poids corporel

/ jour, 425mg chez la femme et un peu moins chez l‘enfant (Zeisel et al., 2003).
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Chapitre 11

Qualité et composition biochimique de la nacre de
Pinctada radiata au niveau de la région de

Mahares
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A. Introduction

La nacre est depuis plusieurs décennies la texture coquilliére la plus étudiée pour de

nombreuses raisons : son intérét économique, son utilisation potentielle en chirurgie
réparatrice osseuse ou encore a cause de ses propriétés mécaniques remarquables. Elle est
considérée comme modele de référence, sans doute a cause de son apparente simplicité
structurale. Elle sert de modele pour I‘élaboration de matériaux biomimétiques. Elle est
présente au sein de quatre des huit sous-classes de mollusques, a savoir les bivalves, les

gastéropodes, les céphalopodes et les monoplacophores.

Afin de mieux valoriser cette ressource en Tunisie et la proposer en orthopédie, nous avons
entamé une analyse de ses constituants chimiques et biochimiques. Notre travail, préliminaire,
constitue une étape primordiale a tout programme d‘utilisation de cette espece en orthopédie.
Ce chapitre présente 1‘étude de la qualité et de la composition biochimique de la nacre de
Pinctada radiata au niveau de la région de Maharés et insiste plus particulierement sur la
variation de la composition en acides gras de la nacre, ses acides gras totaux, sa composition
en acides gras de ses catégories lipidiques particulierement ses glycérophospholipides (PE, PI,
PS et PC) puisqu‘ils constituent la composition majeure de la membrane cellulaire qui entrent
dans les échanges cellulaires (Fig.70), en vue de préciser la composition et d‘étudier leur role

dans 1‘ostéogénie et qui fait 1°‘objet du dernier chapitre.

Milieu extraceliulaire

Tneneneniennenmeniier

1BLLSBLL B IBLLBLBLE L

Phosphatidylsérine PS Phosphatidylinositol PI Phosphaticdylethanolamine PE
Milieu intraceliulaire

—

Figure 70. Schéma montrant la disposition des différentes composantes lipidiques dans la

membrane (Cooper, 2000).
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B.Qualité et composition biochimique de la nacre de Pinctada
radiata au niveau de la région de Mahares

B.1.Variations saisonniéres de la teneur en protéines totales de la
nacre de Pinctada radiata

% de protéines de la nacre de Pradiata
1,4

08 -

06 | % de protéines de la nacre

0,4 -

0 T T T 1
Hiver Printemps Eté Automne

Figure.71 Variations des pourcentages moyens des lipides totaux de la nacre de P.

radiata en fonction des saisons.

Les variations saisonnicres des taux des protéines totales (exprimées en % correspondant a la
masse en g/100g de poudre de nacre) dans la nacre de P. radiata au niveau de la station de
Maharés sont représentés dans la figure (71). Le taux de protéines différe d‘une saison a une
autre nous enregistrons (1,14 + 0,08%) en hiver, (1,11 + 0,04) en printemps, (0,9 £+ 0,02%) en
été et (0,93 + 0,01%) en automne. Le taux de protéine en hiver et au printemps ne présente
pas une différence majeure (P<0.001) de ceux enregistrés en été et en automne. La valeur la
plus élevée a été signalée en hiver (1,14+ 0,08%). Les niveaux de protéines sont presque

stables et ne varient pas beaucoup au cours des saisons.
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B.I1.Qualité de la nacre de Pinctada radiata

Cette partie présente 1°¢tude sur la structure démographique et l‘¢tude comparative

morphologique et biométrique de P.radiata du littoral Tunisien.

Les stations d‘études ont été fixées aprés une étude bibliographique relative a la répartition de
I‘huitre perliere P. radiata sur les cotes de Tunisie et en se basant sur les prospections
effectuées par le Laboratoire des Ressources Marines de I‘'INSTM, en tenant compte de
I‘accessibilité a ces sites.Afin d‘effectuer une étude aussi compléte que possible sur la
population de 1‘huitre perliére Pinctada radiata en Tunisie, 27 stations ont été prospectées.

Seules 10 stations ont été retenues pour 1‘étude comparative (Bellaaj et al., 2011).

En effet, La Marsa (L) est la seule station retenue sur le littoral nord. Sur le littoral Est, nous
avons choisi deux stations portuaires, le port de plaisance Hammamet sud (H) et le port Stah
Jaber de Monastir (Mo). Les stations d‘études qui se localisent au niveau de la région du golfe
de Gabes sont Sfax (Sf), Kerkennah (K), Maharés (Ma), Skhira (Sk), Zarzis (Z), Djerba (D) et
Ajim (A).

B.I1.1.Structure démographique de I’huitre perliére Pinctada radiata

Nous nous somme intéressé dans cette partie a 1‘étude des fréquences de taille de 1°huitre

perliere Pinctada radiata dans les dix stations du littoral tunisien.

La taille moyenne des individus récoltés a Mahares est égale a 69,87 mm. Elle oscille entre
un minimum de 19,92 mm et un maximum de 1‘ordre de 85,28 mm avec un écart-type égal a
12,01. Les Pintadines peuplant cette localité, ont souvent une taille supérieure a 60 mm. Les

individus de cette taille représentent 92,31% du peuplement (Fig. 72).
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Figure. 72 Histogramme des fréquences de tailles de 1‘huitre perli¢re Pinctada radiata a

Mahares. (N : effectif, u : taille moyenne en mm).

B.IL 2. Etude de I’épaisseur de la couche de nacre de I’huitre perliére

Pinctada radiata

Les travaux effectués prouvent la nécessité d‘extraire une quantité importante de poudre
de nacre afin de I‘exploiter apres sa valorisation. Or l‘extraction de la nacre est d‘autant plus
facile et rentable si 1‘épaisseur de la couche de nacre est plus importante. Dans ce cadre, une
¢tude de 1épaisseur de la couche nacriére de 1°huitre perliere P. radiata de 10 populations du
littoral tunisien a été réalisée.

Sur chaque valve, Quatre mesures ont été effectuées (Ech, Ey, E;, Ef). Ces mesures ont
montré que 1‘épaisseur de la couche de nacre est différente d“un endroit & un autre. En effet,
1‘épaisseur maximale de cette couche est observée au niveau de la charniére (3,2mm a Zarzis).

En allant de la charniére vers le bord non nacré, cette épaisseur diminue progressivement.

D‘une maniére générale, 1°‘épaisseur moyenne des valves est comprise entre 0,69 mm a
Ajim et 1,34mm a Mabhares. La valeur individuelle minimale a été relevée au niveau de La
Marsa. Elle est de I‘ordre de 0,32 mm. La valeur maximale est de 2,07 mm, enregistré
toujours a Maharés. Quant aux valeurs de 1‘écart-type, elles oscillent entre 0,16 ; minimum
enregistré au niveau du port de Zarzis, et 0,31 ; maximum observé au niveau du port de
Hammamet (Tab. XV).

En se basant sur ce critére, le site de Mahares s‘avére comme un site pilote puisqu‘il

fournit des huitres ayant une couche nacriere relativement épaisse.
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Tableau XV. Epaisseur moyenne de la nacre dans les différents sites d*études

Sites Effectif | Moyenne | Minimum | Maximum | Ecart-type
La Marsa 56 0,78 0,32 1,12 0,19
Port de Hammamet 53 1,12 0,51 1,50 0,31
Port de Monastir 80 0,98 0,36 1,38 0,18
Stax 64 0,85 0,49 1,14 0,15
Kerkennah 120 0,81 0,41 1,34 0,22
Maharés 52 1,34 0,74 2,07 0,24
Skhira 77 0,94 0,33 1,91 0,29
Djerba 31 1,26 0,68 1,93 0,28
Ajim 80 0,69 0,63 1,52 0,23
Zarzis 80 0,91 0,53 1,27 0,16

B. III.LEstimation du rendement en poudre de nacre

i édique, utilisé u udre. Nous av
Dans le domaine orthopédique, la nacre est utilisée sous forme de poudre. Nous avons
jugé nécessaire d‘estimer le rendement en poudre de nacre a partir d“un échantillon naturel de
P.radiata afin de prévoir les quantités nécéssaires pour l‘expérimentation animale et pour voir

les potentialités de 1‘installation d‘industriels, une fois que le produit sera commercialisable.

Pour ce faire, 1‘échantillon de Mahares a été pris en entier. Le choix d‘un seul site d‘une
maniere aléatoire est dii au fait que 1‘opération du raclage de la couche calcitique externe est
trés lourde. Cet échantillon pese 1174,4g a 1‘état frais. La balance a enregistré une valeur

¢gale a 223,29g comme poids de la poudre de nacre.

Ainsi le rendement en masse de poudre de nacre (Ry,p) serait de :

, 22329
' X100 = ———— =1901%
Pn 1174 4

Rmp =

Avec :

e Pt : poids total de I’échantillon frais (coquilles + masse viscérale)

e Pn : poids de la poudre de nacre

188




Résultats et discussions

En se basant sur le rendement calculé, on peut dire que dans un kilogramme de P.radiata

fraiche, nous obtiendrons 190,1 grammes de poudre de nacre.

B.IV.Variations saisonnie¢res de la composition en acides gras
totaux de la nacre de Pinctada radiata

B.IV. 1. Analyse des résultats

Nous avons ¢étudié les variations saisonnicres de la composition en acides gras des lipides
totaux de la nacre des échantillons de P. radiata récoltés durant la premiére campagne de
péche (2011-2012) a Mahares au niveau de la région sud Est tunisienne afin de fournir des
informations sur la qualité des lipides de cette espece. Les résultats de 1°analyse des acides
gras présentés dans 1‘annexe (4) la présence de vingt-cing acides gras dans la poudre de nacre
et ont révélé que le contenu des lipides totaux était de 25,49-87,97 mg/100g dans les

différentes saisons.

La teneur en lipides étaient 1égerement plus élevées en hiver et au printemps respectivement
(87,97- 77,79 mg/100g) pendant la saison de reproduction de l‘espece (Février et mai) (p
<0,05) que dans la saison de croissance de la couche nacriére Novembre et Aoit (25,49-

41,41 mg/100g).

Les acides gras saturés prédominent en hiver (61,66 mg/100 g), les niveaux les plus bas ont
¢été trouvés a la fin de I'été et au début de I'automne. Les acides gras polyinsaturés ne subissent
pas de grandes variations cette teneur est décroissante allant de 1‘hiver jusqu‘a 1‘automne,
(19,14 ; 17,23 et 15,42 mg/100g) respectivement en hiver, printemps et automne. La quantité
la plus faible en AGPI est enregistrée pendant 1€t¢ a 7,79 mg/100g et ont montré une
tendance saisonniere semblable aux niveaux de la teneur totale de n-3 et de n-6 étaient bas en
hiver, puis a augmenté de manicre significative entre le printemps et la saison d'automne (p
<0,05) en gardant toujours la quantité n-3 plus élevée que la quantité de la série n-6.

Les changements saisonniers dans les acides gras mono-insaturés sont moins importantes (3 a
34.97mg/100g) avec une quantité assez €levée au printemps par rapport aux autres saisons

d'automne (p <0,05).

Les plus importantes quantités d'acides gras saturés: C14:0 (2,66 a 3,08%), C16:0 (de 20,11 a
32,93 %) et C18:0 (de 8,79 a 34,02%) on enregistre une quantité faible au printemps par
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rapport aux autres saisons et les acides gras mono-insaturés:une teneur ¢élevée de C15:1 au
printemps par rapport au reste des saisons C16:1 (2,02 a 2,96%), C18:1 (4,74 a 8,14%) et
C20:1 (de 0,24 a 0,70%) ont montr¢é des profils saisonniers similaires.
Les acides gras polyinsaturés les plus abondantes (AGPI) sont les suivants: C20:5 (n-3) (0,6 a
1,45%), C22:6 (n-3) (5,51 a 13,13%)avec une quantité¢ ¢élevée au printemps et en automne,
C22:5n-3 (1,44a 11,19) avec la quantité la plus élevée enregistrée en automne (11,19%)
similaire a celle du DHA (11,58) et de 18:3(n-3) (de 0,12 a 2,96 %). Les profils saisonniers de
ces acides gras ¢étaientt similaire a ceux des AGPI. Les (n-6) AGPI contiennent des
porcentages faibles de 20:4 (n-6) et de 18:2 (n-6), la quantité la plus élevée enregistrée en
C20:2(n-6) de 0,31 a 3,34 et les variations saisonnieres de ces derni¢res suivent celle de (n-6)
AGPI de tres pres. Les pourcentages de la série (n-3) AGPI sont significativement plus €levés
que ceux de (n-6) AGPI (p <0,05) (Annexe.IV). Nous avons remarqué aussi la présence de
non-interrompue méthyléne diénoique (NMID) (C22: 2) : C22: 2i (0,29% et 1,47) et C22: 2]
(0,26 % et 0,65%) en petites quantités.

B.IV. 2. Analyse en composante principale (ACP)
L‘analyse en composante principale (ACP) de la variation de la composition en acides gras
totaux de la nacre de Pinctada radiata au niveau de Maharés en fonction des saisons (Fig.73
et 74, tab XVI)
Pour cette ACP, nous avons utilisé vingt cinq descripteurs, leurs représentations sur un plan
F1 x F2 absorbent 36,14% de la variance totale (Fig. 73). L‘axe F1, absorbant 21,35% de la
variance totale, selectionne négativement la série n-3 : C20:5n-3( EPA), C20:4n-3, C22:6n-
3(DHA), C22:5n-3, C18:3n-3et de la série n-6 ; C20:2n-6, C20:4n-6 (ARA), et les acides
gras monoinsaturés C15:1, C16:1, C18:1 et C20:1 qui coincident avec la saison automnale et
printaniere sur le plan factoriel (1 x 2) de la projection des différents individus qui présentent
les différentes saisons, et positivement les acides gras saturés, distingués essentiellement par
C15:0, C16:0, C18:0 et C22:0.
Quant a I‘axe F2, absorbant 14,80% de la varaibilité, selectionne négativement la série n-6,

les acides gras saturés et monoinsaturés et positivement la série n-3.

Selon le plan factoriel (1x3) L‘axe F3, absorbant 32,38 % de la variance totale, avec 21,35%
pour 1‘axe 1 et 11,03% pour le second (Fig. 74). L‘analyse en composante principale a permis
la discrimination des différentes observations autour des trois axes F1, F2 et F3 absorbant

98,52 % de la variance totale. Selon ce plan 1‘axe F1 sélectionne positivement les acides gras
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saturés, monoinsaturés et la majorité des acides gras polyinsaturés qui coincide avec la saison

surtout estivale et automnale selon la projection des individus

A partir de cette association, nous pouvons déduire la présence des différents acides gras dans
les différentes saisons selon la projection des individus mais une forte corrélation positive
entre les acides gras polyinsaturés composée essentiellement de la série n-3 riche en EPA et

DHA qui coincide avec la saison automnale suivant les deux plans factoriels (1x2) et (1x3).

Tableau XVI. Pourcentage de contribution a la variance expliquée des principaux axes

factoriels. Nacre (AGT).

Nacre (AGT) F1 F2 F3
Valeur propre 5,337 3,700 2,757
Cumuls de la variance expliquée (%) 21,347 36,145 47,174
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Projection des variables sur le plan factoriel (1x2)

Variables (axes F1 et F2 : 36,14 %)
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Figure.73 Analyse en composante principale (plan 1 :2) de la variation de la composition
en acides gras des lipides totaux de la nacre de Pinctada radiata en fonction des

saisons.
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Projection des variables sur le plan factoriel (1 x 3).

Variables (axes F1 et F3 : 32,38 %)
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Figure.74 Analyse en composante principale (plan 1 :3) de la variation de la

composition en acides gras des lipides totaux de la nacre de Pinctada radiata en

fonction des saisons.
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B. V.Variations saisonniéres de la composition en acides gras des

catégories lipidiques essentielles de la nacre de P.radiata.

B.V.1.Variations saisonniéres de la composition en acides gras des PC de la
nacre de P.radiata.

B. V.1. a. Analyse des résultats

L‘analyse de la composition en acides gras des catégories phospholipidiques PC ou
lécithine des lipides totaux extraits a partir de la nacre de P.radiata a montré une
prédominance d‘étude des acides gras insaturés (AGI) par rapport aux acides gras saturés

(AGS) durant la saison hivernale et automnale (Annexe. 5).

Six acides gras majeurs avec des variations significatives (p<0.05) ont été identifiés au sein
de la PC durant les quatre saisons (Annexe. 5). Parmi les AGS, nous avons retenu le C16 :0
(9,96-24,17%) et le C18:0 (4,61-15,19%). Les C15 :1 (1,66-4,39%) ; C16:1 (2,2-4,68%) ;
C18:1n-9 (1,26-4,11)et C22 :1 (1,98-5,13%) prédomine parmi les AGMI et présentent des
pourcentages élevés surtout en hiver . Le C18 :2n-6 (0,49-2,92 %) est le représentant principal
des AGPI n-6. 1l en est de méme pour EPA (0,86-9,26%) et le DHA (3,86-9,51%) également
C22:3n-3 (3,14-11,21) et C22: 5n-3 (1,95-17,40) parmi les AGPI de la série n-3.

Les niveaux les plus ¢levés des AGPI des PC ont été enregistrés entre la fin de 1'automne
(Aott) et le milieu de I'hiver (Février) (p<0,05), puis ont légérement diminué et sont restés

faibles respectivement au printemps et en été.

Les AGPI des PC ont montré une relation significative avec les changements saisonniers de la
série n-3 des PC. Ils décroient de 24,03% (0,59 mg/100g) au début de 1'é¢tude (Février)
jusqu‘a 16,76% (0,25mg/100g) au mois de mai, en restant faibles jusqu'a aout 14,66%
(0,Img/100g), et enfin augmentent jusqu'a Novembre 42,18% (1,84 mg/100g).

B.V.1.b. Analyse en composante principale (ACP)

Les résultats de 1°ACP de la variation de la composition en acides gras des PC de la nacre de
pinctada radiata au niveau de Maharés en fonction des saisons (Fig.75, Tab XVII ) nous ont
permis de retenir les trois premiers axes qui contribuent ensemble par 41,20% a la variance
totale. Le premier axe contribue a lui seul par 26,63 % alors que le deuxiéme ne contribue que

par 14,57 % selon le plan factoriel (1 x2).
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Selon le plan factoriel (1 x3), le poucentage d‘inertie expliqué par les deux premiers axes est
de 37,85% avec 26,63% pour l‘axe 1 et 11,22% pour le second (Fig. 76, Tab. XVII).
Lanalyse en composante principale a permis la discrimination des différentes observations

autour des trois axes F1, F2 et F3 absorbant 79,05% de la variance totale.

L‘axe factoriel 1 séléctionne négativement les acides gras saturés qui coincident avec les
saisons estivales et printaniers suivant la projection des individus sur le plan factoriel (1 x2) et
positivement les acides gras polyinsaturés correspondant surtout a la série n-3 et la série n-6
qui coincident avec la saison d‘automne par contre 1°‘axe factoriel 2 sélectionne positivement
les différents acides gras monoinsaturés, CI15:1, Cl16:1, CI18:1n-9 et CI18:1n-7

correspondants a la saison hivernale selon la projection des individus.

Sur le plan factoriel (1 x3) 1‘axe 3 sélectionne positivement les acides gras polyinsaturés
essentiels de la série n-3 et n-6 : EPA, DHA et ARA ainsi que C22 :3n-3, C22 :5n-3 et

C20 :2n-6 correspondant a la saison automnale.

Tableau XVII. Pourcentage de contribution a la variance expliquée des principaux axes

factoriels. Nacre (PC).

Nacre (PC) F1 F2 F3
Valeur propre 7,456 4,080 3,142
Cumuls de la variance expliquée (%) 26,629 41,200 52,421
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Projection des variables sur le plan factoriel (1x2)

Variables (axes F1 et F2 : 41,20 %)
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Figure. 75 Analyse en composante principale (plan 1 :2) de la variation de la composition

en acides gras des PC de la nacre de Pinctada radiata en fonction des saisons.
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Projection des variables sur le plan factoriel (1 x 3).

Variables (axes F1 et F3 : 37,85 %)
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Figure.76 Analyse en composante principale (plan 1 :3) de la variation de la composition

en acides gras des PC de la nacre de Pinctada radiata en fonction des saisons.
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B.V.2.Variations saisonniéres de la composition en acides gras des PE de la
chair de P.radiata.

B. V. 2.a.Analyse des résultats

Les variations saisonnicres des acides gras des PE sont présentées dans 1‘annexe (6). Les
valeurs les plus €levées d'AGPI ont été enregistrées en hiver-automne (1,43 -1,16 mg/100g
des acides gras totaux) et les plus faibles enété et au printemps respectivement (0,35 et 0,5
mg/100g des acides gras totaux) (p <0,05). Le pourcentage des AGS riche principalement en
C16:0 et C18 :0 allait de 0,53 au printemps et 0.97 mg/100g en automne. Les acides gras

polyinsaturés sont riches principalement en acides gras de la série n-3.

Nous avons observé que la composition en acide gras de P.radiata variait tout au long des
saisons. Les acides gras polyinsaturés de la série n-3 sont principalement composés des
EPA(C20 :5n-3), DPA (22:5n-3: acide docosapentaenoique),C22:3n-3(acide
docosatrienoique) et DHA des différences significatives saisonnieéres (P <0.05) ont été
observées parmi les autres acides gras, les acides gras de la série n-3 atteignent leur maximum

en automne.

B.V.2.b. Analyse en composante principale (ACP)

Pour cette ACP, de la variation de la composition en acides gras des PE de la poudre de nacre
Pinctada radiata au niveau de Mahareés en fonction des saisons nous avons utilisé les
différents acides gras comme descripteurs, leurs représentations sur un plan F1 x F2 absorbent

41,25% de la variance totale (Fig.77, Tab. XVIII).

L‘axe F1, absorbant 26,46% de la variance, selectionne négativement 1‘'EPA qui coincide avec
la saison d‘hiver sur la projection des individus sur le plan factoriel (1x2) alors que 1‘axe
factoriel 2 absorbant 14,79 % de la variance totale sélectionne positivement le groupe des
acides gras essentiels distingués essentiellement par DHA, DPA et ARA ainsi que C20 :4n-

3correspondant a la saison d‘automne selon la projection des individus sur le méme plan.
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Ceci s‘explique aussi selon le plan factoriel (1x3) (Fig.78, Tab.XVIIl) 1‘axe factoriel F3
sélectionne positivement le groupe des acides gras essentiels distingués par EPA, DHA,
DPA et ARA correspondant a la saison automnale sur la projection des individus selon le plan

factoriel (1x3).

Laxe factoriel F3, absorbant 11,77% de la variabilité avec 1‘axe F1, absorbant 26,46%

absorbent 38,23% de la variance totale.

A partir de cette association, nous pouvons deduire une forte corrélation positive sur la
projection des individus que ce soit sur le plan F1 x F2 et F1 x F3. L‘analyse en composante
principale a permis la discrimination des différentes observations autour des trois axes F1, F2

et F3 absorbant 79,48 % de la variance totale.

Tableau XVIII. Pourcentage de contribution a la variance expliquée des principaux axes

factoriels. Nacre (PE).

Nacre (PE) F1 F2 F3
Valeur propre 7,145 3,992 3,177
Cumuls de la variance expliquée (%) 26,465 41,251 53,017
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Projection des variables sur le plan factoriel (1x2)
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Figure. 77 Analyse en composante principale (plan 1 :2) de la variation de la composition

en acides gras des PE de la nacre de Pinctada radiata en fonction des saisons.
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Projection des variables sur le plan factoriel (1 x 3).

Variables (axes F1 et F3 : 38,23 %)
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Figure.78 Analyse en composante principale (plan 1 :3) de la variation de la composition

en acides gras des PE de la nacre de Pinctada radiata en fonction des saisons.
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B.V.3.Variations saisonniéres de la composition en acides gras des PI de la
nacre de P.radiata.

B.V. 3. a. Analyse des résultats

L‘analyse de la composition en acides gras des catégories phospholipidiques PI des lipides
totaux extraits a partir de la nacre de P.radiata a montré une prédominance d‘étude des acides
gras insaturés (AGI) par rapport aux acides gras saturés (AGS) durant la saison hivernale et
automnale et inversement pour les saisons printaniére et estivale, nous avons enregistré pour
les acides gras polyinsaturés 1.21mg/100g en hiver contre 0,64mg/100g des acides gras
saturés de méme pour la saison d‘automne nous avons enregistré 1,16mg/100g des AGS des

acides gras totaux contre 1,57 mg/100g d°AGPI (Annexe. 7).

Parmi les AGS, nous avons retenu le C16 :0 (13,80-25,54%) et le C18 :0 (6,85-18,21 %)
(4,61-15,19%). Les C15 :1 (1,20-3,25%) ; C16:1 (3,80-5,10%) ; CI18 :1n-9 (2,03-4,99) et
C22:1 (1,61-13,48%) prédominent parmi les AGMI et présentent des pourcentages élevés
surtout en hiver et en été.

Le C18 :2n-6 est le représentant principal des AGPI n-6. Il en est de méme pour EPA (1,04-
12,56%) et le DHA (4,93-12,64%) également C22: 5n-3 (1,45-10,13) parmi les AGPI de la
série n-3est élvé parrapport a la série n-6 et durant toute 1‘année. Le taux le plus élevé en
AGPI de la série n-3 est enregistré en hiver et en automne et se traduit par la somme des EPA

et DHA.

B.V.3.b. Analyse en composante principale (ACP)

Les résultats de 1°'ACP de la variation de la composition en acides gras des PI de la nacre de
P.radiata en fonction des saisons (Fig.79, Tab. XIX) nous ont permis de retenir les deux

premiers axes qui contribuent ensemble par 41,36% a la variance totale.

Le premier axe contribue a lui seul par 27,11 % alors que le deuxiéme ne contribue que par

14,24 % selon le plan factoriel (1 x 2).

Cette représentation montre que 1‘axe F1 est clairement 1ié aux acides gras suivants C18:4n-3,

C22:0, C22:1, C20:2n-6, C20 :1n-9 ainsi que C20 :5n-3, C20:4n-6 et C22 :6n-3, C22 :5n-3
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alors que 1‘axe F2 est plutot 1ié¢ aux acides gras saturés C15 :0, C16 :0, C18 :0, C17 :0 en les
sélectionnant négativement correspondant aux saisons d‘été et du printemps selon le plan de

la projection des individus.

Suivant le plan factoriel (1 x 3) (Fig.80, Tab XiIX), l‘axe factoriel F1 absorbe par 27,11 % et
I‘axe factoriel F3 absorbe 11,54% de la variance totale, le cumul autour des trois axes F1, F2

et F3 absorbent 80,04 % de la variance totale.

Selon le plan factoriel (1 x 3), 1‘axe F1 sélectionne positivement les acides gras essentiels de
la série n-3 EPA, DHA, DPA et ARA ainsi que C20 :4n-3 ce qui coincide avec la saisn
automnale et hivernale sur le plan de la projection des individus. Ces résultats confirment les
résultats précédent (annexe VI), 1‘axe F3 est li¢ principalement aux différents acides gras

saturés et monoinsaturés correspondant a la saison de 1°été et celle du printemps.

Tableau XIX. Pourcentage de contribution a la variance des principaux axes factoriels.

Nacre (PI).
Nacre (PI) F1 F2 F3
Valeur propre 7,320 3,846 3,117
Cumuls de la variance expliquée (%) 27,113 41,356 52,900
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Projection des variables sur le plan factoriel (1x2).

Variables (axes F1 et F2 : 41,36 %)
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Figure. 79 Analyse en composante principale (plan 1 :2) de la variation de la composition

en acides gras des PI de la nacre de Pinctada radiata en fonction des saisons.
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Projection des variables sur le plan factoriel (1 x 3).

Variables (axes F1 et F3 : 38,66 %)
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Figure. 80 Analyse en composante principale (plan 1 :3) de la variation de la composition

en acides gras des PI de la nacre de Pinctada radiata en fonction des saisons.
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B.V.4. Variations saisonniéres de la composition en acides gras des PS de la
nacre de P.radiata.

B.V. 4.a. Analyse des résultats

L‘analyse de la composition en acides gras des catégories phospholipidiques PS des
lipides totaux extraits a partir de la nacre de P.radiata a montré que les AGT de ces PS sont
plus élevés en été et en automne (3,96 et 3,58 mg/100g) respectivement qu‘en hiver et
printemps(2,79 et 2,09 mg/100g ) également une prédominance légére des acides gras
insaturés (AGI) par rapport aux acides gras saturés (AGS) durant la saison hivernale et

automnale et inversement pour les saisons printanicre et estivale (Annexe. 8).

Parmi les AGS, nous avons retenu ceux qui présentent le pourcentage le plus élevé : le C16 :0
(13,23-27,38 %) et le C18:0 (5,57-16,77 %) et les plus faibles pourcentages sont enregistrés
en automne.

Les C16:1 (2,79-4,62%) ; C18 :1n-9 (1,77-7,85) et C22 :1 (1,15-6,46%) prédominent parmi
les AGMI et présentent des pourcentages €élevés surtout en hiver et en été.

Le C18:2n-6 est le représentant principal des AGPI n-6. Il en est de méme pour les
pourcentages des EPA (0,75-10,94%) et le DHA (4,33-13,66%) également C22: 5n-3 (1,78-
21,60) parmi les AGPI de la série n-3 qui sont élevés par rapport a la série n-6 et durant toute
I‘année .le taux le plus élevé en AGPI de la série n-3 est enregistré au printemps et en

automne.

B.V.4.b. Analyse en composante principale (ACP)

Les résultats de 1°ACP de la variation de la composition en acides gras des PS de la nacre de
P.radiata en fonction des saisons (fig.81) nous ont permis de retenir les deux premiers axes

qui contribuent ensemble par 39,95% a la variance totale.

Le premier axe contribue a lui seul par 26,28 % alors que le deuxiéme ne contribue que par

13,67 % selon le plan factoriel (1 x 2).

Cette représentation montre que 1‘axe F1 est clairement li¢ aux acides gras suivants C18:3n-4,
C18:0, C16:0, C18:3n-3, C18 :2n-6 ainsi que C22 :5n-3 et le DHA C22 :6n-3 que sélectionne

cet axe négativement correspondant a la saison d‘automne sur la projection des individus,
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alors que 1‘axe F2 est plutdt lié aux acides gras saturés C15 :0, C16 :1, C15 :1, C17 :0 ainsi
que I°‘EPA et °ARA en les sélectionnant positivement correspondant a la saison d‘hiver selon

le plan de la projection des individus du plan factoriel (1 x 2).

Suivant le plan factoriel (1 % 3) (Fig.82), 1‘axe factoriel F1 absorbe par 26,28 % et 1‘axe
factoriel F3 absorbe 11,06 % de la variance totale (Tab. XX), le cumul autour des trois axes

F1, F2 et F3 absorbent 77,29 % de la variance totale.

Selon le plan factoriel (1 x 3), 1‘axe F1 sélectionne positivement les acides gras essentiels de
la série n-3 EPA, et ARA ce qui coincide avec la saison estivale et hivernale sur le plan de la
projection des individus, inversement 1‘axe F3 sélectionne négativement le DHA et le DPA
correspondant a la saison d‘automne et celle du printemps sur la projection des individus du

plan factoriel (1 x 3).

Tableau XX. Pourcentage de contribution a la variance expliquée des principaux axes

factoriels. Nacre (PS).

Nacre (PS) F1 F2 F3
Valeur propre 7,096 3,690 2,987
Cumuls de la variance expliquée (%) 26,280 39,948 51,010

207



Résultats et discussions

Projection des variables sur le plan factoriel (1x2).

Variables (axes F1 et F2 : 39,95 %)
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Figure. 81 Analyse en composante principale (plan 1 :2) de la variation de la composition

en acides gras des PS de la nacre de Pinctada radiata en fonction des saisons.
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Projection des variables sur le plan factoriel (1 x 3).

Variables (axes F1 et F3 : 37,34 %)
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Figure. 82 Analyse en composante principale (plan 1 :3) de la variation de la composition

en acides gras des PS de la nacre de Pinctada radiata en fonction des saisons.
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C.Discussion

C. L.Variations saisonniéres de la teneur en protéines totales de la
nacre de Pinctada radiata

La nacre est constituée de carbonate de calcium sous forme aragonite (90%) et de matiere
organique (5%), plus des traces d‘eau et de différents ions. La matiére organique est
constituée entre autres de différentes protéines, dont la composition et la structure ne sont pas
totalement connues. Il a ét¢ montré que ces protéines induisent la formation de la partie

minérale de la nacre et déterminent sa structuration.

Le taux de protéines dans la nacre ne varie pas beaucoup au cours des saisons ces protéines
présentent 1,14 % de la matiere organique qui présente a son tour 5% de la nacre. Les
protéines présentes dans la nacre induisent la formation du carbonate de calcium sous forme
aragonite, bien que cette structure soit moins stable que celle de la calcite, dans les conditions
normales de température et de pression (Bowen et Tang, 1996 ; Feng et al., 2000). Selon les
hypotheses avancées, la partie soluble des protéines est responsable de la formation du cristal
dans une morphologie caractéristique de la protéine, alors que la partie insoluble détermine la

densité, la taille et la quantité des cristaux (Marin et al., 2008 ; Vallée, 2012).

La matiére organique contient aussi les pigments organiques, de type caroténoide, qui donnent
leur couleur aux nacres. Dans les mollusques, ils sont complexés a des protéines pour former
des caroténoprotéines. Cette complexation peut modifier la couleur initiale du pigment et
donner des teintes allant du jaune au violet.

Les protéines contenues dans la composition chimique de la nacre laissent la possibilité

d‘adsorption de la nacre sur 1‘électrode d‘or (Hamza et al., 2007)..

La nacre est organisée selon un mode¢le unique: Brique et Mortier La nacre est formée de deux
parties:

-Composante minérale : Carbonate de calcium cristallin sous forme d'aragonite pure pouvant
combler 1os.

-Composante organique : Matrice hydrosoluble et insoluble (Lopez et al, 1992, 1995).Le

produit hydrosoluble responsables de l'activité¢ biologique de la nacre comprend un mélange
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de protéines, qui présentent des activités biologiques de stimulation de la prolifération
cellulaire, en particulier des ostéoblastes, des chondrocytes, des kéralinocytes et des
fibrobiastes. Ces protéines sont non cytotoxiques, elles augmentent l'activité phosphatase
alcaline et la synthése de collagene de type I par les ostéoblastes notamment destiné a
augmenter la régénération des tissus notamment osseux, cartilagineux ou cutanés (Lopez et
al., 1997). Ce sont les protéines intramembranaires qui vont ménager des pores qui permettent
a certains ions ou petites molécules de traverser la bicouche lipidique du cytoplasme. Ils

permettent un mouvement plus rapide que les pompes et les transporteurs

Des auteurs ont fait des études sur les protéines de la nacre comme Nacrein a été la premicre
protéine de coquille de mollusque a avoir été séquencée et elle est sans doute encore la
protéine la plus étudiée (Miyamoto et al., 1996, 2003, 2005 ; Miyashita et al., 2002 ;
Matsushiro & Miyashita, 2004 ; Takeushi & Endo, 2005) également une autre protéine de 40
kDa a été décrite chez la méme espece, N40 (Yan et al., 2007). P20 est une protéine extraite

de la couche nacrée de Pinctada margaritifera (Bédouet et al., 2001) (tab.XXI)

Tableau XXI. les protéines partiellement caractérisées, associées aux coquilles de

mollusques

(modifié d*apreés Marin et al., 2008). (A) Protéines associées a 1‘aragonite. « Bioch. »

indiquent que ces protéines ont été caractérisées par biochimie (SDS-PAGE)

Classe Espéce Protéine Microstructure Observation Référence
(polymorphe)
Bwvalve P maxima P20 Nacre (A) Biochim. Beédouet ef al.. 2001
P margaritifera WSM peptides Nacre (A) Biochim.  Bédouet er ol 2006
P_fucata N40 Nacre (A) Biochim.  Yaneral, 2007

Vallée (2012) montre également l‘importance des protéines de la nacre. Ces protéines
fibreuses sont associées a de nombreuses autres molécules actives dont des facteurs de
croissance et surtout la décorine, protéine impliquée dans la régénération des tissus. C‘est sur
cette trame organique que les minéraux viennent se fixer, tel le carbonate de calcium qui
cristallise sous forme d‘aragonite trés pure. A partir de ces résultats un brevet sur un
compliment alimentaire a partir de la nacre qui est utilisée par VEGMARINE, est extraite

d“un mollusque nacrier géant, la Pinctada maxima, qui vit dans 1‘océan Pacifique.
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De fabrication frangaise et brevetée, ENERGOCAPS PURE NACRE est un complément

alimentaire de type modificateur de terrain, a prédominance ostéo-articulaire et musculaire.

C.II. Qualité de la nacre

L‘analyse des structures démographiques de la population tunisienne de 1‘huitre perliere
P.radiata au niveau de dix sites d‘étude montre, d‘une maniere globale, la dominance des
individus de grande taille. Les naissains, ayant une taille inférieure a la taille de la premicre
maturité sexuelle comprise entre 15 et 20 mm (Tranter, 1958b ; Tlig-Zouari, 1993 ; Khamdan,
2001), sont présents dans la majorité¢ des localités (port de Hammamet, port de Monastir,
Sfax, Kerkennah, Mahar¢s, Skhira, port de Zarzis) mais avec une faible fréquence qui ne

dépasse pas généralement 10%.

Les valeurs de la taille moyenne varient entre 49,90 mm (La Marsa) et 72,71 mm (port de
plaisance Hammamet sud). Ces valeurs sont plus importantes que celles mentionnées par
Tlig-Zouari en 1993 (32,7 mm) et Tlig-Zouari & Zaouali en 1998 (35,02 mm) pour les
Pintadines des iles Kerkennah. Cependant, elles restent inférieures a la valeur de 74,83 mm
enregistrée a Njila (Irathni, 2006). La comparaison des valeurs de la taille moyenne de la
population Tunisienne de P.radiata avec celles des populations de la Syrie et de Gréce montre
que, a lI‘exception des individus de Hammamet (72,71 mm) et de Mahares (69,87 mm), les
individus collectés présentent une taille moyenne inférieure a celle des Pintadines du Grece
(69,68 mm). Toutefois, la taille moyenne mentionnée en Syrie (56,63 mm) reste inférieure
aux valeurs que nous avons pu enregistrer a 1‘exception de deux stations a savoir : La Marsa

(49,90 mm) et le port de Monastir (56,43 mm).

En se basant sur les structures démographiques des populations tunisiennes de P.radiata,
on peut déduire que le site de La Marsa ne peut pas étre considéré comme un site pilote pour
1‘échantillonnage de ce bivalve puisqu‘il fournit des huitres de petite taille. Cette taille

présente un obstacle majeur dans l‘extraction de la couche de nacre.

Les valeurs de la taille des individus collectés oscillent entre 6,48 mm (port de Monastir)
et 104,37 mm (port de plaisance Hammamet sud). Cette taille maximale observée présente le
record actuel de cette espéce. En effet, elle est supérieure a celles observées par Seurat (1929)

au niveau de la mer des Bibans, par Tlig-Zouari (1993) aux iles Kerkennah (74 mm), par
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Irathni (2006) (100,5 mm) a Njila et par Yassien et al. (1998 et 2000) pour la Pintadine de la
mer rouge (93,2 mm) et de la Méditerranée orientale (64 mm).

La dominance des individus de grande taille accompagnés de naissains dans la majorité

des sites d‘étude nous amene a penser que la Pinctadine a trouvé sur les cotes tunisiennes un
milieu adéquat pour sa croissance et son développement.
En outre, la présence de cette espéce dans les stations portuaires (port de Hammamet, port de
Monastir et port de Zarzis) peut constituer un €lément supplémentaire de confirmation, d‘une
part le role joué par le trafic maritime dans l‘installation de 1‘huitre perliére P.radiata et
d‘autre part la capacité de cette espéce a supporter la pollution marine. Ceci met en évidence,
par conséquent, l‘intérét de son utilisation comme espéce bio-indicatrice dans les programmes
de bio-surveillance.

Ces différences observées peuvent étre expliquées par les variations des facteurs
environnementaux d‘un site a un autre. En effet, les facteurs physico-chimiques,
principalement la température et la salinité, ont un effet important sur le développement et la
survie des Mollusques (Parache et Mass¢, 1987 ; Aloui-Bejaoui, 1998 ; O‘Connor et Lawler,
2004).

La morphologie de la coquille est fortement influencée par la richesse nutritive du milieu et la
disponibilité de la nourriture pour chaque individu. De ce fait, la croissance est d‘autant plus
importante lorsque la densité des individus dans la population est plus faible (Zanette et
Deslous-Paoli, 1983 ; Brown et Hartwich, 1998 ; White et al, 1990). Selon Barill¢ (1996),
1‘4ge des individus peut également affecter les modalités de croissance des bivalves. En effet,
les adultes sont appelés a stocker des réserves pour la gamétogenese ce qui engendre un
ralentissement de la croissance de la coquille. Ce probléme n‘est pas posé¢ chez les individus

les plus jeunes ou toute 1‘énergie est destinée a la croissance.

L‘épaisseur moyenne de la nacre est comprise entre 0,69 mm a Ajim et 1,34 mm a
Mahares. Les valeurs individuelles fluctuent entre 0,32 mm (La Marsa) et 2,07 mm(Mabharegs).
En se basant sur ce critére, le site de Mahares s‘avere comme un site pilote puisqu‘il fournit
des huitres ayant une couche nacriére relativement épaisse. En revanche, le site d°Ajim ne
peut pas étre retenu dans les opérations d‘échantillonnage de ce bivalve.

Puisque nous ne pouvons pas comparer 1°épaisseur avec d‘autres populations de P.radiata
fautes de références bibliographiques, nous avons voulu confronter nos résultats avec ceux de

Pinctada maxima.
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En effet, cette huitre perlicre géante se caractérise par une couche de nacre épaisse de
I‘ordre de 2cm, ce qui explique la possibilité d‘implanter in vivo des fragments entiers de
nacre (Milet et al., 2004). L‘épaisseur maximale de la nacre que nous avons pu enregistrer
chez P.radiata est dix fois plus petite que celle observée chez P. maxima, ce qui rend
infaisable 1‘implantation de fragments entiers de nacre et la nécessité du passage a la forme

poudre pour son utilisation en orthopédie.

C.III. Variation saisonniére des lipides totaux et des
glycérophospholipides de la nacre de Pinctada radiata

Dans notre étude nous décrivons la composition des acides gras des lipides totaux de la
poudre de nacre de Pinctada radiata. Nous avons étudié ses glycérophospholipides (PE, PI,
PS et PC) pour avoir une idée sur la saison la plus riche en acides gras polyinsaturés et qui

pourraient étre a 1‘origine de son pouvoir ostéogénique.

La composition en acides gras des lipides totaux d'invertébrés dépend a la fois de la voie de
la biosynthese des acides gras dans leurs tissus et la composition des acides gras des sources

de nourriture de 1‘espéce.

Dans les écosystemes marins, différentes sources alimentaires comme le phytoplancton, le
zooplancton, matiere organique dissoute, détritus, etc, permettent de fixer certaines formes
d‘acides gras qui peuvent étre transférés, et ne peuvent donc étre reconnus en consommateurs
primaires (Dalsgaard et al., 2003). La composition en acides gras et les voies de biosynthése
sont essentiellement différents dans les bactéries, les micro-algues photoautotrophes, et les

animaux hotes (Pereira et al., 2003).

Les résultats de la variation saisonnieére de la composition en acides gras des lipides totaux
montrent une claire variation (P<0.05) de cette composition en montrant son élévation en
hiver et en printemps par rapport aux autres saisons avec une €¢lévation des acides gras saturés
formés essentiellement de C16 :0 et C18 :0 en hiver et moins en printemps. Hamza et Zouari
(2008) ayant travaillé sur le corail rouge (Corallium rubrum),espeéce typiquement
méditerranéenne montre que le corail et la nacre figurent ainsi parmi les biomatériaux les plus

prometteurs en chirurgie osseuse.
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Ainsi le corail est un autre substitut osseux d‘origine marine résorbable composé de carbonate
de calcium issu de la partie minérale du corail naturel. Sa biocompatibilit¢ et son

ostéointégration sont excellentes quel que soit le type de corail (Demers et al., 2002).

Andrey et al., (2007), ayant travaillé sur la composition des acides gras des lipides totaux sur

douze espéces de coraux mous zooxanthelles des genres Sarcophyton, Lobophytum, Cladiella,
Lytophyton, Cespitularia, et Clavularia, et le corail hermatypique Caulastrea tumida montre
que C16 :0 figure parmi les acides gras saturés essentiel avec une teneur ¢élevé également
confirmé par Papina et al., 2003. Ce résultat est similaire a ce que nous avons trouvé cet acide
gras figure parmi le reste des acide gras saturés : C14 :0, C15:0, C17:0 et C 18 :0 et C22 :0.
En effet, d*aprés Kaneda (1967) et Perry et al. (1979), la forte abondance de 1'acide stéarique
(C18:0) dans les phospholipides de certains bivalves inspire une fonction essentiellement de
type structurale. L acide myristique a également un role fonctionnel majeur pour la cellule : il
acyle (myristoylation) un nombre important de protéines et leur permettent ainsi d‘exercer

leur role dans la cellule (Le grand, 2007).

Le taux ¢élevé de l'acide palmitique C16 :0 dans la nacre en tant que substitut osseux s‘avere
importante puisque selon Gille (2011) les résultats d‘une étude cytologique qui a cherché a
déceler un effet potentiellement inhibiteur ou stimulant de divers acides gras sur la production
des ostéoclastes et des ostéoblastes. Dans 1°essai cytologique, c‘étaient principalement les
acides gras saturés a longueur de chaine de C14 a C18 qui inhibaient la formation des
ostéoclastes, en méme temps qu‘ils stimulaient la croissance et la multiplication des
ostéoblastes. L auteur a constaté a cette occasion que I‘acide palmitique (C16), autrement dit
1‘acide gras le plus abondant dans le lait, développait 1°effet le plus prononcé. Certains acides
gras mono et poly insaturés avaient 1‘effet contraire: ils stimulaient la multiplication des
ostéoclastes et freinaient la formation des ostéoblastes. Si ces observations se confirment chez
1‘étre humain, une nouvelle voie hautement intéressante s‘ouvrirait pour le traitement des

maladies osseuses et la prévention de 1°ostéoporose.

Les Pinctada radiata sont des organismes polytrophiques. Ils tirent les nutriments de
différentes sources trophiques dont phyto-et zooplancton.

Le régime alimentaire est une source importante d'acides gras polyinsaturés pour les
invertébrés. Pour cette espéce il est possible que la source de lipides importante soit de

organismes tels que les dinoflagellés.
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Les investigations des microalgues au 14C ont montré que le phytoplancton a contribué un
maximum de 26% pour le quotidien de demande en carbone organique de Dendronephthya
sp. (Widdig et Schlichter, 2001).

La faible contribution trophique par les herbivores. La teneur élevée en lipides chez Pinctada
radiata est similaire ou concorde avec celle de Pinctada margaritifera a Takapoto. Chez les
différents constituants de la matiére organique a Takapoto sont a peu prés également
distribués avec environ 1/3 pour chacun des lipides protéines et glycogenes et par conséquent
une teneur en lipides particulierement élevée en pouvant comparant méme le milieu

méditerranéen oligotrophe a capacité biotique peu importante a Tokapoto.

Parache et Masse (1987) donnent une teneur en lipide équivalente dans la zone de Carteau en
soulignant son caractere exceptionnel. Ainsi elle ne dépasse pas 10% a Marennes (Heral et a/,
1980) Il est intéressant de noter que Parache et Masse rattachent cette forte teneur en lipides a
I'abondance des dinoflagellés riches en acides gras essentiels (Folak, 1986). Or Sournia et
Ricard (1976) donnent les dinoflagellés comme largement majoritaires a Takapoto. Les acides
gras sont une source importante d'énergie durant le développement embryonnaire, larvaire et
postlarvaire chez les mollusques et permettent aussi la survie pendant les périodes de faible
disponibilité de la nourriture (Fiz et al., 2011).

Le transfert de certains acides gras polyinsaturés des sources nutritifs marines des coraux
sont supposée intervenir a la construction ou croissance du corail (Papina et al., 2003). Ainsi
ces AGPI participent bien pour la croissance de l‘espece Pinctada radiata et particuliérement
de sa couche de nacre puisque la taille moyenne initiale des pinctadines était de 11,49 mm au
mois de Novembre pour atteindre 43,55 mm pendant le mois d*Aout. Pinctada radiata est
remarquable par sa pousse estivale trés importante. Le taux de croissance de 1‘huitre perliére
Pinctada imbricata suit la méme évolution que celle de P.radiata. En effet, 1‘intervalle de
température 18-26° favorise son développement optimum. Ce qui explique la teneur élevée

des AGPI pendant la période estivale et automnale.

Les résultats montrent également la présence des acides gras C22:2i et C22:2j. Les roles
biologiques des C22:2 (C22:2i et C22:2j) ne sont pas bien élucidés. En revanche,
l'incorporation préférentielle des ces acides gras dans les lipides polaires et leurs distributions
sélectives dans les tissus et les organes exposés a l'environnement extérieur, suggerent un

role structurel et fonctionnel dans les membranes biologiques (Tunnicliffe et al., 1998 ; Pirini
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et al., 2007). D*aprés plusieurs auteurs, ces acides gras sont impliqués dans les mécanismes
de la fluidité, de 1°intégrité et de la structuration de la membrane (Irazu et al., 1984 ; Kraffe et
al., 2004 ; Barnathan, 2009). D aprés Barnathan (2009), le modéle d‘insaturation inhabituelle
de ces acides gras confére a la membrane cellulaire une résistance aux processus oxydatifs et
lipases microbiennes. Ainsi la biosynthése de ces acides gras peut représenter une

caractéristique biochimique adaptative des organismes benthiques a leur habitat.

La composition en acides gras spécifique peut étre une possible raison de cette distinction de
la nacre en tant que substance ostéogeénique, et a été distinguée par un taux élevé de plusieurs
acides n-3, a savoir 20:5n-3, 22:5n-3, 22:6 n-3, 18:3 n-3, 18:4 n-3 et le 20:4 n-3. Ces acides
sont considérés comme des étapes interdépendantes de la voie biosynthese bien connue des
acides de la série n-3, par conséquent, il est trés probable qu'il existe une cause mutuelle pour
une augmentation simultanée de 1‘¢lévation de ces AG. La présence de nourriture avec un
haut niveau de C20-22 AGPI n-3 série peut étre une raison possible pour la composition en

AG distinctifs découverts dans la nacre, entre autres par le DHA et L*‘ARA.

Les acides de la série n-3 I'emportent : contrairement a celui trouvé par Andrey, (2007) le taux
de la série n-6 est plus ¢levé. Donc nous pouvons dire que la nacre figure le substitut osseux
plus riche en n-3 par sa composition en AGPI que les coraux. La valeur moyenne du rapport
n-3 est plus élevée a n-6 avantage 1°0os. Dans ce contexte, un nombre croissant de publications
a permis de mettre en évidence que les acides gras de la famille des -6 étaient associés a une
perte osseuse accrue, tandis que les -3 sont pressentis pour protéger le capital osseux (Ono et
al., 2005; Tsutsumi et al., 2009; Corwin, 2003; Calder, 2006). Néanmoins, ce débat reste

controversé et les mécanismes d‘action sont mal connus (Ben Ammar ; 2014).

Malheureusement, jusqu‘a présent aucune donnée n‘a encore €té publi¢ sur la composition en
AG de la nacre. La comparaison de la composition en acides gras a montré la présence d'un
certain nombre de différences significatives entre les compositions AGPI entre les saisons, de

23,37 a 33,38% durant toute 1‘année ainsi ces derniers sont plus élevés en été et en automne.
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Généralement, seul les microalgues peuvent synthétiser C20-22 AG polyinsaturés (AGPI)
dela série n-6 et n-3. La capacité des invertébrés marins pour produire C18 (AGPI) qui sont
les principaux précurseurs dans la biosynthése C20-22 (AGPI), sont limités

Ces acides gras polyinsaturés sont essentiels pour les animaux et devrait étre transféré a partir
d'algues symbiotes (Dalsgaard et al., 2003).

La présence de cette quantité de nourriture spécialement les dinoflagéliés devrait sensiblement
influer sur la composition totale FA, parce que le profil en AG des organismes
photoautotrophes différe bien du profil en AG de 1‘animal consommateur (Papina et al., 2003)
I‘'EPA et DHA sont considérés comme comme marqueurs de dinoflagellés (Graeve et al,

1994;. Zhukova et Aizdaicher, 1995

Comparant avec la coquille Saint Jacques (Argopecten purpuratus) au Chili, Caers et
al.,(1999) montre que le rapport n-3/n-6 de sa chair est égale a 12. Dans le présent travail, le
rapport n-3/n-6 varie de 6,28 a 29,56 durant toute 1‘année avec la portion la plus élevée
pendant la saison automnale ceci se traduit par une richesse de la série n-3 sur celle de n-6 Le
rapport n-3/n-6 est un indice permettant d‘évaluer la qualité nutritionnelle des produits de la
mer et en particulier des Bivalves (Orban et al., 2004). Plus la valeur de ce rapport est ¢levée

plus la qualité nutritionnelle est meilleure.

Les phospholipides (PL) sont constitués d“une molécule de glycérol estérifiée par deux acides
gras et un acide phosphorique, lui-méme li¢ a un alcool aminé (choline, éthanolamine...). Ces
phospholipides sont des lipides de structure car ils sont constituants des membranes
cellulaires et en assurent entre autres la fluidité (Le Grand, 2007). Comme nous 1‘avons déja
mentionné, les PE et le PC sont majoritaires par rapport aux autres glycérophospholipides (PI

et PS). Ceci est également vrai pour plusieurs autres bivalves marins.

Les résultats de 1°ACP de la variation de la composition en acides gras des PC de la nacre de
P. radiata au niveau de Maharés nous ¢€lucident le suivi saisonnier des PC qui varient de
21,88 4 30,99% et sont caractérisé€s par la richesse en AGMI en hiver et par une richesse en
AGPI de la série n-3 et n-6 coincidant a la saison d‘automne. Ces AGPI sont plus riche dans
la PC comme I‘ont montré Morais et al. (2003), les AGPI se trouvent généralement en

grandes quantités dans les phospholipides.
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La PC constitue la catégorie lipidique dominante des phospholipides chez les bivalves d‘une
part, et d‘autre part, elle est considérée comme étant la fraction lipidique la plus impliquée
dans la régulation de la perméabilité et la structuration des membranes (Hall et al., 2002 ;

Delaporte et al., 2005 ; Zhukova, 2007).

Les PE de 19,12 a 34,39 % suivent les mémes variations que les PC avec une augmentation
des EPA, DHA, DPA et ARA en automne Les acides gras oméga 3 constituent une famille

dont le premier élément est 1‘acide alphalinolénique indispensable (ALA, 18:3 oméga-3).

Les autres ¢léments, ¢laborés a partir de 1°ALA, sont constitués de chaines carbonées plus
longues et plus insaturées. Les principaux AGPI n-3 étant 1°'EPA (acide eicosapentaénoique,
C20:5n-3) et le DHA (acide docosahexaénoique, C22:6n-3) (Bourre, 2004). L‘'EPA et DHA
possedent un rdle crucial dans la nutrition et la santé humaine. En effet, ils sont impliqués
dans la prévention contre les maladies cardiovasculaires (Hu & Willett, 2002 ; Harris & Von
Schacky, 2004), possédent des propriétés anti-inflammatoires et immunitaires (Calder &
Grimble, 2002 ; Gil, 2002 ; Simopoulos, 2002) et jouent un rdle inhibiteur dans le
développement de certains cancers tels que le cancer du sein, du colon et de la prostate
(Leitzmann et al., 2004 ; Roynette ef al., 2004 ; Binukumar & Mathew, 2005 ; Moyad, 2005 ;
Judé et al., 2006), les PI faible en printemps 16,57 % et peut attendre jusqu‘a 25,31%
enautomne taux ¢levé des n-3 et n-6 en automne et hiver par contre les PS varient durant toute

I‘année et peuvent aller jusqu‘a 38%.

Les PS sélectionnent positivement EPA et ARA en saison estival et hivernal et sélectionnent
négativement DHA et DPA en automne et printemps(Fig.83) DPA peut jouer un role
fonctionnel homologue de DHA dans les phospholipides avec des effets possibles sur la
fonction de la protéine transmembranaire (Pernet et al., 2005). L'acide gras 22:5n-3 a été
incorporée dans de la phosphatidylcholine de maniere sélective des auteurs ont suggéré une
origine endogéne pour 22:5n-3, biosynthétisée par élongation de I'EPA, (Watanabe et al.,
1989) Ce processus d'élongation pourrait contribuer a la rectification de la carence alimentaire

en DHA avec un acide gras ayant la structure la plus proche (Soudant et al., 1997).

Hall et al. (2002). En effet, il est admis que 1‘acide arachidonique (C20:4n-6) et 1‘acide
eicosapentaénoique (C20:5n-3) sont impliqués dans la biosynthése des prostaglandines sous

l‘action de la cyclo-oxygénase chez les invertébrés (Stanley & Howard, 1998).
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Le C20:4n-6 est a °origine de la prostaglandine de la série 2 (PGE2) tandis que le C20:5n-3
donne la prostaglandine de la série 3 (PGE3).
les lipides polaires sont majoritairement dominés par les phosphatidylcholines (PC). Cette

catégorie constitue plus que 30% des phospholipides.

La PS et la PE constituent des amino-phospholipides principalement localisés dans la couche
interne de la membrane et sont particulierement impliqués dans la fluidit¢é membranaire et
l'activité des protéines membranaires liées (Kraffe et al., 2004 ; Delaporte et al., 2005).

Lesquelles protéines membranaires possédent des activités enzymatiques, ont des fonctions

structurales et constituent des moteurs moléculaires (Stevens & Arkin, 2000) (Fig. 84 et 85).
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Figure. 83 Variations des teneurs (%) des acides gras totaux des différentes catégories
lipidiques de la nacre de P. radiata en fonction des saisons

PC : Phosphatidylcholines ; PS : Phosphatidylsérines ; PE : Phosphatidyléthanolamines ; PI :
Phosphatidylinositols.

Les lipides membranaires sont distribués dune fagon asymétrique entre les deux faces de la
bicouche. Certains lipides ne se retrouvent que dans la face externe de la bicouche alors que

d‘autres existent dans la face interne (Fig. 84)
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Figure. 84 Le mode¢le de la mosaique fluide de la structure membranaire

(Lehninger et al.,1994).
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Figure. 85 La distribution des lipides de la membrane érythrocytaire entre les faces

interne et externe (Lehninger et al.,1994).
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Figure .86 Variations des teneurs (%) des EPA+DHA des différentes catégories lipidiques

de la nacre de P. radiata en fonction des saisons

PC : Phosphatidylcholines ; PS : Phosphatidylsérines ; PE : Phosphatidyléthanolamines ; PI :
Phosphatidylinositols.

EPA a diminué dans les lipides polaires tandis que le DHA a augmenté, ce qui suggere une

utilisation sélective des EPA peut étre utilisé comme combustible pour le développement

et / ou peut étre 1i¢ a la production d'eicosanoides en raison de son role de précurseur de ce

groupe d‘hormones hautement biologiquement actif (Fiz ef al., 2011).

Les lipides et les acides gras jouent un role important dans le développement des invertébrés
marine qui sont liés a la quantité de nourriture et qualité (Przeslawski ef al., 2008). EPA et
DHA ont diminué dans les deux classes de lipides (PC et PE en hiver et en printemps (Fig.
86). Dans ce cas, 'EPA a montré un role énergique et il n'y avait pas de conversion en DHA.

ce qui suggere un rdle spécifique pour cet acide gras dans les membranes cellulaires.

Dans I'ensemble, les nouvelles données sur la composition en acides gras qui ont été pour la
premiére fois obtenu pour la nacre pourraient étre importantes pour des futures enquétes sur
I‘ostéogénie, le métabolisme des lipides, marqueurs trophiques, et dans les études

chimiotaxonomiques de la nacre de Pinctada radiata.
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Chapitre 111

Variations saisonnieres et comparaison
de la composition en acides gras des
lipides polaires de la chair et de la nacre

de Pinctada radiata dans la zone de

Mahares
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A. Introduction
La composition en acides gras des phospholipides des organismes marins est souvent étudiée
chez les poissons afin de valoriser leurs apports nutritionnels. Pour la détermination des
lipides dans les espéces de bivalves, seules les huitres, coquilles coquilles Saint-Jacques, et les
moules ont ¢t¢ ¢tudier en détail (Saito, 2004, Soudant et al., 1998 et Freites et al., 2002)
encore moins existante congernant la nacre, couche interne de 1‘huitre perliere Pinctada
radiata. A notre connaissance Farre ef al. (2009) a déja caractérisé la composition en lipides
polaires de 1'enveloppe de couche nacrée de Pinctada margaritifera, sans préciser le profil des

différents acides gras.

En portant notre intérét sur 1‘ostéogénie de la nacre de l‘espéce P. radiata en tant que
potentiel de substitution osseuse nous avons vu essentiel d‘étudier en paralléle la composition
des acides gras de sa chair de comparer les profils saisonniers et voir leur relation dans le but
de compléter si nécéssaire avec les acides gras de la chair en culture cellulaire et d‘essayer de
comprendre la composition saisonniére en acides gras de la chair et de la nacre en comparant
ses deux profils. A notre connaissance, les informations concernant la composition en acides
gras chez P. radiata sont trés peu présentes dans le monde et abscentes sur les cotes de la

Tunisie.

Cependant, les contenus en acides gras récupérés des différents phospholipides membranaires
pouvant résulter de 1‘alimentation effectués par cette espéce. Nous avons vu nécéssaire et
pour clarifier et comprendre cette composition. Lanalyse de la composition en acides gras
des différents glycérophosphates (PC, PE, PI et PS) ne serait pas appropriée sans faire 1‘étude
du contenu des lipides polaires surtout durant I‘année. Une étude de cette composition a été
faite au cours de la saison hivernal (Ben Ammar ; 2012 et 2014) qui s‘avérait la saison la plus
riche en acides gras polyinsaturés correspondant a une saison d‘intense activité trophique se
traduisant par une forte teneur en AGT, cette teneur serait mobilisée en vue de la maturation
des ceufs chez Pinctada radiata. On peut assumer que la période de ponte débuterait au
printemps et se prolongerait a la fin de 1‘été. Ces résultats corroboreraient les observations de

Tlig Zouari (1994).
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Le profil des acides gras de la chair et de la nacre était le méme qualitativement mais differe
quantitativement En conséquence, notre premiere hypothése de travail était que les lipides de
la chair proviendrait essentiellement des resources alimentaires présentes ce taux dépend des
conditions comme la température, la qualité nutritionnelle, la reproduction, la période de
ponte, la croissance etc.

Notre deuxieme hypothése c‘est que la composition en acides gras de la nacre provient de la
l‘alimentation des particules en suspension des dinoflagéll€s, etc...aussi et donc de la chair de

1‘espéce et dépend aussi de la croissance et des mémes conditions de la coquille enticre.
Les principaux objectifs de ce chapitre étaient donc :

e De comparer la composition lipidique particulierement les phospholipides de la chair
durant 1‘année afin d‘observer s‘il existait un remaniement de ce contenu suivant les
saisons

e De comparer ces profils lipidiques avec ceux de la nacre biomatériau potentiel afin de
déterminer les liens,

e De rapprocher ces résultats avec les compositions spécifiques des contenus en lipides
sur le pouvoir ostéogénique de la nacre et en cas dun déficit qui sera compensé par le

contenu de la chair.

B. Variations saisonnieres de la composition en acides gras des
lipides polaires de la chair et de la nacre de Pinctada radiata

dans la zone de Mahareés

B.1.Variations saisonniéres de la composition en acides gras des

lipides polaires de la chair de Pinctada radiata

B.I.1.Analyse des résultats

Nous avons ¢étudié les variations saisonnieres de la composition en acides gras des lipides
polaires de la chair P. radiata récoltés durant la premicre campagne de péche (2011-2012) a
Maharés au niveau de la région sud-est tunisienne afin de fournir des informations sur la

qualité des lipides polaires de cette espéce.
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Les résultats de 1‘analyse des acides gras présentés dans l‘annexe (9) ont révélé durant un
cycle saisonnier, le contenu des acides gras insaturés variaient autour d'une valeur moyenne
de 35,32 et 51,42 % des lipides polaires ce qui correspond a environ 30 % des lipides totaux.
La majorité de ce contenu est présentée par la dominance des AGPI (27,65-44,77%) avec des
valeurs élevées respectivement enregistrés en hiver et en automne (44,77 et 41,85%),
¢galement pour les acides gras de la série n-3 qui sont majoritaires par rapport a la série n-6 et
sont surtout composés des EPA+DHA, ces derniers sont composés de 29,72 ; 15,44 ; 13,30 et

16,83 de la saison hivernale a 1‘automnale. Le taux le plus ¢élevé est enregistré en hiver.

B.1.2. Analyse en composante principale (ACP)

L‘analyse en composante principale (ACP) de la variation de la composition en acides gras
totaux de la nacre de P. radiata au niveau de Maharées en fonction des saisons (Fig.87et 88,

Tab. XXII)

Cette analyse nous a permis de retenir les deux premiers axes qui contribuent ensemble par

44,63% a la variance totale.

Le premier axe contribue a lui seul par 25,79 % alors que le deuxiéme ne contribue que par

18,84 % selon le plan factoriel (1 x 2).

Cette représentation montre que 1‘axe F1 est clairement 1i¢ aux acides gras essentiels (EPA,
AA et DHA) C20 :5n-3, C20:4n-6 et C22 :6n-3, ainsi que C18:3n-4, C18:2n-6, alors que 1‘axe
F2 est plutot lié aux acides gras saturés et monoinsaturés C14 :0, C17 :0, C16:0, C14 :1,
CI15:1 C16 :1en les sélectionnant négativement correspondant a la saison du printemps selon

le plan de la projection des individus.

Suivant le plan factoriel (1 x 3) (Fig.88), 1‘axe factoriel F1 absorbe par 25,79 % et 1‘axe
factoriel F3 absorbe 14 % de la variance totale, le cumul autour des trois axes F1, F2 et F3

absorbent 84,42 % de la variance totale.
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Selon le plan factoriel (1 x 3), I‘axe F1 sélectionne positivement les acides gras essentiels de
la série n-3 EPA, DHA et ARA ce qui coincide avec la saison hivernale sur le plan de la
projection des individus ces résultats confirment les résultats précédent présentés sur le plan
factoriel (1 x 2). I‘axe F3 est lié¢ principalement aux différents acides gras saturés et

monoinsaturés correspondant a la saison d‘été et celle du printemps.

Tableau XXII. Pourcentage de contribution a la variance expliquée des principaux axes

factoriels. Chair (LP).

Chair (LP) F1 F2 F3
Valeur propre 6,447 4,711 3,500
Cumuls de la variance expliquée (%) 25,789 44,633 58,631
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Projection des variables sur le plan factoriel (1x2).
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Figure.87 Analyse en composante principale (plan 1 :2) de la variation de la composition

en acides gras des lipides polaires de la chair de Pinctada radiata en fonction des

saisons.

228




Résultats et discussions

Projection des variables sur le plan factoriel (1 x 3).
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Figure.88. Analyse en composante principale (plan 1 :3) de la variation de la composition

en acides gras des lipides polaires de la chair de Pinctada radiata en fonction des

saisons.
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B.I1.Variations saisonnieres de la composition en acides gras des

lipides polaires de la nacre de Pinctada radiata

B.I1.1. Analyse des résultats

Les variations saisonniéres des acides gras des lipides polaires sont présentées dans 1‘annexe
(10). Les valeurs les plus ¢levée d'AGPI ont été enregistrées en hiver-automne (26,55 -
29,65%) et la plus faibles en été et au printemps respectivement (18,62 et 21,28%). Le
pourcentage des AGS riche principalement en C16 :0 (de 22,92 a 37,82%) et C18 :0 (de 19,43
a 35,23%) allait de 59,94 en hiver et 72,21 mg/100g en printemps. Les acides gras

polyinsaturés sont riche principalement des acides gras de la série n-3.

On a observé que la composition en acide gras de P.radiata variait tout au long des saisons.
Les acides gras polyinsaturés de la série n-3 sont principalement composés des EPA, DPA
(22:5n-3: acide docosapentaenoique), C22:3n-3(acide docosatriecnoique) et DHA des
différences significatives saisonnieres (P <0.05) ont été observées parmi les autres acides

gras, les acides gras de la série n-3 atteignent leur maximum en automne et en printemps.

B.I1.2.Analyse en composante principale (ACP)

Pour cette ACP, Vingt-cinqg acides ont été considérés comme descripteurs des lipides polaires
de ce biomatériau potentiel au niveau de Mahares en fonction des saisons : des AGS : C14:0,
C15:0, C16:0, C17:0, C18:0 et C22:0; des AGS :C14:1, C15:1, C16:1, C18:1, et C20:1 et des
AGPI C18:2n-6, C20:2n-6, C20:4n-6, C18:3n-3, C18:4n-3, C20:4n-3, C20:5n-3, C22:5n-3,
C22:6n-3, C16:2n-4, C16:3n-4, C18:3n-4, C22:2i et C22:2;.

Leurs représentations sur un plan F1 x F2 absorbent 39,85% de la variance totale (Fig .89,

Tab. XXIII).

L‘axe F1, absorbant 23,71% de la variance, selectionne négativement C22 :6n-3,C22 :5n-3 et
I'EPA qui coincide avec la saison printaniére sur la projection des individus sur le plan
factoriel (1x2) alors que 1‘axe factoriel 2 absorbant 16,14 % de la variance totale sélectionne
négativement le groupe des acides gras essentiels distingué essentiellement par DHA, et
sélectionne positivement surtout 1°‘EPA et L*‘AA correspondant a la saison d‘hiver selon la

projection des individus sur le méme plan. Ceci s‘explique aussi selon le plan factoriel (1x3)
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(Fig90, Tab XXII). 1‘axe factoriel F3 sélectionne positivement le groupe des acides gras
essentiels distingué essentiellement par DHA et DPA correspondant a la saison automnale sur
la projection des individus selon le plan factoriel (1x3).Laxe factoriel F3, absorbant 11,55%

de la varaibilitéavec 1‘axe F1, absorbant 23,71% absorbent 35,26% de la variance totale.

Sur 1‘axe factoriel 1 (23,71%), les variables qui représentent les plus fortes dispersions sont
les acides gras saturés (C14 :0, C15 :0, C16 :0 et C :17 :0 ainsi que les acides gras
monoinsaturés (C14 :1, C15 :1, C16 :0 et C20 :1) , par contre, contribue le plus a la variabilité
sur 1‘axe 3 (11,55%). La projection des individus (saisons) sur le plan factoriel (1 :3) ne révele
aucune contribution significative des saisons printanicres et estivales sur les deux

composantes principales.

A partir de cette association, nous pouvons déduire une forte corrélation positive sur la
projection des individus que ce soit sur le plan F1 x F2 et F1 x F3. L analyse en composante
principale a permis la discrimination des différentes observations autour des trois axes F1, F2

et F3 absorbant 75,11 % de la variance totale.

Tableau XXIII. Pourcentage de contribution a la variance expliquée des principaux axes

factoriels. Nacre (LP).

Nacre (LP) F1 F2 F3
Valeur propre 5,928 4,035 2,888
Cumuls de la variance expliquée (%) 23,711 39,852 51,405
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Projection des variables sur le plan factoriel (1x2).
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Figure.89. Analyse en composante principale (plan 1 :2) de la variation de la composition
en acides gras des lipides polaires de la nacre de Pinctada radiata en fonction des

saisons.
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Projection des variables sur le plan factoriel (1 x 3).
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Figure. 90. Analyse en composante principale (plan 1 :3) de la variation de la

composition en acides gras des lipides polaires de la nacre de Pinctada radiata en

fonction des saisons.
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C.Discussions

Les lipides, et plus précisément les acides gras, font partie des divers ¢léments nutritifs qui
servent d'indicateurs pour en évaluer la qualité nutritionnelle. Ainsi, de nombreux travaux ont
été effectués pour caractériser la composition lipidique et en acides gras des organismes
marins. Cependant, aucune étude visant a 1‘étude des acides gras spécialement en lipides
polaires de ce mollusque invasif P. radiata et suivre les variations des pourcentages des
différents groupes d‘acides gras des lipides polaires au niveau de la chair et de la nacre de P.
radiata en fonction des saisons nous avons donc choisi d‘étudier les ressemblances ou
dissemblances des profils des lipides polaires au niveau de la nacre et la chair. Cette
comparaison a pour objectif d‘un coté de confirmer les résultats trouvés dans le chapitre
précédent mettant 1‘accent sur la composition des différents catégories lipidiques (PC,PE, PS
et PI) de voir 1‘évolution saisonniére de cette composition et d‘un autre c6té puisque les
phospholipides constituent les membranes cellulaires et vue leur rdle structurale au niveau de
la cellule nous avons vu nécessaire de comparer les deux profils en vue de leur utilisation en
culture cellulaire pour voir leurs effets ou leur pouvoir ostéogénique de combler la déficience

de I‘un des extraits par 1‘autre.

Le suivi saisonnier de 1‘évolution des lipides polaires de la chair montre le méme profil des
acides gras que celui de la nacre composés des acides gras suivants : saturés (C14:0, C15:0,
Cl16:0, C17:0, C18:0 et C22:0; monoinsaturés: Cl14:1, C15:1, C16:1, C18:1 et C20:1 et
polyinsaturés : C18:2n-6, C20:2n-6, C20:4n-6, C18:3n-3, C18:4n-3, C20:4n-3, C20:5n-3,
C22:5n-3, C22:6n-3, C16:2n-4, C16:3n-4, C18:3n-4, C22:2i et C22:2j( Ben Ammar, 2012 et
2014).

Les analyses montrent que les acides gras saturés sont prédominants dans la nacre que dans la
chair (Annexe.10) et sont essentiellement composés de 1‘acide palmitique (C16 :0) et de
1‘acide stéarique (C18 :0) et sont nettement élevés dans la nacre que dans la chair. C18 :0 est
converti partiellement par désaturation en acides gras monoinsaturés comme synthése
endogéne (Le Grand, 2002).Cet acide gras est élevée dans la saison printaniére contrairement
a la chair son taux baisse dans la méme saison. Cette richesse de la nacre en acides gras
saturés peut €tre due a leurs utilisations dans la croissance de la couche de nacre qui se

déroule surtout dans les saisons a température élevés. Selon Freites et al., (2002) ces acides
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gras sont probablement liée a plusieurs parameétres, dont la richesse de 1'environnement par les

détritus organiques qui sont une source importante de C14: 0, C15: 0, C16: 0 et C18: 0.

Chez cette espéce nous avons noté une diminution du pourcentage des AGMI contre une
¢lévation des AGPI. Cependant, 1‘alimentation de ce bivalve semble affecter plutot les lipides
polaires. En effet, dans la nacre et la chair une €lévation significative des AGMI a été notée
contre une diminution des AGPI et des AGPI (n-3). Quant aux AGPI (n-6), leurs
pourcentages ont demeuré invariables et suivent la méme variation saisonniére dans la chair et

la nacre.

Les acides gras polyinsaturés des lipides polaires sont prédominants dans la chair, ces
résultats sont similaires a ceux trouvés dans d‘autres bivalves comme Flexopecten Glaber
(Pectinidae) (Telahigue et al.,2010), oyster Crassostrea gigas (Dridi et al., 2008) et Pinctada
fucata martensii (Saito., 2004). Ces AGPI de la chair présentent presque le double que ceux
présentés dans la nacre (figure (A) et (B). Selon Palacios ef al., 2005 ce taux est élevé a cause
de la transformation de la SFA a I'UFA (poly et mono) qui est plus grande dans la chair ou se

produisent différents métabolismes comme la reproduction.

Les AGPI de la nacre ne suivent pas la méme variation saisonniere que la chair sont élevés en
automne et baissent en été par contre élevés en hiver et baissent en printemps dans la chair.
Ceci pourrait étre due qu‘en dehors de la période de la ponte les réserves énergétiques(en
lipides) sont mobilisées pour assurer la survie du bivalve d‘une part et le développement de la
couche nacriére et de la coquille d‘autre part. Puisque cette espéce a une activité sexuelle
continue (Tlig et Zouari , 1994) ceci souligne 1‘importance des phénomenes de maturation de
cette espece également due a son activité¢ se traduisant comme par exemple chez Pinctada
margaritifera par 1‘alternance ouverture fermeture de sa coquille avec différents types de
mouvements qui reflétent 1‘activité physiologique (filtration, respiration, excrétion, ponte) et
son comportement alimentaire (Fig. 91) selon une étude de sa physiologie menée par (Robert
et al., 1995).

Ainsi [‘huitre peut utiliser beaucoup de ses réserves énergétiques de ses acides gras en
période estivale et automnale pour la croissance ainsi de la croissance de la coquille. Les
teneurs importantes des lipides au niveau de la chair sont vraisemblablement dues a un
transfert de ces métabolites vers la coquille pour maintenir sa croissance et son

développement.
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Gabbot, (1975) et Tocher et Sargent, (1984) ont également conclu que les phospholipides
jouent principalement un rdle structural dans les membranes biologiques, mais peuvent aussi
étre stockées en grandes quantités comme une réserve de lipides dans les ceufs des organismes

marins.
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Figure 91. Comportement nutritionnel de 1*huitre perliére Pinctada margaritifera (Robert

et al ; 1995).

Dans la nacre le suivi saisonnier de 1‘évolution des LP ne montre pas de variation significative
(p > 0,05) des pourcentages d*AGPI. Ces variations trés mineures seraient dues au fait que les
phospholipides, desservent principalement les fonctions de type structural (Swift, 1977 ;

Pazos et al., 1997a).

Les AGPI de la série n-3 suivent la méme variation saisonniére que les acides gras
polyinsaturés au niveau de la nacre qu‘au niveau de la chair de P. radiata. En effet, ces

derniers conférent a ces organismes un bon développement larvaire (Robenson et al., 1981 ;
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Thompson & Harrison, 1992 ; Soudant ef al., 1996 ; Le Pennec et al., 1998 ; Jonsson et al.,
1999). Plusieurs auteurs ont attribué¢ ces pourcentages ¢levés en AGPI a un apport direct par
1‘alimentation composée majoritairement de Diatomées et de Dinoflagellés (Pollero et al.,
1979 ; Trider & Castell, 1980 ; Napolitano et al., 1992 ; Robinson, 1992) ou indirectement par
un transfert a partir de la glande digestive et/ou d‘autres tissus de réserve (Barber & Blake,

1985 ; Pazos et al., 1997 ; Le Pennec et al., 2001 ; Darriba et al., 2005).

Nous avons enregistré 1‘existence des acides gras C22:2i et C22:2j dans La chair et la nacre
de P.radiata Selon Maryse (2005), ces acides gras sont présents dans les lipides polaires de
Crassostrea gigas et Ruditapes philippinarum. Ces acides gras (C22: C22: 2i et 2j) sont
impliqués dans les mécanismes de la fluidité, de 'intégrité et de la structure de la membrane
(Gilles,2009). La présence de ces acides gras bivalve confére une protection contre les
altérations de la membrane en raison de changements dans I'environnement physico-

chimique.

Les AGPI de la série n-6 sont composés principalement des C20 :4n-6 (AA) et C18 :2n-6
(ALA) ces derniers suivent la méme variation saisonnicres dans la nacre et la chair et ont
surtout un taux élevé qui coincide avec la saison d‘hiver (figure 92) le taux élevée de ALA

peut étre due a sa conversion en DHA (Alessandri ef al., 2008).

Les AGPI n-3 modulent le métabolisme énergétique a plusieurs niveaux : le transport du
glucose (Pifferi ef al., 2005 ; Hichami e al., 2007), la glycolyse (Kothapalli et al., 2007), la
phosphorylation oxydative (Ximenes et al., 2002 ; Kitajka et al., 2002, Barcelo-Coblijn et al.,
2003 ; Kitajka et al., 2004) et 1°activité¢ de la pompe Na+/K+ ATPase (Bersohn et Spitz, 1974
;Bourre et al., 1989). Ainsi les AGPI sont composés essentiellement des EPA et DHA selon la
variation saisonnieres de ces acides gras essentiels nous avons remarqué dans la chair et la
nacre que 1° EPA a diminué dans les lipides polaires tandis que le DHA a augmenté, (Fig. 92
(A) et (B)), ce qui suggere une utilisation sélective des EPA peut étre utilis€ comme
combustible pour le développement et / ou peut étre lié a la production d'eicosanoides en
raison de son rdle de précurseur de ce groupe d‘hormones hautement biologiquement actif

selon (Fiz et al., 2011).
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Figure.92 (A) Proportion relative de quelques acides gras essentiels (AA, EPA et DHA)
et acides gras polyinsaturés de la fraction des lipides polaires de la chair de P.

radiata.

(B) Proportion relative de quelques acides gras essentiels (AA, EPA et DHA) et
acides gras polyinsaturés de la fraction des lipides polaires de la nacre de P.

radiata.

L‘intérét nutritionnel des AGPI et notamment des dérivés a longue chaine de la série n-3 a fait
I‘objet d‘un grand nombre d‘investigations sur la prévention et la thérapie de certaines
pathologies du systéme nerveux central (Astorg et al., 2006 ; Calder et Yaqoob, 2009).

Lacide linoléique, 1°AA et le DHA sont les principaux AGPI constituants des phospholipides
membranaires. Ils modulent l‘action de différents acteurs de la signalisation inter- et
intracellulaire (enzymes, transporteurs, récepteurs, canaux ioniques). Ils interviennent de
facon directe en constituant un microenvironnement peu ordonné et flexible, facilitant ainsi
les changements de conformation nécessaire a l‘activité de protéines intrinseques, ou
indirectement en induisant la ségrégation de domaines membranaires plus ordonnés, enrichis
en acides gras saturés, en phosphatidylcholine, en glycosphingolipides et en cholestérol (les
rafts) auxquels sont associés des complexes protéiques actifs (Shaikh et al., 2003, Wassall et

al., 2004). En effet, la faible affinité du cholestérol pour les phospholipides les plus riches en
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DHA (phosphatidyléthanolamine) pourrait servir de mécanismes de sélection dans la

formation des rafts.

Des études observationnelles et interventionnelles ont montré que des apports élevés en
oméga 3 pourraient réduire le risque de présenter de nombreuses pathologies (coronaropathie,
hypertension, diabeéte de type 2, polyarthrite rhumatoide, maladies auto-immunes, cancer). A
contrario, d'autres études ont montré qu'un régime trop riche en oméga 6 créait un contexte

inflammatoire de nature a majorer ce risque. (Weiss et al., 2005).

La chair de P. radiata est une meilleure source d'acides gras polyinsaturés de la série n-3 (Ben
Ammar ; 2014). Ce résultat est semblable a ceux trouvés dans d'autres mollusques bivalves
comme les pétoncles, Jacques, Chlamys varia, varia Pecten Jacobaeus (Katsanevakis, 2005)
et des Pectinidés , glaber Flexopecten sur les cotes nord de la Tunisie qui ont des valeurs
nutritionnelles intéressantes (Telahigue et al., 2010) en raison de leurs niveaux relativement

¢levés d'acides gras polyinsaturés n-3, en particulier dans les EPA et DHA.

Les AGPI jouent unrdle important a plusieurs niveaux ainsi le réle de médiateurs lipidiques se
fait a travers ces derniers. Les AGPI a 20 atomes de carbone [acide dihomo- -linolénique
(DGLA, 20:3n-6) ; AA et EPA] conduisent, par leur entrée dans des voies enzymatiques
d‘oxygénation, d‘hydroxylation ou de peroxydation, a la formation de puissants médiateurs de
la signalisation cellulaire qui ciblent 1‘ensemble des tissus de 1‘organisme.

Lentrée des AGPI dans ces voies métaboliques requiert tout d‘abord 1°hydrolyse de la liaison
ester en position sn-2 des phospholipides membranaires sous 1‘action d‘une phospholipase de

type A2 (PLA2).

Les AGPI ainsi libérés peuvent emprunter deux voies métaboliques principales : la voie des
cyclooxygenases générant les prostanoides (prostaglandines, prostacyclines, thromboxanes)
ou la voie de la lipoxygénase conduisant a la synthese des acides gras hydroperoxydés et

hydroxylés puis aux leucotriénes (Guesnet et al., 2005) (Fig.93).

Pour chaque famille de molécules, on distingue trois séries selon la nature de 1°AGPI (chaque
tissu possede 1°‘équipement enzymatique permettant la synthése spécifique de 1‘une ou 1‘autre
molécule). Ces molécules oxygénées régulent des fonctions aussi diverses que la

reproduction, la physiologie cardiaque, la coagulation sanguine, 1°hémostase, 1‘inflammation,
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le fonctionnement des glandes endocrines et exocrines... Parmi ces molécules, citons le
thromboxane A2 (TXA2), issu de la conversion de 1°AA au niveau des plaquettes sanguines,

qui est un puissant inducteur de 1‘agrégation plaquettaire.
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Figure. 93 Métabolisation des AGPI par les voies des cyclooxygénases (conduisant a la
formation des prostanoides) et de la lipoxygénase (conduisant a la formation des
leucotriénes). Chaque famille de molécules comporte 3 séries selon la nature de
1°‘AGPI précurseur. Ces molécules régulent des fonctions diverses : reproduction,

coagulation sanguine, hémostase, inflammation...
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Chapitre IV

Activité des extraits lipidiques de 1a nacre et de 1a

chair sur la différenciation des ATDC5
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A. Introduction

Devant [‘ensemble des données dans la revue bibliographique et les chapitres précédents, il
nous est apparu intéressant d*étudier 1°effet des molécules extraites de la nacre afin d*évaluer
leur capacité a étre vecteur d‘ostéogénie dans le but d‘obtenir un matériau bioactif.

Dans le but d*acquérir nos premicres informations quant a une éventuelle toxicité des extraits
lipidiques de la nacre et de la chair de Pinctada radiata et de déterminer une concentration
efficace de ce dernier, une étude préliminaire de mesure de la prolifération et de la viabilité
cellulaire a ¢été réalisée sur des cultures de cellules en lignée. Cette étude a permis de

restreindre la plage de concentrations testées dans notre étude.

Nous avons utilisé un modele in vitro afin de tester les potentialités d‘ostéogénese de 4
extraits lipidiques : 1‘extrait lipidique de la nacre de Pinctada radiata; 1°extrait lipidique de la
chair de Pinctada radiata, 1'ESM (Ethanol soluble Matrix) de la nacre de Pinctada radiata et
1°'ESM de la nacre de Pinctada margaritifera.

Nous avons profité en méme temps de comparer le pouvoir ostéogénique des extraits ESM

des deux especes P. radiata et P. margaritifera.

Dans le cadre de cette étude ont été réalisés des colorations rouge alizarine, rouge Sirius et

bleu Alcian pour les cellules ATDCS et rouge alizarine pour les cellules MC3T3.

Dans un deuxieme temps, les nouvelles technologies de biologie moléculaire (QPCR) nous ont
permis de mener une étude large de 1‘expression génique des cellules et nous ont permis de
réaliser une caractérisation de notre modele de culture. Ces résultats nous ont ensuite permis
de mieux appréhender les éventuelles différences d‘expression que 1‘extrait de la nacre et de

la chair de Pinctada radiata pouvaient induire.

Deux groupes de génes ont ainsi été étudiés : une premiere étude a permis d*étudier les génes
impliqués dans l‘ossification enchondrale Col1A2, col2Al, Agrécane et colX Al pour les
cellules ATDCS et une seconde a vis¢ les genes impliqués dans la physiologie osseuse

ostéopontine, ostéocalcine, coll et RunX2 pour les cellules MC3T3.
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Lfextrait lipidique de la nacre et de la chair a été fait selon la méthode de Folch (Chapitre
matériels et méthode). L extrait a 1°éthanol (ESM) permet d‘obtenir 1‘extrait de nacre qui

concentre essentiellement les lipides mais aussi des petites protéines.

B.Etude de cytotoxcicité et viabilité

Test de cytotoxicite
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Figure 94 : Effet cytotoxique des lipides de la nacre (Ln) et de la chair (Lc) de
1'ESMr et de 'ESMm sur les cellules MC3T3. Test de cytotoxicité, LDH
(1) et test de viabilité cellulaire, MTT (2).
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Le test LDH permet de mettre en évidence une augmentation croissante de la toxicité en
réponse a 1‘augmentation de la dose de lipides utilisée, avec une cytotoxicité plus importante
des lipides de la nacre (Ln) par rapport aux lipides de la chair (Lc) (Fig.94).Ainsi nous
n‘avons pas enregistré une cytotoxicit¢ des molécules extraits de nacre ESMm et ESMr. Ces
résultats sont corrélés a ceux du test MTT démontrant une diminution de la viabilité des
cellules suite au traitement par les lipides la cytotoxcicité des MC3T3 de souris en culture
décroit significativement selon la concentration d‘Ln, de 100% a 200ug/ml (p < 0,01) et
150% a 500pg/ml (p < 0,001) jusque 250% a 1000 pg/ml (p < 0,001), mais aussi moins avec
les Le. Il est a noter que dans des conditions similaires, on observe un effet dose et une
toxicité plus marquée de Ln. Toutefois, pour la dose utilisée (100pg/ml), la toxicité est faible
voire nulle.

ESMr et ESMm n‘affectent pas la viabilit¢ des MC3T3, méme aux concentrations les plus
¢élevées moins la Lc. Les résultats obtenus montrent donc clairement un effet apoptogeéne
spécifique de Ln mais avec une concentration au-dela de 500 pg/ml. Un tel effet pourrait en
partie étre di a la conversion des acides gras de la série n-3 ou n-6 comme par exemple la
conversion de 1‘acide arachidonique en eicosanoides par les enzymes COX(Cycloxygénase)
et LOX (Lipoxygénase) dont 1‘activité catalytique génére la production d‘anions superoxydes
et de radicaux libres contribuant a 1‘apparition d‘un stress oxydant (Samuelsson, B., 1987).
Les eicosanoides eux-mémes pourraient étre impliqués dans 1‘effet apoptogene observé et tout
ceci est di soit a I°extraction du Ln ou a sa stérilisation. De plus, ces acides gras (notamment
les w3 et w6 EPA et GLA) possédent une activité cytotoxique voire antitumorale sur les
cellules de carcinome (Wigmore et al., 1996, Kuratko and Becker, 1998). En effet, les
phospholipides jouent des rdles divers dans le métabolisme cellulaire, notamment du fait de
leur participation dans la composition de la membrane cellulaire. Le récepteur de la
phosphatidylcholine, par exemple, est un signal de reconnaissance de 1‘apoptose. L apoptose

donne lieu a une redistribution des lipides membranaires (Arnoult et al., 2001).
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C.Activité des extraits lipidiques sur les Pré-

chondrocytes murins ATDC5

C.1. Histologie

L‘¢tude des différents extraits, 1‘extrait lipidique de la nacre (Ln), 1°extrait lipidique de la
chair (Lc) et 1‘extrait ESM de la nacre (Br), de Pinctada radiata consiste a mettre en évidence
la capacité des extraits de la nacre et de la chair a stimuler la différenciation au cours de
1‘ossification endochondrale jusqu‘au stade de minéralisation. Pour cela, nous avons utilisé
des cellules pré-chondrogénique dérivant de tératocarcinome AT805 de souris ATDCS. Les
ATDCS seront cultivées en micromasse afin de faire un essai in vitro (ou les cellules seront

dans des conditions qui se rapprochent de celles in vivo).

Cette ¢étude histologique a été menée par une coloration Rouge Alizarine afin de visualiser la
présence de dépodts calciques par les cellules et une coloration Bleu Alcian afin de mettre en
évidence les GAGs (les glycosaminoglycanes) par liaison saline. Ils sont principalement
situés a la surface des cellules ou dans la matrice extracellulaire. Le Rouge Sirius est utilisé

afin de visualiser le collagene.

La présence d‘inducteurs de minéralisation étant nécessaire pour observer les dépots in vitro,
nous avons analysé les effets des extraits en présence d‘inducteurs (I‘insuline 10 pg.ml-1,
acide ascorbique 50pg.ml-1 et PB-glycérophosphate 10nM). L‘AA et le B-GP sont des
inducteurs de minéralisation ostéoblastique qui vont permettre la minéralisation de la matrice
extracellulaire au cours du temps. Le premier objectif était d‘étudier la minéralisation des

cellules ATDCS cultivées en 3D sur 14 jours dans le milieu DMEM-F12.

Ainsi T ou TS contenant le milieu de culture des ATDC5 DMEM-F12 est considéré comme
un témoin négatif dans cette étude, T+ ou ITS contenant du milieu TS +10ug/ml d‘insuline
est considéré comme témoin positif (Tableau. I),ensuite les différents extraits Ln (lipides
Nacre P.radiata) contenant le milieu ITS + AA (acide ascorbique 50ug/ml) +GP (10mM de
B-glycérophosphate) + extrait lipidique de nacre (100ug/ml), Le (lipides Chair P.radiata):
milieu ITS+ AA + GP + extrait lipidique de chair (100ug/ml), Br (ESM P.radiata):milieu de
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culture ITS + AA + GP + ESM de P.radiata (100pg/ml) et Bm (ESM P.margaritifera):milieu
de culture ITS + AA + GP +:ESM de P.margaritifera (100pg/ml),ce dernier est considéré
comme un témoin positif (Nacre de Pinctada Margaritifera) en se basant sur ce témoin positif
tout comme 1‘équipe du Pr Lopez 1‘a démontré. Notre objectif est de montrer la stimulation
des phénomenes d‘ostéoinduction et d‘ostéogénése par cet extrait Br.

Notre manipulation a été effectuée avec n=3 se présentant dans les figures qui suivent.

T T+ Ln Le Br

RS

Bm
‘
|
£

J7
Bm

T T+ Ln Lc Br

J10

-
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RA

BA

RS

Figure. 95 Résultats des colorations (RA, BA et RS) menées sur les pré-chondrocytes
murins ATDCS cultivés en micromasse avec les différents extraits Ln, Lc, Br et
Bm 4 une concentration de 100pg/ml a J7, J10 et J14. La position des différents

extraits est indiquée. (par colonne) (n=1). (manip1).

La figure.95 représente la position des différents extraits ajoutés au sein de la plaque de 18

puits a une cinétique de 14 jours.

La coloration rouge Alizarine permet de déterminer la capacité de ces cellules a minéraliser.

La minéralisation est proportionnelle a la coloration rouge.

A partir de 7 jours de culture, I‘intensité de la coloration semble similaire pour tous les
extraits a I‘exception du Br qui présente visiblement un point calcique dans ces conditions de
culture ainsi qu‘au 10 éme jour

de culture.

Par contre, au 14°™ jour, une coloration nettement plus intense en présence de Br
intense en Ln et moins en LC et Bm.

Les résultats obtenus montrent la capacité des cellules ATDCS5 a induire la
minéralisation en présence d‘AA et de B-GP, et la capacité de ces extraits pour stimuler cette

minéralisation.
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La coloration au Bleu Alcian n‘a donné aucun résultat au niveau macroscopique a partir du 7
eéme jour de culture puisque nous n‘enregistrons pas de différence notable par rapport au
témoin positif T+. Par contre nous enregistrons plus d‘intensité¢ de coloration des différents
extraits par rapport a ce témoin a partir de J10 et enfin une intensité de Br et de Bm aul4 ¢me

jours de culture.

Nous avons constaté une coloration bleue dont I‘intensit¢ augmente avec le temps de
culture de J7 a J14. Donc la quantit¢ de GAGs augmente. Nous pouvons en conclure qu‘il y a
formation de matrice du cartilage dans le modéle de culture en 3D avec la lignée ATDCS.

Il se peut que la quantité de GAGs augmente avec le temps.

Les colorations au rouge Sirius n‘ont donné aucun résultat au niveau macroscopique au 7
eéme et dixiéme jour de culture puisqu‘on n‘enregistre pas de différence notable par rapport
au témoin positif T+. Par contre nous avons enregistré une coloration légérement plus

intense au niveau des différents extraits par rapport a ce témoin.

La réaction entre les groupements sulfoniques du colorant et les groupements basiques
présents sur les molécules de collagéne pourrait se produire avec une cinétique de plus de 14

jours.

Les résultats des tests de minéralisation menés sur les ATDCS représentés par la figure (95)
(annexe. ) représente la position des différents extraits ajoutés au sein de la plaque de 24 puits

colorations a une cinétique de 14 jours (n=3).

Le contrdle négatif ne montre aucune activité. Par contre, a la concentration de100ug/ml de
Ln, les pré-chondrocytes ATDCS minéralisent sous 1‘effet de 1‘extrait de Ln ainsi que de Lc
des 7 jours (Fig. 95). Au cours du temps, on constate des dépots beaucoup plus importants
avec des points calciques jusqu‘au quatorzieme jour de culture avec la coloration rouge
Alizarine et nous constatons que 1‘intensité de minéralisation de Ln est intense mais qui n‘est
pas présente sur toute la surface du puits contrairement a Lc.

Nous supposons que cet extrait présenterait une minéralisation avec des points calciques plus
intenses si nous procéderons a 1‘ensemensement en micromasse soit 30 pL. d‘une suspension

de cellules ATDCS cest-a-dire 600 000 cell/micromasse/puits au lieu de 200000 cellules
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pour mieux visualiser les résultats puisque l‘extrait lipidique de la chair est plus riche que
celui de la nacre et pour également se rapprocher plus de 1‘environnement 3D in vivo et pour

¢viter la sensibilité des cellules a 1°hypoxie.

Nous constatons également que l‘intensité des points calciques des différents extraits Ln, Lc,
Br et Bm augmente au cours de cette cinétique. Les cellules ATDCS5 montrent une capacité a
induire une minéralisation en présence de ces extraits. Egalement la présence d‘AA et de -
GP favoriserait une apparition plus rapide de la minéralisation. Ainsi nous avons constaté une
coloration dont I‘intensité de coloration augmente avec le temps de contact.

Nous pouvons en conclure que la lignée ATDCS utilisée est bien capable de minéraliser et

que la culture en 3D favorise la minéralisation.

En comparant 1‘apparition des points calciques du Br par rapport au témoin positif Bm, cette
derniére montre plus de point calciques surtout a J7. On peut en conclure qu‘il faut augmenter
la concentration de Br puisqu‘il s‘agit de deux espéces de pintadines différentes. L‘extraction
de Bm a été faite initialement avec une quantité de 500mg. Si nous procédons de la méme

fagon pour Br.

Nous n‘enregistrons pas de différence notable par rapport au témoin positif T+ de la
coloration au Bleu Alcian a partir du 7 éme jour de culture. Par contre nous observons plus
d‘intensité de coloration des différents extraits par rapport a ce témoin a partir de J10
jusqu‘au J14 avec une intensité plus visible avec les Lc. Nous pouvons déduire de ces
résultats que Lc augmente la quantité de GAGs et la formation de matrice du cartilage dans le

modele de culture en 3D avec la lignée ATDCS.

Les colorations au rouge Sirius montrent qu‘il n‘y a pas de différnce entre les différents
extraits et le témoin positif au niveau du septieéme jour de culture. Par contre 1‘intensité de ce
colorant est observée nettement a partir du 10 éme jour de culture jusqu‘au 14°™ jour pour
tous les extraits mais plus accentué au niveau du Br en le comparant avec son témoin positif

Bm.
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Nous pouvons conclure que Br semble avoir une activité sur les collageénes puisqu‘il favorise
la production de la réaction entre les groupements sulfoniques du colorant et les groupements

basiques présents sur les molécules de collagéne.

C.I1. Expression des génes (q PCR)

L‘¢étude par qPCR de 1‘effet des différents extraits a ét¢ menée afin de déterminer 1‘influence
des différents extraits sur la variation de l‘expression de geénes impliqués au cours du
processus d‘ossification endochondrale. Les ARNs sont extraits a différents temps de culture
puis transformés en ADNc par RT pour étre utilisés en PCR quantitative. L‘expression des

genes Col I, Col 11, Col X et Agc est étudiée.

Lanalyse de l‘expression génique a été réalisée a partir des cellules ATDCS cultivées en 3D
en présence des différents extraits Ln,Lc, Br et Bm avec du AA et du B-GP de J1, J7, J10 et
J14 (Figure 96).

Ainsi T ou TS contenant le milieu de culture des ATDCS DMEM-F12 est considéré comme
un témoin négatif dans cette étude, T+ ou ITS contenant du milieu TS +10 ug/ml d‘insuline
est considéré comme témoin positif (Tab. I),ensuite les différents extraits Ln (lipides Nacre
P.radiata) contenant le milieu ITS + AA (acide ascorbique 50ug/ml) +GP (10mM de B-
glycérophosphate) + extrait lipidique de nacre (100ug/ml), Lc (lipides Chair P.radiata):
milieu ITS+ AA + GP + extrait lipidique de chair (100pg/ml), Br (ESM P.radiata):milieu de
culture ITS + AA + GP + ESM de P.radiata (100pg/ml) et Bm (ESM P.margaritifera):milieu
de culture ITS + AA + GP +:ESM de P.margaritifera (100pug/ml),ce dernier est considéré

comme un témoin positif (Nacre de Pinctada margaritifera) .

La Figure (96) présente 1‘évolution au cours du temps de 1‘activité¢ des différents genes
impliqués dans la chondrogénese (col I, col II, Agrécane et col X) sur les cellules de la lignée
ATDCS cultivée en micromasse sur une cinétique de 14 jours avec des temps d‘arrét a J1, J7,

J10 et J14 ainsi que le rdle joué des différents extraits sur 1°‘expression de ces genes.
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Tous les points sont comparables les uns par rapport aux autres, car ils ont tous été normalisés
par rapport au point J7 du controle négatif, afin d‘observer 1°évolution au cours du temps du

phénotype chondrocytaire.
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Figure 96. Effets des lipides Ln et Lc et ESMr et ESMm sur l‘expression des différents
genes impliqués dans la chondrogénése (col I, col II, Agrécane et col X) sur les cellules de
la lignée ATDCS cultivée en micromasse sur une cinétique de 14 jours avec des temps
dearréta J1,J7,J10 et J14. NAPDH a ét¢é utilis¢ comme géne de ménage. Les calculs de

« fold » sont réalisés avec les valeurs du controle a J1.
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Le collagene de type I est un composant majeur des cellules mésenchymateuses
indifférenciées, son expression est importante tout au long de la cinétique sous l‘effet de Ln
qui augmente de J1, présente un pic au 10°™ jour de culture puis diminue 1égérement a J14,
sous l‘effet de Lc. L expression du coll est stable jusqu‘au dixiéme jour de culture puis
diminue progressivement jusqu‘a J14. L‘expression de col I sous I‘effet de ESMr est stable
de J1 a J7 puis diminue a J10 at augmente jusqu‘a J14. Par contre ESMm diminue de J1 a J7
augmente jusqu‘a J10 et diminue jusqu‘a J14. ESMm et Lc semble avoir le méme effet sur ce

gene

Col II se trouve dans le cartilage hyalin, c‘est-a-dire au niveau des articulations. Les
résultats montrent une nette augmentation de 1‘activité de col II en présence de Ln supérieur a
celle du contrdle. L extrait montre une augmentation visible dés le premier jour tandis que
cette augmentation est observable dés J7 avec ESMm et ESMr qui suivent la méme évolution
et puis diminuent légerement jusqu‘au J14. L expréssion du colll sous 1‘effet de Lc montre
un pic a partir de J7 puis un deuxieme a J14 mais cette expression n‘est pas assez forte en
comparant avec Ln. Ainsi 1‘expression de ce geéne sous 1‘effet des différents extraits est assez

importante et dépasse les 10 fold en comparant avec celle du controle.

Ltagrécanne est un composant majeur du cartilage, une augmentation de son
expression au cours de la cinétique est observée, confirmant une différenciation
chondrogénique. De plus, l‘expression est plus importante lorsque les cellules sont en
présence de molécules de nacre Ln un peu moins Lc. L effet de ces deux extraits sur ce géne
suivent la méme évolution et expression de géne augmente jusqu‘au J10 puis diminue
légerement. Par contre son expression sous l‘effet de ESMm et ESMr augmente jusqu‘au J7
puis se stabilisent jusqu‘au J14. Ainsi ces derniers suivent la méme évolution au cours de

cette cinétique.

Rappelons que les cellules ATDCS sont des précurseurs de chondrocytes et de chondrocytes
hypertrophiques.

Col X est caractéristique du cartilage hypertrophique et minéralisé, son expression augmente
au fur et a mesure de la cinétique. Nous avons enregistré un pic a J7 puis une légere
diminution et un autre pic a J10. Son expression est importante si nous le comparons par

rapport au contrdle et dont 1‘expression atteigne 15 fold. L expression est plus forte et plus
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rapide pour les cellules traitées avec Lc. Le pic d‘expression pour Lc s‘effectue plus tot

qu‘avec Ln, méme si celui-ci présente une expression plus élevée.

De plus, I‘expression est moins importante par rapport a la présence de Lc et Ln lorsque les
cellules sont en présence de molécules de nacre ESMm et ESMr ; 1‘expression de ce géne suit
la méme évolution en présence de ces différentes molécules de nacre. Ces résultats vont dans
le sens d‘une induction plus rapide et plus forte de la chondrogenése par les molécules de la

nacre en augmentant l‘expression d“un géne clé de 1*hypertrophie et de la minéralisation.

Si nous comparons l‘activité¢ de ces différents genes (coll, Colll, agrécane et ColX) des 4
extraits testés (Fig. 96) par rapport aux figures (le reste des moyenne n=3 voir annexe (12))
nous trouverons les mémes résultas. Le geéne coll est sous exprimé proportionnellement au
temps de culture, sauf en présence de Ln et ceci est visible a J10 et J14.

Les résultats montrent un pic d‘expression pour le contrdle positif T+ (ITS+AA+GP) a J7,
alors que ce pic est retardé et diminue lorsque les cellules sont traitées avec du Ln et un peu

moins Lc. Cependant, les pics d‘expression sont plus faibles en présence d‘ESMm et ESMr.

Lfaggrécane est un composant majeur du cartilage, on observe une augmentation de son
expression au cours de la cinétique, confirmant une différenciation chondrogénique. De plus,
1‘expression est plus importante lorsque les cellules sont en présence de molécules de nacre.
Contrairement aux autres genes, ainsi nous enregistrons son expression inhibée en présence de
tous les extraits sauf le contrdle positif en présence d‘inducteurs AA et GP mais une
augmentation se traduit par les pics d‘expression de tous les extraits a partir de J10 et se
stabilise jusqu‘a J14. Par contre a n=1 I‘action de l‘aggrécane est inhibée donc il faudrait

augmenter la durée de la cinétique pour voir si I‘expression aura lieu plus tard.

L‘analyse de l‘expression de genes clés impliqués dans le processus d‘ossification
endochondrale montre une action non négligeable du traitement des cellules ATDCS par
extraits lipidiques de la nacre et de la chair ainsi par les molécules extraites de la poudre de
nacre ESMr et ESMm.

On observe pour 1‘extrait Ln une nette augmentation de 1‘activité Col I, supérieure a celle du
control positif T+. L‘extrait montre une augmentation visible dés 10 jours a la concentration
de 100pug de Ln/ ml tandis que cette augmentation n‘est pas observable pour le reste des

extraits qui suivent la méme évolutin au cours de cette cinétique de 14 jours.
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D.Discussion et conclusion

L‘objectif de ce travail consiste a étudier 1‘activité des différents extraits, 1‘extrait lipidique de
la nacre (Ln), I‘extrait lipidique de la chair (Lc) et I‘extrait ESM de la nacre (Br), de Pinctada
radiata sur 1‘ossification enchondrale en vue de leur utilisation pour des applications
pharmaceutiques ou médicinales dans le futur. A notre connaissance 1‘étude sur les Lc, Ln et
Br de I‘huitre perliere Pinctada radiata est une premiere a 1‘échelle nationale et
internationale. Cette étude consiste a mettre en évidence la capacité des extraits de la nacre et
de la chair a stimuler la différenciation jusqu‘au stade de minéralisation. Des études ont mis
en ¢vidence la capacité des cellules ATDCS a minéraliser naturellement dans des conditions
de culture appropriées (Atsumi et al., 1990).

Les cellules ATDCS s‘avérent un bon modé¢le pour la culture en 3 D proche des chondrocytes

humains (Tare ef al.,2005).

Nous avons fait 1°étude ont été réalisées sur les Bm afin de comparer avec nos extraits puisque
déja des études menées sur ces extraits dans le laboratoire et a différentes concentrations. Pour
cela, nous avons utilisés des cellules pré-chondrogéniques dérivant de tératocarcinome AT805
de souris ATDCS. Ces derniers seront aussi cultivés en micromasse in vitro (ou les cellules
seront dans des conditions qui se rapprochent de celles in vivo). Les résultats obtenus
montrent que les cellules ATDCS5 ont bien la capacit¢é de minéralisation en présence
d‘inducteurs d‘insuline, d*AA et de B-GP et celle-ci est plus intense lorsque les cellules sont

traitées avec ces différents extraits.

De nombreuses études ont démontré que la nacre possédait des propriétés ostéogéniques
(Lopez et al., 1992,1994, 1995,2008, Yutian et al ., 2006). L objectif de cette étude consiste a
¢tudier le role des molécules de la nacre sur la régulation de 1‘ossification endochondrale en
utilisant une lignée cellulaire préchondrogénique.

Le premier objectif était d‘étudier la minéralisation des cellules ATDCS cultivées en 3D

durant 14 jours dans le milieu DMEM-F12 ITS par une étude histologique.

Cette étude a été menée par une coloration Rouge Alizarine afin de visualiser la présence de
dépots calciques par les cellules de la lignée osseuse colorés avec le Bleu Alcian afin de

mettre en évidence les GAGs (les glycosaminoglycanes) par liaison saline. Ils sont
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principalement situés a la surface des cellules ou dans la matrice extracellulaire et le Rouge
Sirius afin de visualiser du collagéne.

La présence d‘inducteurs de minéralisation étant nécessaire pour observer les dépots in vitro.
Nous avons analysé les effets des extraits en présence d‘inducteurs (I‘insuline 10 pg.ml-1,
acide ascorbique 50pg.ml-1 et B-glycérophosphate 10nM). L‘AA et le B-GP sont des
inducteurs de minéralisation ostéoblastique qui vont permettre la minéralisation de la matrice
extracellulaire au cours du temps. Cependant, la présence des deux inducteurs AA et GP,
favorise la minéralisation puisque 1‘on observe une coloration rouge plus rapidement.

La lignée ATDCS est un modele tres intéressant et validé pour étudier la différenciation
chondrogénique. Dans la littérature cette lignée a été revalidée par réalisation d‘une coloration
au rouge Alizarine sur une cinétique de 4 a 28 jours (Challa et coll., 2010). Dans 1‘¢tude de
Challa et ses collegues, la minéralisation se fait au niveau du quatorziéme jour. La coloration
rouge Alizarine permet de déterminer la capacit¢é de ces cellules a minéraliser. La
minéralisation est proportionnelle a la coloration rouge. L‘augmentation de l‘intensité de
coloration est aussi proportionnelle au temps.

Ainsi a partir de 7 jours de culture, I°intensité de la coloration semble similaire pour
tous les extraits a 1‘exception du Br qui présente visiblement un point calcique dans ces
conditions de culture ainsi qu‘au 10 éme jour de culture. Par rapport a 1°‘étude de Challa et son
équipe, la coloration rouge apparait plus tot et est plus intense avec AA et B-GP, ce qui
prouve le réle de ces inducteurs. Les extraits de nacre semblent avoir un effet positif sur la
minéralisation des cellules ATDCS5. Nous pouvons en conclure que la lignée ATDCS utilisée

est bien capable de minéraliser et que la culture en 3D favorise la minéralisation.

Les extraits de nacre ont bien une influence positive sur la minéralisation des cellules ATDCS5
Par contre, au 14°™ jour, une coloration nettement plus intense en présence de Br intense en
Ln et moins en LC et Bm. D‘aprés ces résultats nous pouvons conclure que plus le temps de
contact entre les extraits et les ATDCS est long plus la minéralisation est importante. Donc les
effets de 1'ESM sur les cellules ATDCS augmentent en fonction du temps de contact. Ces
molécules organiques Br ont ainsi été extraites et ont démontré une stimulation des marqueurs

de la différenciation des ostéoblastes.

Le contrdle négatif ne montre aucune activité. Par contre, a la concentration de100ug/ml de

Ln, les pré-chondrocytes ATDCS minéralisent sous 1‘effet de 1°extrait de Ln ainsi que de Lc
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des 7 jours. Au cours du temps, on constate des dépdts beaucoup plus importants avec des
points calciques jusqu‘au quatorzieéme jour de culture avec la coloration rouge Alizarine et
nous constatons que 1‘intensité de minéralisation de Ln est intense mais qui n‘est pas présente

sur toute la surface du puits contrairement a Lc.

Nous supposons que cet extrait présente une minéralisation avec des points calciques plus
intenses si nous procédons a 1‘ensemensement en micromasse soit 30 pL. d‘une suspension de
cellules ATDCS cest-a-dire 600 000 cell/micromasse/puits au lieu de 200 000 cellules pour
se rapprocher de I‘environnement in vivo, [‘hypothése devient la suivante; plus la
concentration en cellules est élevée, moins 1‘ensemble de ces cellules est en contact avec
I‘oxygene. Les cellules situées au centre de la micromasse sont certainement en hypoxie or
dans le corps humain le cartilage est en condition hypoxique. Pour mieux visualiser les
résultats entre Lc et Ln puisque 1‘extrait lipidique de la chair est plus riche que celui de la
nacre. Nous constatons également que 1‘intensité des points calciques des différents extraits
Ln, Lc, Br et Bm augmente au cours de cette cinétique. Les cellules ATDCS montrent une

capacité a induire une minéralisation en présence de ces extraits.

Nous avons également constaté une coloration bleue dont I‘intensité augmente avec le
temps de culture de J7 a J14. Donc la quantité de GAGs augmente, nous pouvons en conclure
qu‘il y a formation de matrice du cartilage dans le modéle de culture en 3D avec la lignée

ATDCS.

Ces résultats concordent avec ceux trouvés par (Mackie ef al., 2008). Ces cellules vont
proliférer et synthétiser une matrice de collageéne de type I, I1I et de fibronectine. Elles vont se
différencier en chondrocytes entre le 7¢éme et le 21éme jour et vont synthétiser une matrice
cartilagineuse avasculaire constituée de collagéne de type II, IX et XI, d‘agréganes (Mackie et
al., 2008) et de protéoglycanes. Cette matrice va constituer un cal mou qui va dans un premier
temps stabiliser la fracture. Puis, la maquette cartilagineuse s‘amplifie, conduisant a
I‘hypertrophie des chondrocytes La matrice osseuse, elle-méme, de par sa composition
protéique notamment, participe a la régulation des processus cellulaires et moléculaires de la
réparation osseuse. Les protéines collagéniques jouent un role structural et les protéines non

collagéniques vont jouer le role de modulateurs biologiques (Bornstein et Sage, 2002).
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Les colorations au rouge Sirius montrent qu‘il n‘y a pas de différnce entre les différents
extraits et le témoin positif au niveau du septiéme jour de culture. Par contre l‘intensité de ce
colorant est observée nettement a partir du 10 éme jour de culture jusqu‘au 14°™ jour pour
tous les extraits mais plus accentuée au niveau du Br en le comparant avec son témoin positif

Bm.

Nous pouvons conclure que Br semble avoir une activité sur les collagenes puisqu‘elle
favorise la production de la réaction entre les groupements sulfoniques du colorant et les

groupements basiques présents sur les molécules de collagéne.

Le deuxieéme objectif était de déterminer 1‘influence des différents extraits Ln, Lc, Br et Bm
sur la variation de 1‘expression des geénes connus pour &tre impliqués dans le processus
d‘ossification endochondrale.

Les résultats obtenus montrent une action des molécules extraites de la nacre sur les cellules
ATDCS. Ainsi, 1‘ajout des différents extraits aurait une influence sur des geénes clés du
processus d‘ossification endochondrale. En effet, 1‘analyse des résultats obtenus par qPCR
montre que les extraits agissent sur 1‘expression des génes Col I, Col 11, Col X, et Agc dans le

sens d‘une différenciation hypertrophique.

En milieu de contrdle, le profil général d‘expression génique n‘est pas similaire pour les 4
genes, ils sont exprimés au cours du temps, les ESM Br et Bm suivent la méme évolution sur
les différents geénes a 1‘exception du Col I. En présence d‘insuline, AA, GP, le géne, coll est
toujours sous-exprimé proportionnellement au temps a 1‘exception de la présence de Ln tandis
que l‘expression des geénes col II et aggrecan augmente en présence des différents extraits.
Nous pouvons supposer qu‘il y a une tentative de récupération du phénotype chondrocytaire

ou I‘induction de la chondrogenése par Ln.

En présence des différents extraits, les différents genes s‘expriment a partir du 7 éme jour de
culture. Ainsi le géne Col II s‘exprime jusqu‘a J14, 1‘expression du Coll II favorise la
prolifération et la différentiation des cellules préchondrogénique (Goldring et al., 2006). Donc
la suexpression de ce géne en présence de Ln par rapport aux autres extraits montre bien
I‘importance des lipides totaux de la nacre dans ce processus et nous supposons d‘apreés nos

études que la composition en phospholipides particulierement les glycérophospholipides (PC,
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PE, PI et PS) composants principaux des membranes cellulaires jouent un role important et
directe sur ce processus et spécialement les acides gras de la série n-3 et de la série n-6. Ceci
est confirmé par l‘effet du Ln sur la sur expression de l‘agrécane composant majeur du
cartilage et marqueur de la différenciation terminale des chondrocytes (Goldring et al., 2006)

avec le col II c‘est un marqueur de chondrogénése.

Le pic d‘expression du col X se fait a partir du septieéme jour de culture et se stabilise jusqu‘a
J14. Ccest un marqueur d‘ypertrophie et de minéralisation et calcification de la matrice du
cartilage. Son expression est rapide sous l‘effet des différents extraits surtout Ln nous
pouvons supposer que la richesse de la chair en acides gras polyinsaturés favorise ce
processus.

Nous pouvons en conclure que les cellules ATDCS progressent vers un état hypertrophique
plus particulierement a J7. Le géne colX est dans ce cas le marqueur le plus représentatif de
la progression du phénotype hypertrophique. Le géne colX, le marqueur de référence de
I‘hypertrophie estégalement encore plus surexprimé en présence surtout de Lc. D apres ces
résultats nous pouvons dire que Lc accélere la différenciation hypertrophique. Ainsi apres
différentiation des cellules en chondrocytes, les cellules cessent de produire du collagéne (I,
III,V) mais commence a exprimer les composants typiques du cartilage y compris les

collagenes I, IX, XI et les aggrécanes protéoglycanes (Delise ef al., 2000, Dreier ; 2010).

Les protéoglycanes (PG) qui sont des glycoprotéines auxquelles sont attachées des chaines de
glycosaminoglycanes (GAG). Les GAG sont des polymeres d‘unités disaccharidiques qui
s‘associent a une grande variété de protéines, matricielles ou membranaires, dont plusieurs
récepteurs de facteurs de croissance et cytokines.

Nous constatons de facon générale que 1‘é¢tude des génes apres culture en micromasse nous
donne des résultats explicites. Le but a long terme est la création d‘un biomatériau
implantable chez [‘homme en utilisant le principe pro-minéralisant pour 1‘os a base d‘AG
polyinsaturés. L utilisation des propriétés des molécules de nacre ESM et des différents
extraits peut étre envisagée dans les cas de traumatismes osseux ou de pathologies provoquées
par une perturbation dans la régulation de la croissance endochondrale de 1°‘0os conduisant a
des anomalies comme le nanisme, des difformités du squelette ou prédisposant a des maladies

comme l‘arthrose, arthrite, ostéoporose et particulieérement les pathologies du cartilage.
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Chapitre V

Activité des extraits lipidiques de 1a nacre et de 1a

chair sur la différenciation ostéoblastique des

cellules MC3T3
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A Activité des extraits lipidiques sur les pré-

ostéoblastes MC3T3

A.lL. Histologie

Nous avons vu précédemment que les différents extraits, 1‘extrait lipidique de la nacre (Ln),
I‘extrait lipidique de la chair (Lc) et I‘extrait ESM de la nacre (Br), induisent la
différenciation des Préchondrocytes vers le phénotype chondrocytes hypertrophiés. Les pré-
ostéoblastes sont des cellules de la lignée ostéoblastique, prédifférenciées et capables de

minéraliser apres avoir atteint un stade de maturation.

L*étape suivante consiste donc a mettre en évidence la capacité de ces extraits a stimuler
1‘ostéogénese jusqu‘au stade de minéralisation. Pour cela, nous avons utilisé des cellules pré-
ostéoblastiques de la lignée ostéoblastique murine immortalisée capable de se différencier en
ostéoblastes minéralisant. Ce sont des ostéoblastes murins qui posseédent la capacité¢ de se
différencier en ostéocytes sous l‘effet de 1‘acide ascorbique et de former alors une matrice

minérale en présence de 3 a 4 mM de B-glycérophosphate dans le milieu de culture.

L¢tude de I‘apparition de dépdts minéralisés a ¢été réalisée par coloration au rouge
d‘alizarine afin de visualiser les cellules avec leurs dépots calciques. La présence d‘inducteurs
de minéralisation étant nécessaire pour observer les dépots in vitro, nous avons analysé les
effets des extraits en présence d‘inducteurs (acide ascorbique 50ug.ml-1 et f-

glycérophosphate 10nM).

Le premier objectif était d‘étudier la minéralisation des cellules MC3T3 cultivées en

monocouche sur 14 jours dans le milieu aMEM sous six conditions.

Ainsi T_ : contenant le milieu de culture des MC3T3 aMEM est considéré comme un témoin

négatif dans cette étude,

T+ contenant du milieu de culture tMEM + AA (acide ascorbique 50ug/ml) +GP (10mM de

B-glycérophosphate) T+ est considéré comme témoin positif, ensuite les différents extraits
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Ln milieu de culture tMEM + AA + GP + extrait lipidique de nacre (100pg/ml), Le (lipides
Chair P.radiata): milieu de culture aMEM + AA + GP + extrait lipidique de chair
(100pg/ml), Br (ESM P.radiata): milieu de culture aMEM + AA + GP + ESM de P.radiata
(100pg/ml) et Bm (ESM P.margaritifera): milieu de culture aMEM + AA + GP +:ESM de
P.margaritifera (100ug/ml),ce dernier est considéré comme un témoin positif (Nacre de
Pinctada margaritifera) en se basant sur ce témoin positif tout comme 1‘équipe du Pr Lopez a
démontré, également, 1‘activité de Bm sur les ostéoblastes humains (Brion et al., 2012,
2014). Notre objectif est de montrer la stimulation des phénomenes d‘ostéoinduction et
d‘ostéogénese par cet extrait Br. Notre manipulation a ¢été¢ effectuée avec n=3. Elle est

représentée dans les figures qui suivent (Photos Leica M80).
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Figure 97. Effets des différents extraits lipides de la nacre (Ln) et de la chair (Lc), de 'ESMr et
de I'ESMm sur la capacité de minéralisation des cellules MC3T3 apres 14 jours de traitement.

Coloration Rouge Alizarine. La position des différents extraits est indiquée par colonne (n=3).
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La figure (97) représente la position des différents extraits ajoutés au sein de la plaque de 24
puits, ainsi que les résultats des différentes colorations a une cinétique de 14 jours (n=2)
et le résultat du dosage de la coloration rouge alizarine aprés décoloration, par

spectrophotométrie a 405nm(2).

Les cellules ont été fixées dans du paraformaldéhyde 4% et colorées par une solution de
Rouge Alizarine 1%. Cette coloration a été réalisée pour visualiser la capacit¢ de
minéralisation des cellules et quantifiée(1), aprés décoloration, par spectrophotométrie a
405nm(2).

Le Rouge Alizarine est un pigment rouge qui permet de déterminer la présence de dépdts

calciques par les cellules de la lignée osseuse.

La coloration rouge Alizarine permet de déterminer la capacité de ces cellules a minéraliser.

La minéralisation est proportionnelle a la coloration rouge.

Le contrdle négatif ne montre aucune activité. Par contre, la présence des différents
traitements au cours de cette cinétique suit la méme évolution que le témoin positif.

Un léger dépdt est visible en Lc, a 1‘extrémité du tapis cellulaire au dixieme jour de culture.

Au cours du temps, on constate des dépots beaucoup plus importants avec des points
calciques jusqu‘au quatorzieme jour de culture avec la coloration rouge Alizarine et nous
constatons que l‘intensité de minéralisation de Ln et Lc est intense, légere en Bm et moins en

Br, la minéralisation de ce dernier est clairement visible est intense par 1‘annexe (13).

A partir de 7 jours de culture, I‘intensité de la coloration rouge alizarine semble similaire pour
tous les extraits a 1‘exception du Ln qui présente un dépdt calcique. Au dixieéme jour de
culture une minéralisation legere des différents extraits est présentée apres décoloration et le
dosage de la coloration rouge alizarine n‘est pas assez visible macroscopiquement, par contre

ce dépdt calcique est visible en Bm.

La minéralisation se traduisant par un dépot calcique devient plus intense a la fin de cette
cinétique au J14 par rapport a T+. La minéralisation est proportionnelle a la coloration rouge
au cours du temps. Ainsi un dépot calcique est visible en Lc, Br et plus significatif en Bm, Ln

est le moins visible en comparant aux résultats de dosage de la coloration rouge Alizarine.

263



Résultats et discussions

Nous pouvons conclure qu‘il faut peut étre doublée la concentration du Ln a 200pg/ml
au lieu de 100 pg/ml.
Le dosage de la coloration rouge alizarine aprés décoloration était nécessaire afin de vérifier
les résultats se traduisant par la présence des dépots calciques a 1‘échelle macroscopique et les
confirmer que la minéralisation a ét¢ induite en fonction du temps. La cinétique est plus

¢levée successivement en Lc, Ln, Bm et Br.

Dosage RA MC3T3 (n=3)

T-test
*P <0,05
Alizarin Red assay MC3T3 = - P = 0,0005

0,14 == P < 0,00005
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Figure 98. Dosage de la Coloration Rouge Alizarine sur des différents extraits lipides de la nacre

=ESMm

| anlid I

14

(Ln) et de la chair (Lc), de I'ESMr et de I'ESMm sur la capacité de minéralisation des cellules
MC3T3 apres 14 jours de traitement. Analyse statistique : T-test (P < 0,05* ; P < 0,0005%%).

Le dosage de la coloration rouge Alizarine sur les cellules MC3T3 traitées par les lipides de la
nacre, de la chair et de 'ESMr de [‘huitre perliere Pinctada radiata et de 'ESMm de [*huitre
perliére Pinctada margaritifera, nous a permis de déduire que les pré-ostéoblastes MC3T3-El
minéralisent sous 1‘effet des différents extraits Ln, Lc, Br et Bm a partir du 10jours (Fig. 98).

Au cours du temps, nous remarquons des dépots beaucoup plus importants.
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La coloration Rouge Alizarine démontre la présence de calcium précipité pour les cellules
controle et traitées par les lipides de la chair a partir de 10 jours de traitement. Par contre la
minéralisation commence a partir du J7 pour les extraits de nacre ESMr et ESMm elle est
significative par rapport aux autres extraits (p<0.05). Les lipides de la nacre induisent la
minéralisation des cellules a partir de J14 tout comme ESMm. Nous pouvons conclure que

1‘effet dose-dépendant est confirmé.

A.IL. Expression des genes (q PCR)

L‘¢tude des différents extraits, 1‘extrait lipidique de la nacre (Ln), 1°extrait lipidique de la
chair (Lc) et 1‘extrait ESM de la nacre (Br), de Pinctada radiata consiste a mettre en évidence
la capacité des extraits de la nacre et de la chair a stimuler 1°‘ostéogénése jusqu‘au stade de
minéralisation, ainsi les préostéoblastes entrent dans le processus d‘ossification membranaire.
Pour cela, nous avons utilisé des cellules pré-ostéogéniques murins de souris MC3T3. Ces

cellules sont cultivées en monocouche.

L‘¢étude par qPCR de 1‘effet des différents extraits a ét¢ menée afin de déterminer 1‘influence
des différents extraits sur la variation de l‘expression de geénes impliqués au cours du
processus d‘ossification membranaire. Nous avons étudié le role des lipides de la nacre et de
la chair ainsi que les ESMr dans I'induction de facteurs de transcription ostéogénique tels que
Ostéopontine, ostéocalcine, Coll et Runx2 qui sont activés au début de l'ostéogenese et sont

essentiels pour la différenciation des ostéoblastes.

Les ARNSs sont extraits a différents temps de culture puis transformés en ADNc par RT pour

étre utilisé en PCR quantitative. L‘expression de ces geénes a été étudiée.

L analyse de l‘expression génique a été réalisée a partir des cellules MC3T3 cultivées en
monocouche suivant une cinétique de J1, J7, J10 et J14 dans le milieu o MEM en présence
des différents extraits Ln,L.c, Br et Bm avec du AA et du B-GP de J1, J7, J10 et J14 (Fig.99).

Les six conditions contenues dans le milieu sont décrites en (A.L.).

Tous les points sont comparables les uns par rapport aux autres, car ils ont tous été normalisés
par rapport au point J1 du controle négatif, afin d‘observer 1°‘évolution au cours du temps du

phénotype ostéoblastique.
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Figure 99. Effets des lipides sur 1°‘expression génique des Ostéocalcine, Ostéopontine, Col
I et Runx2 des MC3T3 traités durant 14 jours. RP29 a été utilisé comme gene de

ménage. Les calculs de « fold » sont réalisés avec les valeurs du contrdle a J1.
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L‘expression de 1‘ospéopontine est inhibée du premier au septieme jour de culture ensuite elle
devient stable jusqu‘a J10 puis une augmentation visible de J10 a J14 en présence des
différents extraits. Les pics d‘expression se visualisent successivement comme suit Ln, Lc, Br
et Bm. Les différents extraits suivent la méme évolution au cours du temps surtout Lc et Br la
méme évolution que le contole et Ln et Bm suivant la méme évolution.

L‘expression d‘ostéocalcine est la méme en présence des différents traitements Ln, Lc, Br et

Bm suivant la méme évolution au cours de la cinétique de culture.

Si on compare l‘activité d‘ostéocalcine des quatres extraits on observe pour Ln une nette
augmentation de l‘activité de 1‘ostéocalcine supérieure a celle des 3 autres extraits qui
visualisent la méme évolution par leur inhibition par rapport au contrdle.

L‘ostéocalcine est exprimée d‘une manicre précoce du J1 a J10. Il s‘agit peut-&tre de la

différenciation des cellules en ostéoblastes.

Léexpression du gene Run X 2 est augmentée a partir de J10 suite au traitement par Ln en
comparant au contréle, ESMm et au Lc. Ils induisent une augmentation rapide de I'expression
de Runx2, visible dés le premier jour de traitement et persistant jusqu‘a apres 10 jours.
Aucune inhibition de cette expression n'est observée dans les cellules en présence de Ln. De
méme, une augmentation de I'expression de RunX2 est observée dés 10 jours en présence de
ESMTr. Par contre on observe une inhibition en présence de LC et ESMm.

En ce qui concerne l‘extrait ESMr, les marqueurs de la prolifération cellulaire, de I‘activité

du taux de collagéne Col I indiquent que les cellules entrent en phase de différenciation a
J10. 11 se peut que ESMr stimule une entrée en phase de différenciation a J10. En effet, des
dépots minéralisés sont déja observables a J7. Par contre l‘expression du Col I est inhibée

sous le traitement de LN, LC et Bm en les comparant avec le contrdle.

A.IIl. Discussion

Dans un premier temps une étude utilisant de la culture cellulaire, de 1‘histologie et la
biologie moléculaire a été menée sur des cellules chondrogéniques les ATDCS en présence
des lipides de la nacre et de la chair de deux especes de pinctadines différentes radiata et
margaritifera. Des expériences in vitro ont ensuite été¢ conduites afin d‘évaluer 1°activité des

extraits sur des cellules précurseurs des ostéoblastes (les pré-ostéoblastes MC3T3). Nous
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avons comparé 1‘effet de Br avec celui de Bm. Son effet est proche de ce dernier sur lequel
des travaux antérieurs ont été effectués par Rousseau et al. (2008).

Les tests pratiqués sur les différents types cellulaires mettent clairement en évidence un
pouvoir ostéogénique des quatre extraits (LN, LC, Br et Bm ). Les expressions des collagénes
sont visibles et tout a fait concordantes avec une différenciation ostéoblastique (Owen et al.,

1990).

Les résultats montrent que 1‘ostéopontine (OPN) est exprimée plus tardivement. De fagon plus
précise, 1‘étape de minéralisation se traduit par la synthése d‘ostéocalcine associée a d‘autres
protéines matricielles comme 1°ostéopontine. L ostéopontine a déja été décrite comme étant
impliquée dans le remodelage osseux (Rittling et al., 1998; Duvall et al., 2007). L‘OPN joue
un role dans 1‘adhésion et la migration cellulaire (Pampena et al., 2004), ainsi que sur la

minéralisation de la matrice extracellulaire produite dans les cultures cellulaires in vitro

(Speer et al., 2005).

De plus, on constate une expression dose-dépendante de ces marqueurs. Cependant seul
I‘extrait Ln induit la minéralisation des pré-ostéoblastes et induit une surexpression de
I‘ostéocalcine. L‘ostéocalcine est 1‘un des derniers marqueurs de la différenciation des
cellules en ostéoblastes. En effet, elle est exprimée uniquement par les ostéoblastes
différenciés (Kasugai ef al., 1991) lors de la phase de minéralisation (Owen et al., 1990). Il a
été montré que des souris dont le géne codant pour 1‘ostéocalcine a été invalidé, présentent
une augmentation progressive de la masse osseuse, et un contenu minéral osseux plus élevé
que les animaux sauvages (Boskey et al, 1998 ; Luo et al, 1997 et Ducy et al.,1996).
Lostéocalcine agirait sur la formation osseuse en contrdlant 1‘activité des ostéoblastes et

comme inhibiteur de la minéralisation (Hunter et al., 1996).

De plus I‘expression du gene de 1'Ostéocalcine présente une augmentation a J7 suite au
traitement par Ln puis L‘ostéocalcine stable a J14. La difficult¢ de quantification de ce

marqueur a déja été constatée dans d‘autres études (Pereira-Mouries, 2003).

Lexpression du géne Runx? est augmentée a partir de J10 suite au traitement par Ln en
comparaison au contrdle et Lc.

Nous avons étudi¢ le role des extraits surtout Ln dans l'induction de facteurs de transcription
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ostéogénique Runx2 constitue le géne maitre de la différenciation ostéoblastique, qui est
activé au début de l'ostéogencse et est essentiel pour la différenciation des ostéoblastes
(Komori, 2010; Nakashima et al., 2002) comme pour I'expression et l'activation de

1‘ostéocalcine (Ducy et al., 1997).

Ces différents extraits induisent dans cette étude une stimulation compléte de ces cellules

jusqu‘au stade de cellules qui minéralisent.

Ici, les extraits montrent une stimulation de la production des marqueurs de la différenciation
ostéoblastique accélérée par rapport aux inducteurs standards. Ceci a également été¢ constaté
pour les dépots minéralisés qui apparaissent des 7 jours pour les cellules MC3T3 alors que
dans la littérature, les dépdts des cellules souches sont normalement observés aprés 18 jours
(Hanada et al., 1997) tandis que les cellules MC3T3-E1 nécessitent 21 jours (Sudo et al.,
1983). Des dépots minéralisés sont observés dés 7 jours de culture. I s‘agit 1a d‘une
accélération considérable du processus de minéralisation, puisque les cellules MC3T3-E1 ne

minéralisent normalement qu‘aprés 3 semaines (en présence d‘inducteurs) (Sudo et al., 1983).

Dans ce travail, les minéralisations ont ét¢ colorées au rouge Alizarine afin de visualiser les
dépots de calcium. En effet, les MC3T3 en présence de Lc et Ln minéralisent en fonction de
la cinétique et nous visualisons des dépdts calciques a J14 également au niveau de ESMB
P.radiata et surtout P.margaritifira. En effet, 1‘augmentation de minéralisation est

proportionnelle a 1‘intensité de la coloration rouge.

Ainsi avec les différents tests nous avons pu démontrer la stimulation par les lipides de la
chair de Pinctada radiata et les extraits ESM de Pinctada radiata et Pinctada margaritifera
de la minéralisation et 1‘ostéogénése en utilisant les deux types de cellules: ATDCS
préchondrogéniques qui reproduisent une partie du processus d‘ossification endochondrale et
les préostéoblastes MC3T3 qui entrent dans le processus d‘ossification membranaire et donc

d‘ostéogénese.
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Rapelons que la nacre est sécrétée par le manteau de 1'huitre perliere de Pinctada, une étude
précédente a été réalisée sur des molécules présentes dans la nacre pour évaluer leur effet sur

une lignée pré-ostéoblastiques de souris (lignée MC3T3-E1). Des expériences in vitro et in
vivo ont montré que les extraits de nacre solubles dans 1'eau stimulent la différenciation des

ostéoblastes et la minéralisation de la matrice (Wang et al. ,2011).

Les molécules de la nacre ont induit une augmentation de 1‘activité de la phosphatase alkaline
et ont induit la formation de nodules osseux. Les molécules présentent dans la nacre de
Pinctada radiata stimulent rapidement les premicres étapes de la différenciation osseuse en
activant 1°expression de Runx2 et de Col I puis induisent les étapes tardives en activant la
transcription de 1‘ostéopontine, qui est une protéine d‘adhérence du tissu osseux, et la
formation de matrice extra-cellulaire. Ce résultat est similaire avec les molécules de nacre de
Pinctada margaritifera sur lequel une étude a été faite par Rousseau et al. en 2007. L*étude
des lipides de la nacre et de la chair est une premiere.

Dtautres ¢tudes montrent la présence des molécules actives sur 1°‘ostéogenese dans l‘extrait
hydrosoluble de la matrice organique de la nacre de Pinctada et est confirmée in vitro sur les
cellules formatrices d‘os ainsi que sur leurs précurseurs : des cellules stromales de la moelle
osseuse (rat), des fibroblastes (humains) et des ostéoblastes (murins) a différents stades de
maturation (Lopez et al., 1992; Pereira-Mouries et al.,2002). Les résultats obtenus montrent
que le potentiel ostéogénique des molécules signaux stockées dans la matrice organique de la
nacre s‘exprime sur des cellules de la lignée osseuse, des cellules souches d‘ostéoblastes et

sur des fibroblastes lors de leur recrutement (Milet et al., 2004).

Ces extraits testés sur les deux types de cellules peuvent stimuler les cellules osseuses et
cartilagineuses. Ces résultats sont proches de ceux de Moutahir-Belquasmi et al., (2001), qui
ont montré que les molécules extraites de la nacre sont reconnues par les cellules du squelette,
du cartilage et par les cellules de la peau. Sachant qu‘appliqués a des explants de peau, les
lipides de la nacre de Pinctada marguaritifera favorisent la restauration du stratum corneum.
Les propriétés de signalisation des lipides de nacre pourraient étre utilisées pour un
développement de nouveaux traitements contre les symptomes de la dermatite (Rousseau et
al., 2006).

Les molécules présentes dans la nacre peuvent réguler le métabolisme osseux et peuvent

¢galement participer a la réparation des déficits osseux. La matrice organique de la nacre a la
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faculté d‘induire la stimulation des cellules osseuses et cartilagineuses, ainsi que de leurs
précurseurs pour réparer et entretenir le capital osseux. Avec les deux types de cellules les
différents extraits induisent 1‘activation des protéines ou marqueurs des geénes spécifiques du
tissu osseux. Mais l‘expression de ces protéines va étre différente dans un modéle de
réparation intramembranaire ou endochondrale et va permettre d‘orchestrer les événements

conduisant au rétablissant d‘un os mature (Jingushi et al., 1992).

A la fin de cette discussion, nous documentons le role des lipides dans la biologie osseuse, et

les relations entre les acides gras et d'autres facteurs qui influent sur le métabolisme osseux.

De ce fait rappelons que les AGPI 20:4n-6, 20:5n-3 et 22:6n-3 sont considérés comme des
acides gras essentiels pour la survie, la croissance et la reproduction des espéces marines
(Trider and Castell, 1980; Uki et al,1986). Les lipides de la chair de Pinctada radiata
figurent parmi ceux qui sont riches en AGPI (chapitre R et D I).

Les principaux AGPI n-3 étant I'EPA (acide eicosapentaénoique, C20:5n-3) et le DHA (acide
docosahexaénoique, C22:6n-3) (Bourre, 2004). Plusieurs auteurs ont signalé la richesse des
bivalves en EPA et DHA (Freites et al., 2002 ; Murphy et al., 2002 ; Orban et al., 2002 ; Su
& Dinh, 2003 ; Zlatanos, 2008).

Ces acides gras posseédent un role crucial dans la nutrition et la santé humaine. En effet, ils
sont impliqués dans la prévention contre les maladies cardiovasculaires (Hu & Willett, 2002 ;
Harris & Von Schacky, 2004), posseédent des propriétés anti-inflammatoires et immunitaires
(Calder & Grimble, 2002 ; Gil, 2002 ; Simopoulos, 2002) et jouent un réle inhibiteur dans le
développement de certains cancers tels que le cancer du sein, du colon et de la prostate
(Leitzmann et al., 2004 ; Roynette ef al., 2004 ; Binukumar & Mathew, 2005 ; Moyad, 2005 ;
Judé et al., 2006)

Néanmoins, il existe des variations selon les espéces, au niveau de 1‘individu entier, et au
niveau des organes différenciés (Vaskovsky, 1989; Kostetsky and Velansky, 2009). Les
facteurs qui influencent la composition en phospholipides peuvent étre endogenes (sexe,

reproduction) ou exogenes (salinité, température, saison, nutrition) (Vaskovsky, 1989).

271




Résultats et discussions

On suppose que ce phosphonosphingolipide CAEP (céramide aminoéthylphosphonate) sous
classe de PE remplace la sphingomyéline (se trouve dans le tissu nerveux) chez les
invertébrés, méme si certains mollusques semblent posséder les deux (Vaskovsky, 1989).

Au niveau subcellulaire, les plasmalogeénes seraient plutot concentrés dans la membrane
plasmique, mais ils ont aussi été mis en évidence dans le réticulum endoplasmique, dans les
membranes externe et interne des mitochondries et dans la membrane du noyau (Daum, 1985;
Wolff et al., 1987).

Ces plasmalogenes sont trouvés majoritairement dans la PE et dans une moindre mesure dans
la PC. Ils sont également importants dans la PS chez les mollusques, qui sont les seuls
organismes a en contenir (Vaskovsky, 1989) Les acides gras et leurs métabolites comme les
prostacyclines régulent 1‘expression d‘un grand nombre de génes par l'intermédiaire de

multiples facteurs de transcription (Guesnet et al., 2005).

Les fonctions des acides gras semblent étre variées. A cet égard ils sont abondants au niveau
des phospholipides membranaires des différentes cellules dont ils conditionnent leur fluidité
(blond, 1993). En effet, la fluidit¢ des membranes biologiques est contrélée par la structure
des lipides qui les composent, et plus particulierement par la nature et la quantité de leurs

acides gras poly-insaturés. Plus déformables, elles s‘insinuent mieux dans les microvaisseaux.

Les lipides du tissu osseux sont plus riches en phospholipides que ceux de la moelle osseuse
correspondante. L'examen des compositions en acides gras montre que les pourcentages
d'acides gras saturés sont plus faibles dans la moelle épinicre (34,3 %) que dans les moelles
osseuses (49 a 60 % selon l'origine). Les différences les plus remarquables entre moelle
épiniere et moelles osseuses concernent d'une part les acides gras saturés et mono-insaturés a

chaines trés longues (AGTLC), d'autre part les diméthylacétals (DMA).

Les AGTLC constituent 26,7 % des acides gras de la moelle épinicre ; il s'agit des acides 20:1
(9,3 %), 24:0 (3,6 %) et 24:1 n-9 (8,4 %) ; on trouve également les acides 20:0, 22:0, 22:1 et
23:0. Ces acides gras sont caractéristiques de la sphingomyéline et des cérébrosides, lipides
polaires du tissu nerveux. Comme attendu, la moelle osseuse, dépourvue de cette catégorie de
lipides, contient peu d'AGTLC (0,3 et 0,7 % respectivement pour la moelle des os longs et
plats de beeuf'; 1,83 % pour la moelle des os longs de porc). On remarque que le tissu osseux,

quelle que soit son origine, contient trés peu d'AGTLC (de 0,3 a 0,5 %) (Combe et al., 2002).
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Cette forme activée réagit avec 1‘inositol pour former la PI. La PC et la PE peuvent étre
synthétisés par une voie qui utilise la choline (alimentaire) et 1‘éthanolamine. La PS provient
d‘une réaction directe entre la PE ou la PC et la sérine.

La PE peut étre reformée par décarboxylation de la PS. La PC peut étre également formée a

partir de la PE par transméthylation.

Les mollusques bivalves peuvent utiliser la biosynthése de novo, mais ils ne seraient pas
capables de décarboxyler la PS en PE (Shieh, 1968). Chez eux, la synthése des glycérolipides
se fait plutot par le biais de transacylation a partir des lipides alimentaires que par biosynthése

de novo (Parker and Selivonchick, 1986).

Les lipides sont des constituants importants de la cellule dont la dégradation libére une
grande quantit¢ d‘énergie. Ils constituent, en outre, 1‘élément architectural de toutes les
membranes cellulaires (Fain- Maurel, 1994). De nouvelles preuves soutiennent l'idée que les
acides gras alimentaires et les antioxydants peuvent atténuer l'activité ostéoclastique et réduire

la gravité des maladies ostéolytiques des os et des articulations (Seifert & Watkins, 1997).

Les résultats obtenus sur membranes biologiques sont plus controversés, probablement en
raison de leur complexité et de leur variabilit¢ (Mitchell, & Litman, 1998 ; Stillwell, &
Wassall, 2003). Toutefois, nombre de travaux réalisés sur bicouches lipidiques in vitro ou in
vivo indiquent qu‘un enrichissement en AGPI, en particulier en DHA, induirait une
augmentation de la perméabilit¢é membranaire due a une diminution du caractére compact de

la membrane (Mitchell, & Litman, 1998 ; Stillwell, & Wassall, 2003).

Tout comme les autres métabolites (sucres, protéines,...) les lipides présentent un intérét
potentiel dans tous ces domaines et particulie¢rement dans le secteur de 1‘activité biologique.
Ainsi, Watkin et al. (2001) décrivent un apergu des activités des lipides et des acides gras sur
la biologie et les fonctions cellulaires des os. De part ses particularités et notamment la

richesse en AGPI, le milieu marin constitue une source intéressante de lipides bioactifs.

Les produits actifs composés correspondent a des médicaments qui, complexés avec des
lipides, voient leur activité augmenter. Les n-3 peuvent aussi intervenir dans le traitement des

inflammations dues a I1‘asthme, 1‘arthrite, les migraines, le diabéte, les fonctions immunes et
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le psoriasis (Kinsella, 1988 ; Bajpai & Bajpai, 1993). Des effets bénéfiques cohérents et
reproductibles d'acides gras oméga-3 (n-3) des acides gras sur le métabolisme osseux et des
os. Les acides gras polyinsaturés modulent la biosynthése des eicosanoides dans de nombreux
tissus et types cellulaires, altérent la transduction du signal, et influencent 1'expression des

genes (Watkins et al., 2001).

Parmi les n-3, le DHA est incorporé rapidement en priorité au niveau des phospholipides de la
membrane plasmique et des membranes mitochondriales (Stillwell & Wassall, 2003). Cet
enrichissement n‘est pas uniforme dans toutes les classes de PL. A titre d‘exemple, 1‘addition
de DHA dans le milieu de culture de cellules tumorales conduit a une incorporation
préférentielle du DHA dans la PE, dans une moindre mesure dans la PC et enfin
minoritairement dans les autres classes de phospholipides (Robinson et al., 1993 ; Stillwell &
Wassall, 2003). Dans de nombreuses cellules, la PE, concentrée dans le feuillet interne de la
membrane plasmique, semble étre le premier « récepteur » du DHA (Stillwell, & Wassall,
2003). Malgré tout, dans certaines membranes et en particulier les membranes synaptiques, le

DHA est préférentiellement incorporé dans la PS.

La nacre est riche en acides gras polyinsaturés de la série n-3 et particulierement dans les
catégories de la PC et PE (voir R et D Ch II) de ce fait nous pouvons supposer que ces n-3
jouent un rdle majeur dans l‘intégration de l‘extrait de la nacre et de la chair sur les deux

types de cellules préostéoblastiques et préchondrogéniques.

Le role structural du DHA peut également intervenir au niveau de la signalisation cellulaire.
Dans des études in vitro, il a été montré que le DHA et 1°'EPA répriment 1‘expression des
cytokines inflammatoires (TNF, IL) et également 1‘expression de génes dans le processus

d‘inflammation (NF B, PPAR) (Calder, 2008).

Comme 1‘a montré Lauritzen et al. (2001) sur une étude de la rétine et du cerveau, le taux de
DHA est ¢levé dans les PE de la nacre et plus élevé que celui dans la chair. Cette
concentration élevée en DHA, caractéristique du systéme nerveux des mammiferes, est
particulierement marquée au niveau de certaines classes de phospholipides
(phosphatidyléthanolamine et phosphatidylsérine) constituant les membranes des cellules

nerveuses et rétiniennes (Lauritzen et al., 2001).
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Ainsi la conversion du 18:3n-3 en 22:6n-3 serait limitée au niveau du passage du 22:5n-3 en
22:6n-3, et on peut vérifier cela en utilisant les précurseurs (18:2n-6 et 18:3n-3) radiomarqués
donnés a des doses physiologiques d‘en étudier les étapes limitantes et de vérifier la bonne
incorporation dans les phospholipides membranaires des AGPI dérivés.

Selon Lauritzen et al. (2001) 1° incorporation du DHA est optimale dans les membranes
tandis que I[°‘AA néo-synthétisé est préférentiellement incorporé dans les membranes
cellulaires or le DHA provient de la synthése de C18 :3n-3. Il se peut que la richesse de la
nacre, en C18 en particulier les acides linoléique (18:2n6) et linolénique (18:3n3), se traduit
par les précurseurs et font la conversion au niveau des cellules. Ainsi la conversion du 18:3n-
3 en 22:6n-3 serait limitée au niveau du passage du 22:5n-3 en 22:6n-3, selon Lauritzen et al.
(2001).

Le métabolisme des AGPI a été étudié dans les différents types cellulaires cérébraux en
utilisant les précurseurs (18:2n-6 et 18:3n-3) radiomarqués donnés a des doses

physiologiques.

Egalement les n-6 jouent un réle important tant sur le plan alimentaire que sur la santé et cest
en rapport avec les n-3 se traduisant par le rapport recommandé. Ainsi parmi les omégas 6,
l‘acide arachidonique L‘AA (C20:4, n-6) est le précurseur d‘une famille de molécules
régulatrices, les eicosanoides, qui exercent leurs effets localement de facon autocrine, sur la
cellule sécrétrice, ou paracrine, sur les cellules adjacentes (Samuelsson, 1987). En plus de leur
role structural, les acides gras essentiels présentent un réle biologique puisque 1‘acide
arachidonique. C20:4(n-6) est un précurseur des eicosanoides comme les prostaglandines, les
thromboxanes, les leucotriénes et les lipoxines. Les eicdsanoides participent a de multiples
fonctions de régulation et d‘interrelation dans la cellule (Pascaud et Brouard, 1991).

Les eicosanoides comprennent les thromboxanes (THX), les prostaglandines (PG) et les
leucotrienes (LT). Toutes les cellules de mammiferes, a 1‘exception des érythrocytes,
produisent ces facteurs a partir de I°AA et minoritairement a partir de son précurseur 1‘acide
dihomo- y-linoléique (C20 :3n-6). De nombreuses études épidémiologiques soulignent le
potentiel protecteur de I°'EPA dans les maladies inflammatoires (Serhan et al., 2004),

L‘EPA n‘est pas un compétiteur fort de 1°AA et n‘est qu‘un précurseur mineur de certains
eicosanoides parmi lesquels les PG3 et les LTS5 qui présentent un rdéle de régulation du

processus inflammatoire. En revanche, de récentes analyses ont montré que cet AG est a
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I‘origine d‘une famille de molécules bioactives capables d‘intervenir dans la résolution des
processus inflammatoires, les résolvines (resolution phase interaction products) (Hong et al.,
2003, Marcheselli ef al., 2003 & Serhan et al., 2004). Ces métabolites bioactifs seraient a
I‘origine de l‘effet bénéfique sur la santé observé dans les études ayant inclu une

supplémentation nutritionnelle des patients en n-3 (Hong et al., 2003).

Plusieurs organisations internationales de santé ont fixé un rapport idéal des AGPI (n-6/n-3)
comme par exemple le ministére britannique de la Santé qui recommande un rapport de 4:1,
au maximum (HMSO, 1994). Le comité d‘experts FAO/WHO (1994), a son tour, a proposé
un intervalle compris entre 5 :1 et 10 :1. L°ANC France (2000) a également fixé un rapport de
5:1 qui est équivalent a 2,25 g/jour d°AGPI (n-3).

Un rapport oméga 6 / oméga 3 plus élevé était significativement associé¢ a une DMO( densité
minérale de 1°‘0s) plus faible. Parmi les différents résultats, I'association la plus forte a été
observée en ne prenant en compte que le rapport acide linoléique (oméga 6)/ acide alpha-
linolénique (oméga 3). Le rapport oméga 6/oméga 3 était de 8,4 chez les hommes et de 7,9

chez les femmes qui sont atteintes d‘ostéoporose (Weiss et al., 2005).

Les acides gras poly-insaturés semblent étre des facteurs de risque d'ostéoporose modifiables.
Les experts suggerent que deux phénomenes concomitants doivent changer pour diminuer le
risque : l'augmentation de la consommation des aliments sources d'oméga 3 et la diminution
des apports en oméga 6. Des essais cliniques randomisés restent cependant nécessaires pour
tester les effets des acides gras sur l'os. Mais si la supplémentation en acides gras poly-
insaturés (Oméga 3) était efficace sur l'ostéoporose, cela pourrait constituer un moyen de

prévention slr et bon marché (Weiss ef al., 2005).

Les lipides de nacre pourraient jouer un role incontestable dans cette stimulation. Rappelons
que la nacre est formée de carbonate de calcium capable de pouvoir ostéogénique. En traitant
seulement avec les lipides de la nacre, nous avons pu montrer avec cette étude le pouvoir
ostéogénique des extraits de la nacre sachant que les phospholipides sont les lipides qui

entrent le plus dans la formation de la membrane cellulaire.
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GPR40 est un récepteur protéique transmembranaire sur lequel certains acides gras viennent
se fixer, ce qui engendre un signal cellulaire GPR40 (fait partie de la famille des récepteurs
transmembranaires couplés a une protéine G). En effet, (Wauquier et al, 2014) avaient
montré que le récepteur lipidique GPR40 joue un role clef dans la protection du squelette, en
maintenant la densité minérale osseuse. GPR40, un récepteur aux acides gras, a été découvert
sur la membrane des cellules osseuses impliquées dans le remodelage osseux. Wauquier et al
(2014) ont découvert qu‘il était aussi localisé sur la membrane de cellules osseuses impliquées
dans le remodelage osseux : les ostéoclastes. Ils ont mis en culture des cellules de moelle
osseuse, de maniere a isoler les ostéoclastes et leurs précurseurs cellulaires. Lorsque les
récepteurs GPR40 de ces cellules sont stimulés, la différenciation cellulaire des ostéoclastes
est inhibée. L os est donc moins résorbé, ce qui freine la perte osseuse. Afin d‘avoir des
spécificités de composition en AG particuliéres, qui pourront étre a 1‘origine de 1‘intégration

des extraits lipidiques de la nacre aux différentes cellules.
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Conclusions et perspectives
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Dans cette thése nous avons fait 1°étude des lipides totaux, des catégories lipidiques (PC, PE,
PS et PI), utilisés comme complément alimentaire, étant donné leur richesse en AGPI en
particulier en EPA et DHA ainsi que celle de la nacre comme biomatériau potentiel

implantable chez 1°‘homme.

Dans une premicere partie afin de valoriser 1‘huitre perliére Pinctada radiata qui colonise le
les cotes tunisiennes, nous avons exclu 1‘étude des lipides neutres de notre étude sur cette
espece vu notre objectif de visualiser surtout son profil en lipides polaires constituant majeur
de la membrane cellulaire.

Nous avons dégagé ainsi les conclusions suivantes :

La nacre et la chair de 1*huitre perliére P. radiata ont le méme profil en acides gras des
lipides totaux et des lipides polaires avec des proportions différentes.
Nous avons vu dans le cas idéal, un suivi saisonnier pour comparer les profils d‘acides gras
pour les lipides totaux et des profils d‘acides gras pour chaque classe de lipide. Une étude
préliminaire semblait donc indispensable avec les acides gras totaux afin de déterminer la

similarité entre la nacre et la chair.

L‘étude menée sur la chair et la nacre de Pinctada radiata a montré que les profils des
lipides totaux permettaient de discriminer la nacre de la chair. Puis, les comparaisons entre les
profils d‘acides gras des phospholipides ont mis en évidence quelques différences

(conséquences de 1‘appartenance des lipides polaires dans les lipides totaux).

Différentes analyses statistiques sur 1°'ACP ont ¢été effectuées afin d‘observer les
similitudes ou les dissemblances entre les profils lipidiques de la nacre et de la chair.
Il en ressort que 1‘analyse présentant le meilleur compromis précision/limites de la collection

de références ¢tait 1‘analyse en composante principale (ACP).

La qualité de la nacre ainsi que les analyses biochimiques ont montré que la meilleure
localisation en Tunisie loin des zones portuaires et des différents stress (la péche,
1‘exploitation, zone touristique etc...) est la zone de Maharés étant donné sa bonne qualité en

terme d‘épaisseur.
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L‘huitre perliere P. radiata peut étre utilisée comme complément nutritionnel par sa
chair, vu sa richesse en acides gras polyinsaturés notamment en oméga 3 et en oméga 6 et
peut étre utilisée comme biomatériau potentiel de substitution osseuse par 1‘intermédiaire de

Sa nacre.

Lobjectif de cette theése était de démontrer la qualité de la nacre, le pouvoir ostéogénique des
lipides de la nacre ainsi que ses molécules ESM et les lipides de la chair, I‘effet bénéfique des
lipides totaux de la chair en particulier les AG de la série n-3 (EPA +DHA) ainsi que sur la
santé osseuse. Pour répondre a cette problématique, nous avons mis en place des modeles

d‘études in vitro. Au cours de ces travaux, nous avons démontré que :

Les MC3T3 et les ATDCS peuvent étre efficacement différenciées in vitro apres stimulation
par des facteurs ostéogéniques ajoutés au milieu de culture et sous le traitement des lipides de
la nacre et de la chair ainsi que 1‘extrait ESM de la nacre de Pinctada radiata et 1'ESM de
Pinctada margaritifera.

IIs induisent 1‘engagement des cellules MC3T3 vers le lignage ostéoblastique par 1‘activation
des promoteurs des génes spécifiques du tissu osseux, tels que: le collagéne de type 1,

1‘ostéocalcine (OC), 1‘ostéopontine(OP) et le Runx2.

Ils induisent l1‘engagement des cellules ATDCS vers la différenciation endochondrale par
1‘activation des promoteurs des geénes spécifiques du tissu osseux, tels que: le collagéne de
type 1 alpha-1 (Collal), 1°'Aggrécane et le collagéne de type X alpha-1 (ColXAl).

Les molécules présentes dans la nacre stimulent rapidement les premicres étapes de la
différenciation osseuse en activant 1‘expression de Runx2 et de Col I puis induisent les étapes
tardives en activant la transcription de 1‘ostéopontine, qui est une protéine d‘adhérence du

tissu osseux, et la formation de matrice extra-cellulaire.

Nous remarquons que la fraction organique ou ESMr, en comparaison avec celle de
Pinctada margaritifera, a conservé les propriétés stimulantes de la nacre et la stimulation est
méme beaucoup plus importante. Les résultats permettent de démontrer l'activité biologique
de la fraction organique de la nacre de Pinctada radiata tout comme Pinctada margaritifera

qui contient des molécules signal ayant conservé un réel potentiel d'action chez I'Homme.
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Parallélement les précurseurs ostéoblastiques (pré-ostéoblastes) sont activés et se différencient
en ostéoblastes. Ces molécules organiques Br ont ainsi été extraites et ont démontré une

stimulation des marqueurs de la différenciation des ostéoblastes.

Les acides gras de la nacre a eux seuls susceptibles de fournir un environnement dynamique
de culture,induisant la différenciation endochondrale avec la calcification pour les ATDCS et
la différenciation ostéoblastique conduisant a la minéralisation pour les MC3T3.

La nacre riche en AA (C20 :4n-6) et en EPA (C20 :5n-3), ses phospholipides pourraient
intervenir dans la fonction endocrine ostéogénique de la nacre et sa formation. Les protéines
environnantes de la membrane cellulaire jouent également un role important dans ce
processus ce qui s‘est traduit par le succes de 1°extrait étudié.

La nacre pourrait également jouer un rdle important du c6té biomatériau de comblement
osseux par ses molécules ESM. Ses acides gras pourraient jouer un rdole préventif des
pathologies de 1‘0s. Ainsi la matrice organique isolée de la nacre peut donc induire la
stimulation des cellules osseuses et cartilagineuses; elle peut méme induire la stimulation de
leurs précurseurs non seulement pour réparer ou entretenir ces tissus mais aussi pour aboutir a
la formation finale de tissus physiologiquement sains et actifs. Elle est biocompatible et

ostéogénique.

Par ailleurs, il est a remarquer que quel que soit le type de nacre des pinctadines, sa
biocompatibilité et son ostéogenie sont excellentes puisqu‘ils ont montré les propriétés
ostéoinductrices de ces extraits. En plus la nacre de Pinctada radiata est disponible et peu
colteuse. Pourtant, la quantité nécessaire a son utilisation semble infinitésimale au regard de
I‘inépuisable réservoir de substances naturelles d‘intérét biologique que constituent les

milieux marins des cotes tunisiennes.

Nous rappelons également que les acides gras des familles n-3 et n-6 sont apportés par
l‘alimentation ; or parfois les antalgiques et les anti-inflammatoires ne présentent pas une
solution éfficace pour lutter contre les maladies de 1°0os, d‘ou I‘importance d‘une nutrition
complétée en oméga 3 soit par compléments alimentaires soit par solution buvable de poudre

de nacre.

L*évaluation des applications pharmaceutiques potentielles de ces acides gras devra étre

réalisée sur le maintien du statut minéral osseux et le controle osseux.
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Ltutilisation des propriétés des molécules de nacre peut €tre envisagée dans les cas de
traumatismes osseux ou de pathologies provoquées par une perturbation dans la régulation de
la croissance endochondrale de 1°‘0s conduisant a des anomalies comme le nanisme, des

difformités du squelette ou prédisposant a des maladies comme 1‘arthrose.

Une fois les voies actives identifiées, il est conseillé de s‘orienter vers le ou les facteurs
potentiellement « responsables » des effets de 1°'ESM et aussi identifier le/les récepteurs
membranaires susceptibles d‘étre activés et de relayer les effets de la nacre et [‘activation des
voies de signalisation. En fonction des voies activées, il est possible d‘utiliser des inhibiteurs
spécifiques de ces voies, afin de confirmer que les effets de 1°'ESM sont bien dépendants de
ces dernieéres. A long terme, une fois les molécules actives identifiées, la création d‘un
biomatériau implantable a [‘homme sera envisageable avec la possibilité¢ d“utiliser le principe
pro minéralisant pour 1°os et le principe pro-chondrogénique pour le cartilage ou méme sur
des cellules souches afin d‘aider leur différentiation en cellule chondrocytaire dans le cas de

biothérapie du cartilage.

Les tests menés sur les cellules osseuses au cours de cette thése ont été réalisés dans un but
exploratoire. Désormais, les molécules associées a la calcification des coquilles ont démontré
leur pouvoir ostéogene : elles stimulent la formation osseuse. Il sera nécessaire de poursuivre
ces expériences dans le but d‘identifier les molécules responsables des différents processus
que nous avons observeés.

Les lipides semblent jouer un rdle incontestable dans cette stimulation. De plus, nous pouvons
confirmer ce role en associant les molécules de nacre ou de biominéralisation avec les acides

gras de la nacre et de la chair.

De plus, nous pouvons supposer qu‘en associant les molécules de nacre ou de
biominéralisation avec les acides gras de la nacre et de la chair dans les failles osseux a
travers les sites actifs de 1°0os ou du cartilage humain présentant les différents pathologies
osseuses. Nous pouvons trouver des solutions pour lutter contre le vieillissement et les
pathologies de 1°os. Il sera nécessaire donc de faire des essais sur la culture des cellules
humaines et par la suite des tests in vivo. Mais un probléme se pose : les Ln et Lc semblent
toxiques a partir de certaines quantités a déterminer a partir de 500mg. Leur toxicité pourrait

provenir de la méthode d‘extraction. Il faudra peut étre trouver une méthode de stérilisation
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ou bien une méthode qui nous permettra d‘éliminer les traces des solvants utilisés dans
I°extraction a savoir le chloroforme, ...etc.

Il serait aussi intéressant de poursuivre ce travail de thése. Il reste maintenant a préciser le
mécanisme d‘action de ces acides gras sur les cellules, en partant de [*hypothese émise suite a
notre travail. Nous n‘avons pas quantifié¢ certains éléments supplémentaires tels que les
cytokines ou facteur de croissance (IL-6, IGF-1 etc) ou I‘intervention d‘autre génes ou entrer
dans les microdomaines des membranes cellulaires comme les drafts intervenant de loin ou
de prés dans le processus d‘ostéogénie qui pourraient nous aider a identifier les mécanismes

impliqués.

Il nous est permis également de penser que 1‘activité précoce de la minéralisation a J7 peut

faire intervenir deux voies qui restent a vérifier :

e La production quantitative des molécules actives de la minéralisation en présence des
acides gras de la nacre.
e Les récepteurs deviennent plus sensibles aux molécules bioactives de la nacre pour

déclencher le processus de minéralisation d‘une fagcon précoce.

De plus, il serait important d‘identifier le ou les acides gras responsables des effets observés
sur le métabolisme osseux. Les acides gras utilisés sont des mélanges lipidiques assez
complexes dont nous ne connaissons pas la nature exacte, méme si nous avons des
informations générales. Connaitre cette information permettrait de préciser le mécanisme

d‘action.
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Annexes

Annexe (1). Variations saisonniéres de la composition en acides gras des lipides totaux chez Pinctada radiata

(moyenne + ES; n = 6).a,b,c — valeurs dans les lignes ayant des indices de lettre différent de fagon significative, P< 0.05.

% Hiver Printemps Eté Automne
C14:0 6.0620.46° 6.84+1.18° 6.53+0.69° 5.79+1,1°
C15:0 0.2740.11° 0.53+0.04° 1,24+0.04° 1.1640.11°
C16:0 34.00+1.23° 28.50+3.02%° 31.91+1.62%° 25.76+1.47°
C17:0 0.03+0.01° 0.50+0.04° 0.47+0.04° 1.52+0.41°
C18:0 12.65+1.74° 8.71%0.78° 10.48+0.49° 11.19+0.53°
C22:0 1.56+0.16° 2.24+0.58° 1.45+0.12° 1.67+0.11°
C14:1 0.79+0.05° 0.10%0.09° 1.00+0.11° 0.84+0.06°
c15:1 0.28+0.06° 0.69+0.17%° 0.88+0.12° 0.58+0.1%

C16:1n-7 3.59+0.78° 3.82+0.5° 4.56+0.41° 3.68+0.68°
C18:1n-7 trace Trace trace trace
C18:1n-9 2.8040.24° 4.01+0.42° 2.3240.16° 3.174+0.29%°
C20:1n-9 1.40+0.18° 0.81+0.55%° 0.86+0.09°° 0.13+0.05"
C22:1n-9 trace Trace trace trace
C18:2n-6 1.88+0.16° 2.3940.22° 1.95+0.17° 1.57+0.3°
C20:2n-6 1.18+0.4° 7.92+7.10° 4.77+4.22° 4.88+3.15°
€20:4n-6 4.88+0.5%° 3.6910.51° 5.60+1.14% 7.44+0.57°
C18:3n-3 0.29+0.12° 1.50+0.51° 1.0440.06™ 0.940.09%
C18:4n-3 1.01+0.09° 0.59+0.27%° 0.58+0.10%° 0.25+0.13°
C20:4n-3 0.32+0.04° 0.25+0.09° 0.24+0.15° 0.24+0.06°
C20:5n-3 5.78+0.71° 4.18+0.38° 4.19+0.43° 4.18+0.42°
C22 :3n-3 trace Trace trace trace
C22:5n-3 0.92%0.1° 2.18+0.51° 1.30+0.1° 5.45+3.32°
C22:6n-3 16.04+0.82° 15.87+2.85° 14.37+0.9° 13.94+0.75°
C16:2n-4 2.49+0.12° 1.92+0.15° 2.1420.11° 2.77+0.61°
C16:3n-4 0.5340.03° 0.29+0.06" 0.25+0.06° 0.65+0.05°
C18:3n-4 0.39+0.1° 1.35+0.24° 0.49+0.14° 0.31+0.14°
C22:2i 0.40+0.19° 0.72+0.32%° 1.1640.08™ 1.59+0.45°
C22:2j 0.30+0.15° 0.27+0.13° 0.07+0.01° 0.24+0.04°

AG (mg/100g)

AGS 214.06+21.23° 168.37+50.15%° 97.93+7.04™ 37.93+4.55°
AGMI 36.32+7.33° 32.71+9.82° 18.18+1.60%" 6.90+1.26°
AGPI 149.82+23.07° 133.18+22.82° 70.95+2.51° 34.77+2.19°

AGI 186.14+29.4° 165.90+29.66° 89.13+3.64° 41.67+2.43°

n-3 100.21+15.35° 79.63+18.37° 40.87+3.31° 19.64+2.18°

n-6 32.88+5.78° 38.67+15.83° 22.38+4.53° 10.68+2.08°

EPA+DHA 89.75+13.75° 64.97+15.66™ 34.87+3.03" 14.39+1.28°
n-3/n-6 3.12° 3.11° 2.13° 2.15°
AGPI/AGS 0.70° 0.79° 0.72° 0.91°
€16 :0/C18 :1n-9 50.02° 7.13° 19.90° 8.32°
AA/AL 2.58° 1.59° 2.74° 10.06°
C16 :0/C18 :0 2.89° 3.38° 3.05° 2.33°
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Annexe (2). Variations saisonniéres de la composition en acides gras des PC chez Pinctada radiata

(moyenne + ES; n=6).

% Hiver Printemps Eté Automne
C14:0 1.66+0.08° 3.13+0.18° 4.12+0.65 4.660.21°
C15:0 0.78+0.04° 1.27+0.09° 1.96+0.7° 3.12+0.21°
C16:0 33.59+1.54% 39.29+1.64° 30.27+4.49%° 27.54+1.38°
C17:0 2.32+0.42° 0.93+0.13° 4.44+0.87° 2.41+0.12°
C18:0 6.360.57° 7.98+0.65° 6.18+0.9° 5.97+0.37°
C22:0 0.53+0.16° 0.570.04° 0.45+0.07° 0.71+0.13°
C14:1 0.1320.1° 0.33+0.04" 0.89+0.27" 4.13+0.31°
C15:1 0.09+0.01° 0.4620.1° 1.06+0.54° 2.44+0.19°
C16:1n-7 1.75+0.05° 4.12+0.44° 5.92+0.47" 7.88+0.53°
C18:1n-9 3.11+0.12° 3.48+0.17° 2.25+0.26" 1.95+0.23°
C18:1n-7 2.07+0.13° 1.90+0.19° 2.07+0.39° 1.97+0.19°
C20:1n-9 1.31+0.07° 0.07+0.01° 0.07+0.01° 1.46+0.39°
C22:1n-9 1.16+0.09° 0.53+0.04° 1.20+0.47° 2.19+1.01°
C18:2n-6 2.33+0.12° 2.18+0.11° 1.84+0.22%° 1.45+0.12°
C20:2n-6 1.73+0.29° 2.84+0.16° 2.70+0.53° 2.10+0.18°
C20:4n-6 4.1740.14° 4.37+0.36° 3.21+0.6° 3.82+0.22°
C18:3n-3 1.4340.04° 1.03+0.16° 1.18+0.25° 0.82+0.07°
C18:4n-3 0.19+0.03" 0.95+0.13° 0.350.07™ 0.51+0.05"
C20:4n-3 0.41+0.05° 0.19+0.02° 0.760.48° 0.14+0.03°
C20:5n-3 6.98+0.7° 3.52+0.2° 2.75+0.35" 3.38+0.35"
C22:3n-3 1.77+0.1° 0.18+0.03° 2.97+1.42° 1.94+0.85°
C22:5n-3 1.21+0.1° 0.79+0.03° 2.93+1.92° 2.77+1.11°
C22:6n-3 22.93%0.9° 14.25+0.56° 14.47+0.92° 10.45+0.83¢
C16:2n-4 0.75+0.38° 0.47+0.13° 2.70+1.74° 1.2940.19°
C16:3n-4 0.19+0.03¢ 3.45+0.21° 2.49+0.45" 1.03+0.13¢
C18:3n-4 0.06+0.01° 0.75+0.25° 0.35+0.16° 0.92+0.54°

C22:2i 0.73%0.18" 0.04%0.007" 0.15+0.04° 1.37+0.54°

C22:2j 0.13+0.11° 0.81+0.33° 0.15+0.04° 1.45+0.75°

AG (mg/100g)

AGS 30.91+7.75° 28.52+8.38° 3.30£0.65" 12.36+1.73%
AGMI 6.69+1.72° 5.32+1.20° 0.92+0.14° 6.09+0.9°
AGPI 32.10+9° 18.60+5.04°" 2.730.49° 9.22+1.25"

AGI 38.80+10.72° 23.93+6.19%° 3.6620.63" 15.32+1.9°

n-3 25.03+7.11° 11.25+3.38° 1.74+0.29° 5.40+0.69"

n-6 5.97+1.65° 4.66+1.09 0.58+0.16° 2.05+0.28"

EPA+DHA 21.43+6.09° 9.43+2.75" 1.26+0.29° 3.71+0.34°
n-3/n-6 4.19° 2.41° 3° 2.63°
AGPI/AGS 1.03° 0.65° 0.82° 0.74°
C16:0/C18:1n-9 10.82° 11.48° 14.82° 14.92°
AA/AL 1.80° 2.05° 1.90° 2.68°
C16:0/C18:0 5.49° 5.17° 4.91° 4.67°
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Annexe (3). Variations saisonniéres de la composition en acides gras des PE chez Pinctada radiata

(moyenne + SE; n = 6). a,b,c — valeurs dans les lignes ayant des indices de lettre différent de fagon significative, P< 0.05.

% Hiver Printemps Eté Automne
C14:0 1.45+0.18" 8.52+1.91° 10.43+2.19° 10.98+2.33°
C15:0 0.44+0.02" 1.56+0.09° 1.25+0.12° 3.88+0.77°
C16:0 4.18+0.44° 24.56+1.31° 17.20+0.67° 11.08+1.34°
C17:0 1.1440.07° 1.12+0.12° 1.1740.12° 1.8340.27°
C18:0 10.36+0.94™ 12.03+0.69° 8.37+0.62° 5.50+1°
€22:0 0.24+0.03" 0.38+0.27° 2.11+0.35° 2.29+0.65°
C14:1 0.43+0.03" 1.40£0.1° 1.8140.19° 6.12+1.43°
C15:1 0.12+0.004° 2.79+0.71° 3.08+0.76° 3.62+1.13°

C16:1n-7 4.19+0.43° 13.59+1° 9.79+0.8° 10.1542.15°
C18:1n-9 0.89+0.08" 3.39+0.33" 4.59+0.39° 2.08+0.38°
C18:1n-7 0.45+0.03" 1.01+0.18° 1.01+0.09° 0.83+0.11°
€20:1n-9 0.08+0.01° 0.38+0.07° 0.25+0.01° 3.12+1.18°
€22:1n-9 8.72+0.86° 2.06+0.42° 1.1740.19° 1.46+0.47°
C18:2n-6 1.2140.13%° 1.25+0.28%° 1.8340.15° 0.82+0.23°
C20:2n-6 1.76+0.08° 1.11+0.81° 3.30+1.48° 0.65+0.56°
C20:4n-6 8.00+0.33° 0.26+0.07° 1.4340.35" 1.46+0.69"
C18:3n-3 2.400.37%° 1.06+0.39° 2.73+0.49° 1.69+0.4%
C18:4n-3 0.09+0.01° 0.60+0.5% 0.41+0.1° 1.00+0.6°
C20:4n-3 0.330.04° 0.26+0.12" 0.52+0.09" 2.60+1.03°
C20:5n-3 12.37+0.94° 1.83+0.49° 1.50%0.37° 2.25+0.68"
C22 :3n-3 trace Trace trace trace
€22:5n-3 2.9240.15° 1.88+0.52° 2.0240.33° 6.21+1.95°
C22:6n-3 33.63+0.39° 8.45+1.23 6.5240.55" 9.97+1.6°
C16:2n-4 0.660.04" 3.83+1.41° 13.36+2.17° 0.99+0.17°
C16:3n-4 0.36+0.03° 0.94+0.26° 0.62+0.26° 0.43+0.11°
C18:3n-4 0.13+0.02° 4.09+1.28° 0.92+0.25° 4.08+2.34°
C22:2i 1.20+0.68° 1.0040.45° 1.76+0.35° 3.44+1.62°
C22:2j 2.12+0.66° 0.53+0.12° 0.71%0.21° 1.35+0.5°
AG (mg/100g)
AGS 5.64+1.57° 2.5420.86%° 0.69+0.14° 5.7+1.52°
AGMI 4.84+1.21° 1.22+0.34° 0.36+0.08° 4.22+0.95°
AGPI 22.2546° 1.2740.3° 0.62+0.1° 5.98+1.27°
AGI 27.10%7.08° 2.49+0.63" 0.99+0.18" 10.21+1.82°
n-3 17.17+4.74° 0.7+0.21° 0.23+0.04° 3.75:0.7°
n-6 3.61£0.91° 0.120.04° 0.1+0.02° 0.48+0.2°
EPA+DHA 15.29+4.31° 0.52+0.16" 0.13+0.03" 1.81#0.3°
n-3/n-6 4.75° 5.83° 2.3 7.81°
AGPI/AGS 3.93° 0.50° 0.89° 1.05°
C16:0/C18:1n-9 4.92° 7.44° 3.86° 5.72°
AA/AL 6.86° 0.80° 0.91° 2.34°
C16:0/C18:0 0.40° 2.05° 2.10° 2.18°
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Annexe (4). Variations saisonniéres de la composition en acides gras des lipides totaux de la nacre

de Pinctada radiata (moyenne + ES; n = 6).

% hiver printemps été Automne
C14:0 2,6610.42 2,9+0,69 3,0810,34 3,0310,33
C15:0 1,69+0.40  0,9810,18 1,3+0,03 1,41+0,18
C16:0 25,69+1.62 20,11+4,06 27,38+1,82 32,93+2,15
C17:0 1,01+0.09 0,50+0,09  4,08%2,11 1,29+0,63
C18:0 34,02+5.22  8,79+1,89  20,24+2,12 18,89+2,13
C22:0 1,43+0.50  0,91%0,16 1,81+0,88 0,50+0,13
Cl14:1 0,46+0.09 1,00+0,27 1,46+0,08 0,42+0,11
C15:1 1,84+0.28 29,78+10,86 1,65%0,21 0,43+0,06
Cle:1 2,02+0.70 2,9610,54 2,61+0,55 2,54+0,59
C18:1 5,12+1.93 8,14+1,53 5,60+0,58 4,74+0,76
C20:1 0,63+0.31 0,24+0,05 0,70+0,52 0,39+0,09

C18:2n-6  1,65+0.58 1,47+0,21 1,3240,21 0,93+0,29
C20:2n-6  0,70+0.56 0,31+0,17 3,3442,06 0,91+0,54
C20:4n-6  0,11+0.05 0,4210,23 0,25+0,06 0,11+0,04
C18:3n-3  0,12+0.03 1,20+0,27 2,96+0,25 1,80+0,52
C18:4n-3  0,50£0.19 0,1940,11 0,740,13 0,18+0,13
C20:4n-3  0,2310.05 0,7610,36  0,89+0,16 1,02+0,17
C20:5n-3 0,60+0.18 1,00+0,29 0,92+0,16 1,45%+0,18
C22:5n-3  1,44+0.47 2,44+0,48 7,0443,57 11,19+4,11
C22:6n-3 6,94+2.91 13,13+3,42 5,51+0,62 11,58+2,73
C16:2n-4  3,55+0.47 0,86+0,15 3,03+1,06 1,2240,22
C16:3n-4 1,00%0.25 0,56+0,13 1,01+0,18 1,20%0,22
C18:3n-4  591+1.77 0,18+0,04  0,85+0,25 0,54+0,17
C22:2i 0,29+0.07 0,61+0,1 1,47+0,52 0,8710,28
C22:2j 0,26+0.13 0,45+0,15 0,65+0,08 0,29+0,11
AGS 66,5316.36 34,21+6,73 57,92+3,59 58,0714,33
AGMI 10,08+2.81 42,14+8,85 12,04+1,62 8,54+1,34
AGPI 23,37t4.66 23,64+4,09 30,033,522 33,3815,38
AGU 33,4616.36 65,7816,73 42,07+3,59 41,92+4,33
n-3 9,86+2.85 18,75+3,92 18,08%3,75 27,2516,28
n-6 2,48+0.78 2,2040,56 4,91+2,2 1,97+0,64
EPA+DHA  7,551+2.88 14,13+3,46 6,43+0,69 13,03+2,79

359




Annexes

Annexe (5). Variations saisonniéres de la composition en acides gras des PC de la nacre de Pinctada

radiata (moyenne £ SE; n = 6).

(%) hiver printemps été Automne
C14:0 3,80+0,3 8,44+0,85 8,87+0,81 4,73t1
C15:0 1,97%0,27 1,53+0,13 2,710,121 2,67%0,65
C16:0 14,84+1,53 19,93+1,7 24,17+1,96 9,96+1,29
C17:0 2,88t0,46  7,01+0,82 11,33+1,79 3,83+0,29
C18:0 14,71+0,71 15,19+2,14 9,78%1,18 4,61+0,74
C22:0 1,56%0,28 1,31+0,53 0,52+0,16 8,76%1,35
c14:1 1,71#0,23  1,26+0,32  1,63+0,57  1,82+1,02
C15:1 4,39+1 2,95+0,33  3,06%0,5 1,66%0,36
Cle6:1 4,35+0,48 3,17+0,28 4,68%0,62  2,20+0,39
C18:1n-9 4,11+0,85 2,35¢0,51  5,92%0,94 1,26%0,15
C18:1n-7 1,46+0,29 0,57+0,03 0,85%0,21 0,31+0,07
C20:1n-9 0,23+0,04 0,22+0,03 0,30%0,07 1,11+0,36
c22:1 5,13+0,52 5,01+2,94 1,98t0,64  3,79+2,02
C18:2n-6 2,60+0,26 1,94+1,06 2,92+0,81 0,490,09
C20:2n-6 2,69+0,89 0,68+0,11 0,56%0,23 1,10+0,61
C20:4n-6 1,10£0,3 0,29+0,05 0,23+0,02 0,96%0,49
C18:3n-3 3,93+0,76  4,49+0,18 3,3610,51 1,24+0,2
C18:4n-3 0,83+0,22 0,67+0,09 0,79%+0,18 0,93+0,29
C20:4n-3 0,88+0,21 0,52+0,08 0,81+0,08 1+0,53
C20:5n-3 9,26+1,11 1,03+0,16  0,98+0,35 0,86%0,49
C22:3n-3 3,300,522 3,14+0,67 2,34+0,57 11,2145,38
C22:5n-3 1,95+0,41 4,46%1,42 2,39%0,34 17,40%4,09
C22:6n-3 3,86£0,44 6,92+1,34  3,95+0,32 9,51+2,75
C16:2n-4 3,63+0,84  2,54+0,47 2,27+0,56 1,43%0,46
C16:3n-4 1,41+0,48 0,44+0,07 0,82+0,12 1,41+0,61
C18:3n-4 0,71+0,36 1,09+0,34 0,98+0,13 0,33%0,16
C22:2i 1,61+0,61 1,18+0,34 0,85+0,36 1,77+0,19
C22:2j 0,9710,15 1,56+1,15 0,79+0,18 3,50%1,6
AGS 39,79+1,69 53,43+3,66 57,41+2,54 34,59+2,86
AGMI 21,40£2,16 15,55+2,31 18,46%1,25 12,19+2,15
AGPI 38,80+2,92 31,01+2,21 24,12+1,9 53,21+3,15
AGU 60,20£1,69 46,56+3,66 42,58%2,54 65,40+2,86
n-3 24,03+2,19 16,76+2,49 14,66+1,14 42,18+3,94
n-6 6,40+1,15 2,92+1,01 3,72#0,76  2,56+0,91
EPA+DHA 13,12+1,1 7,95%1,49 4,93+0,54 10,3743,21
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Annexe (6). Variations saisonniéres de la composition en acides gras des PE de la nacre de Pinctada

radiata (moyenne £ SE; n = 6).

(%) hiver printemps été Automne
C14:0 3,12+¢0,24  6,28+0,61 6,49+0,59 5,16+1,07
C15:0 4,03+0,84 1,66%0,26  4,93%0,64 2,8610,67
C16:0 10,74+0,63 20,80+1,84 25,36+0,82 19,0+2,64
C17:0 2,18+0,43 0,95%0,27 1,7310,62  2,46%0,2
C18:0 8,32+0,56  13,49+1,27 10,02+0,49 7,55+0,85
C22:0 2,22+0,39 0,991#0,36 0,70+0,08 1,61+0,43
Ci4:1 2,22+0,27 1,48+0,41 1,61+0,59 1,60+0,39
C15:1 2,15+0,37 2,76%0,3 2,7510,44 1,64+0,25
Cle6:1 4,01+0,19  4,95+0,54 7,79+0,58 5,0610,7
C18:1n-9 3,90+0,31 4,96%1,16  2,78+1,05 3,0310,35
C18:1n-7 0,85+0,16  0,80+0,08 3,03+1,35 0,71+0,08
C20:1n-9 3,56x0,75 0,27+0,07 0,24+0,08  2,34+1,04
c22:1 6,98+1,3 0,93+0,21 1,154#0,19  7,68+2,05
C18:2n-6 2,7810,4 1,4610,34  4,22+0,87 0,76%0,2
C20:2n-6 8,71+2,42  0,62+0,26  0,21+0,07 0,10+0,05
C20:4n-6 0,49+0,16  0,44+0,13 0,32%0,06 2,1210,64
C18:3n-3 1,44+0,63  3,99+0,29 2,57+0,33  2,34+0,54
C18:4n-3 0,08+0,06 0,46+0,04 0,39+0,09 0,820,222
C20:4n-3 1,20+0,24  3,33+2,73  0,63%0,14  0,9410,62
C20:5n-3 8,00£1,09 0,91+0,32 1,19+0,33 1,04+0,45
C22:5n-3 3,31+0,55 8,46+4,03 3,45+1,02 4,77+0,84
C22:6n-3 6,35+1,18 7,64+2,31  4,52%0,36 17,01+2,52
C16:2n-4 5,27+0,16  6,43+0,58 10,14+1,13 6,01+0,83
C16:3n-4 3,73+0,12 1,27+0,35 0,83+0,23 0,16%0,02
C18:3n-4 0,38+0,17 2,68+1,99 1,11+0,38 0,6310,29
C22:2i 2,20+0,48 1,01+0,43 0,8810,21 1,27%0,26
C22:2j 1,65+0,83  0,84+0,33  0,83%0,3 1,16+0,43
AGS 30,63+1,69 44,19+3,55 49,25+0,66 38,67+3,45
AGMI 23,68+2,03 16,19+1,75 19,37+1,24 22,10+2,02
AGPI 45,67+2,34 39,60+5,18 31,37+1,58 39,22+2,5
AGU 69,36+1,69 55,80+3,55 50,74+0,66 61,32+3,45
n-3 20,41+2,71 24,81+6,56 12,78%+1,23 26,95+2,76
n-6 11,9942,58 2,53+0,31 4,76%0,9 3,0+0,58
EPA+DHA 14,36+1,78 8,56+2,21 5,71+0,59 18,06%2,73
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Annexe (7). Variations saisonniéres de la composition en acides gras des PI de la nacre de Pinctada

radiata (moyenne £ SE; n = 6).

(%) hiver printemps été Automne
C14:0 3,98+0,43 5,4340,3 6,310,54 3,1240,64
C15:0 1,95+0,08 1,59+0,12 2,72+0,52  1,83%0,38
C16:0 13,80+1,55 25,54+1,07 23,20+0,55 14,34+2,31
C17:0 2,05+0,44 0,50%0,1 1,15+0,31  1,74+0,28
C18:0 12,07+1,35 18,21+0,87 9,88+0,77 6,85%1,23
C22:0 0,55+0,08 1,31%0,5 0,53+0,18 4,75%1,65
Ci4:1 2,23+0,27 0,940,122 3,34+0,59 0,9210,14
C15:1 3,2510,7 2,53+0,24  1,20+0,19  2,42+0,18
Cl6:1 4,23+0,59 4,26%0,35 5,10+1,58 3,8010,74
C18:1n-9 4,99+0,67 4,77+0,46  6,51+2,18 2,0310,32
C18:1n-7 1,48%0,15 0,7310,11 3,05+1,18 0,71%0,16
C20:1n-9 3,19+1,32 0,28t0,04 0,19+0,05 0,92+0,17
c22:1 2,6241,01  2,34+0,58 1,61%0,36  13,48+2,49
C18:2n-6 3,40+0,42 1,62+0,55 3,82+1,01 0,19+0,04
C20:2n-6  0,49+0,14  0,13+0,05 0,2+0,1 1,21+1,18
C20:4n-6 0,30+0,10 0,54+0,25 0,20+0,04 1,61+0,49
C18:3n-3 0,5410,17 5,71+0,19 3,770,229 2,28+0,49
C184n-3  1,50+1,25 0,67#0,13 0,88+0,15 0,92+0,22
C20:4n-3 0,90+0,12 0,75+0,44 0,45+0,08 2,08+10,52
C20:5n-3 12,56+1,57 1,04+0,23  1,91+0,76  3,73%1,42
C22:5n-3  1,45+0,43 3,03+0,74 2,30+0,17  10,13+1,03
C22:6n-3 12,6449,82 6,08+0,85 4,93+0,48 11,87+0,83
C16:2n-4 5,00£0,74  7,94+0,19  13,55+1,88 4,94+0,88
C16:3n-4 1,44+0,62  1,20+0,28 0,8910,2 0,62+0,45
C18:3n-4 1,17+0,32 0,87+0,18 1,05+0,19 0,37+0,04
C22:2i 0,86+0,15 0,65+0,18 0,8410,2 2,23+1,03
C22:2j 1,22+0,4 1,20%0,5 0,29+0,06  0,8+0,29
AGS 34,42+3,58 52,61+1,36 43,81+1,44 32,65%2,66
AGMI 22,0242,82 15,88+1,01 21,04+2,69 24,30+1,7
AGPI 43,55+6,04 31,50+2,19 35,13+2,18 43,03+2,18
AGU 65,57+3,58 47,38+1,36 56,18+1,44 67,34+2,66
n-3 29,6118 17,31+2,08 14,26+1,03 31,03%1,70
n-6 4,21+0,56  2,30+0,59 4,22+0,98  3,02+1,43
EPA+DHA 25,20+8,52 7,13+0,94 6,84+0,92 15,6+1,97
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Annexe (8). Variations saisonnicres de la composition en acides gras des PS de la nacre de Pinctada

radiata (moyenne + SE; n = 6).

(%) hiver printemps été Automne
C14:0 3,53+0,3 3,43+0,76  3,41+0,28 4,04+1,32
C15:0 2,84+0,65 1,03+0,23 0,81+0,05 2,63+0,81
C16:0 14,58+1,84 17,95+2,98 27,38+1,18 13,23+1,16
C17:0 1,33+0,27 0,89+0,17 1,52+0,08 2,28%0,8
C18:0 16,77+1,89 12,15+2,16 14,02+1,32 5,5710,41
C22:0 1,65+0,92  0,64+0,2 0,87+0,28  7,32%2,19
Ci4:1 2,12+0,36  0,4410,07 1,9940,1 1,01+0,34
C15:1 2,59+0,5 1,6310,4 1,77£0,27  1,96%0,65
Cle:1 3,43+0,4 2,7940,58 4,62+0,28  3,04+0,34
C18:1n-9 4,31+0,86  3,25+0,55 7,85+2,49 1,77+0,06
C18:1n-7 1,34+0,18 0,43+0,07 2,5+1,52 0,51+0,11
C20:1n-9 2,45+1,14  0,23#0,06  0,34+0,08 0,59+0,25
C22:1 6,46+2,33  3,90+1,56 1,15+0,19 5,7313
C18:2n-6 2,81+0,45 0,97+0,15 4,76+0,43  0,74+0,08
C20:2n-6 1,00+0,47 0,30+0,11 0,19+0,04 3,63%2,22
C20:4n-6 0,65+0,25 0,33+0,08 0,63:0,17 0,42+0,12
C18:3n-3 2,48+1,17 3,89+0,64 3,65%0,28 1,52+0,52
C18:4n-3 1,15+0,71  0,33+0,07 0,93+0,36  0,57%0,32
C20:4n-3 1,20+0,26  0,39+0,13  0,65+0,23  1,08+0,68
C20:5n-3 10,94+0,94 0,88+0,18 0,75+0,22  1,34+0,57
C22:5n-3 2,38+0,31 19,47+7,2 1,78+0,49 21,60+2,43
C22:6n-3 6,51+2,6 13,66+3,78 4,33+0,59 11,42+2,94
C16:2n-4  3,02+0,47 5,07+0,95 10,44t1,36 1,35+0,74
C16:3n-4 0,51+0,15 0,52+0,13 1,23#0,21 0,76%0,38
C18:3n-4 0,78+0,23  1,64+1,03 0,43+0,19 0,64+0,22
C22:2i 1,42+0,58 1,38+0,47 1,03+0,49  2,90+1,06
C22:2j 1,64+0,37 2,2840,71 0,81+0,15 2,21+0,66
AGS 40,73+2,75 36,1216,31 48,03+2,09 35,10+4,1
AGMI 22,73+2,25 12,69+2,18 20,26+2,19 14,64+2,91
AGPI 36,52+2,7 51,17+8,03 31,69+0,85 50,25+3,47
AGU 59,26+2,75 63,87+6,31 51,96+2,09 64,89+4,10
n-3 24,68+2,63 38,6419,76 12,13+1,55 37,5513,22
n-6 4,46%0,7 1,61+0,3 5,58+0,34 4,80%2,2
EPA+DHA 17,45+£2,02 14,54+3,71 5,09+0,79 12,76+2,99
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Annexe (9). Variations saisonniéres de la composition en acides gras des lipides polaires de la chair

de Pinctada radiata (moyenne + SE; n = 6).

(%) hiver printemps été Automne
C14:0 2,60+0.20 3,84+0,64 5,23%0,77 3,35%0,38
C15:0 0,93+0.17 27,27+6,37 1,03+0,21 0,3%0,04
C16:0 18,98+1.05 20,48%2,01 30,74+1,18 25,57+2,29
C17:0 0,21+0.07 1,60+0,16 1,41+0,17 0,99+0,11
C18:0 23,53+4.26 8,7+0,88 21,0+2,87 17,42+2,41
C22:0 2,29+0.24  2,76%0,38 1,56%0,26  4,76%1,2
Cl4:1 0,32+0.06  2,21+0,46 0,94+0,17 1,22+0,19
C15:1 0,27£0.05 1,0+0,14 1,10£0,28 0,56+0,08
Cle:1 1,95+0.15 2,41+0,21 3,56+0,44 1,78%0,15
C18:1 3,06£0.36  1,89+0,18 1,55#0,26  1,84%0,26
C20:1 1,01+0.25 0,13+0,03 0,15+0,04 0,31+0,06
C18:2n-6 1,76+0.15 1,20+0,13 1,42+0,63 1,10%0,11
C20:2n-6 0,27+00.05 0,22#0,03 0,69+0,26 0,65+0,34
C20:4n-6 5,61+0.69 3,69+0,52 3,1940,92 2,04+0,63
C18:3n-3 0,47+0.05 0,69%0,2 3,52+0,58 1,2040,21
C18:4n-3 0,66+0.10 0,63%0,17 0,67+0,33 0,84+0,26
C20:4n-3 0,35+0.05 0,17+0,04 0,33+0,05 1,38+0,59
C20:5n-3 8,12+1.36  3,17#0,35 2,60+0,49 3,21%0,57
C22:5n-3 1,24+0.14 1,05+0,16  2,38+0,93 5,23+0,89
C22:6n-3  21,60+2.58 12,26%1,22 10,69+1,2 13,62+1,20
C16:2n-4 1,41+0.05 1,42+0,18 3,22+0,67 4,72%0,39
C16:3n-4 0,62+0.08 0,33%0,03 0,8940,2 0,51+0,05
C18:3n-4 1,27+0.36  1,8+0,74 0,78+0,15 0,70+0,23
C22:2i 0,20+0.13 0,87+0,14 0,98+0,17 5,82+1,67
C22:2j 1,12+0.21 0,08+0,02 0,26%x0,08 0,75%0,22
AGS 48,57+4.54 64,67+3,06 60,99+2,13 52,42+3,36
AGMI 6,64+0.55 7,660,833 7,32+1,01 5,71+0,55
AGPI 44,77+4.51 27,65%+2,55 31,68+1,68 41,85+3,59
AGU 51,42+4.54 35,32+3,06 39,0+2,13 47,57%3,36
n-3 32,46+£3.21 18,00+1,59 20,22+1,71 25,51+2,77
n-6 7,65x0.76  5,13%0,61 5,30+0,69 3,81+0,92
n-3/n-6 4,22+0.27 3,57+0,14 3,99+0,43 9,51+3
EPA+DHA  29,72+3.57 15,44+1,46 13,30%+1,67 16,83%1,39
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Annexe (10). Variations saisonniéres de la composition en acides gras des lipides polaires de la nacre

de Pinctada radiata (moyenne + SE; n = 6).

(%) hiver printemps été Automne
C14:0 3,33+0.28 2,69+0,39 3,67%0,35 3,29+0,37
C15:0 1,42+0.19 1,94+0,25 1,61+0,24 1,72+0,10
C16:0 22,92+1.22 30,75+2,69 37,82+2,21 34,20%1,66
C17:0 0,80+0.18 0,80+0,13 0,33+0,06 0,66%0,1
C18:0 31,30+2.89 35,23+1,19 26,80+1,5 19,43%1,46
C22:0 0,14+0.03 0,78%0,14 0,43%0,1 1,15+0,21
Cl4:1 1,02+0.15 0,60+0,13 0,72+0,24 0,45+0,16
C15:1 1,39+0.40 0,64+0,09 2,56+0,24 0,73+0,07
Cl6:1 2,85+0.22 1,374#0,19 2,44+0,35 3,17+0,54
C18:1 7,67+0.90 3,51+0,91 4,72+0,45 5,1+0,66
C20:1 0,55#0.20 0,36%0,05 0,22+0,07 0,41+0,1
C18:2n-6 5,49+0.79 0,48t0,07 1,32+0,47 1,52%0,19
C20:2n-6 1,17+¢0.14 0,39+0,18 0,62+0,29 1,17+0,46
C20:4n-6 0,38+0.06  0,13%0,05 0,14+0,03 0,18+0,05
C18:3n-3 0,63+0.43 1,50+0,25 1,32+0,27 2,06%0,31
C18:4n-3 0,94+0.48 0,44%0,29 0,26%0,15 0,34+0,12
C20:4n-3 0,47+0.09 0,52#0,17 0,34+0,04 0,58+0,02
C20:5n-3 4,20+1.28 0,76x0,17 0,45+0,07 0,63%0,1
C22:5n-3 0,47+0.06  4,59+2,25 4,43+2,92 4,47+0,66
C22:6n-3 2,12+0.45 6,87+2,03 2,86%0,24 6,350,26
C16:2n-4 1,20+0.10 3,38%0,34 4,16x0,49 7,24+0,69
C16:3n-4 0,58+0.08 0,71+0,12 0,82+0,11 1,19+0,19
C18:3n-4 7,98+5.30 0,38%0,09 0,79+0,18 1,09+0,15
C22:2i 0,26+0.03 0,48%+0,12 0,75%0,2 1,68%0,57
C22:2j 0,61+0.21 0,56+0,39 0,27+0,08 1,07%£0,64
AGS 59,94+4.16 72,21+3,23 70,68+2,22 60,47+2,53
AGMI 13,49+0.80 6,49+1,22 10,68+0,94 9,87+1,15
AGPI 26,55+4.27 21,28+3,99 18,62+2,55 29,65%1,47
AGU 40,05t4.16 27,78%+3,23 29,31+2,22 39,52+2,53
n-3 8,85+1.82 14,71+4,31 9,69+2,87 14,46%1,08
n-6 7,05+0.79 1,02+0,18 2,10+0,61 2,88+0,63
n-3/n-6 1,33+0.27 18,94%8,32 8,49+3,79 6,71%1,65
EPA+DHA 6,32+1.54 7,64+2,16 3,32+0,3 6,9810,32
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J14

Annexe (11).Résultats des tests de minéralisation (RA, BA et RS) menés sur les pré-
chondrocytes murins ATDCS cultivées en micromasse avec les différents extraits Ln, Lc, Br
et Bm a une concentration de 100pg/ml a J7, J10 et J14. La position des différents extraits est
indiquée. (par colonne) (n=3). (Manip 3).
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Annexe (12). Evolution au cours du temps de 1‘activité des différents genes impliqués dans la
chondrogénese (col I, col II, Agrécane et col X) sur les cellules de la lignée ATDCS cultivée

en micromasse sur une cinétique de 14 jours avec des temps d‘arrét a J1, J7, J10 et J14.
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Annexe (13) Effets des différents extraits lipides de la nacre (Ln) et de la chair (Lc), de
L'ESMr et de 'ESMm sur la capacité de minéralisation des cellules MC3T3 apres 14 jours de
traitement. Coloration Rouge Alizarine (1) et dosage (2). Analyse statistique : T-test (P <

0,05* ; P <0,0005**). La position des différents extraits est indiquée par colonne. (n=2).
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