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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).
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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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