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Introduction générale

Au cours de I’histoire de la vie sur notre planéte, les organismes vivants ont développé a de
nombreuses reprises la capacité de transformer les ions minéraux en structures minérales
rigides. Les processus qui permettent la formation de matériel inorganique par des organismes
vivants sont définis par le terme de biominéralisation. Aujourd’hui, méme si les structures
biominéralisées sont absentes de nombreux taxons, elles sont largement répandues dans les
trois régnes du vivant (eubactéries, archébactéries et eucaryotes). Actuellement, on distingue
plus de 60 types différents de minéraux pouvant étre formés par des organismes. Depuis les
structures microscopiques des bactéries, jusqu’aux formations macroscopiques que sont les
coquilles, les os ou les récifs coralliens chez les métazoaires, 1’évolution de la vie a vu
apparaitre des processus chimiques et biochimiques innovants, aboutissant a la synthése et a
la formation de constructions minéralisées fonctionnelles. La capacit¢ a former des
biominéraux a nécessité la mise en place de fonctionnalités adaptatives complexes, tant au
niveau tissulaire qu’au niveau moléculaire. Les structures biominéralisées qui en résultent
associent souvent des matériaux inorganiques et des matériaux organiques. En effet, une des
propriétés communes a la majorité des biominéraux est la présence dans la phase minérale
d’une matrice organique incluse, a laquelle on attribue généralement un réle majeur dans le
controle des processus de formation du bio-composite. Le terme biominéralisation (qui définit
le domaine d’étude consistant a caractériser la formation, la structure et les propriétés des
minéraux bioformés) est aussi bien utilis¢ pour désigner les processus de formation du
biominéral que pour décrire le minéral bio-formé lui-méme.

Parmi les nombreux biominéraux observés, les formations carbonatées occupent une place
prépondérante dans le domaine des biominéralisations. Cela s’explique par leur importance
quantitative dans les enregistrements géologiques, mais également a cause du nombre de
taxons sécrétant des structures biominéralisées en carbonate de calcium. Parmi eux, les
mollusques représentent un groupe majeur, tant par le nombre d’espéces produisant un
exosquelette calcifié, par la diversit¢ de leur organisation microstructurale, que par les

différents polymorphes cristallins du carbonate de calcium dont ils contrdlent la formation.

Le travail entrepris et présenté dans cette thése vise a étendre nos connaissances sur les
adaptations fonctionnelles qui contrdlent la calcification mais également sur 1’évolution de ces

phénomenes a travers 1’exemple de la coquille nacrée des mollusques.



Introduction générale

Chez les mollusques, on a pu distinguer pres de 17 types différents de biominéralisations aux
fonctions et aux types de minéraux associés trés variés. On peut citer parmi les exemples les
plus connus les radulas oxydo-ferreuses, les granules de stockage de phosphate de calcium ou
les coquilles calcifiées externes. Pour ces raisons, le phylum des mollusques est souvent cité
comme le groupe taxonomique modele privilégié pour 1’étude des processus de
biominéralisation. Bien que les coquilles de mollusques puissent étre de formes et de tailles
trés variées, clles sont exclusivement formées de carbonate de calcium et contiennent trés
majoritairement de la calcite et/ou de ’aragonite. Lorsque ces deux minéraux sont présents
dans la coquille, ils sont séparés spatialement en différentes couches superposées. Souvent, et
en particulier chez les bivalves ptériomorphes, la partie extérieure minéralisée consiste en une
couche formée de larges prismes de calcite, alors que la couche interne est formée par une
couche nacrée aragonitique. Ces différentes couches minéralisées des coquilles sont le plus
souvent recouvertes d’une fine couche organique externe, le périostracum, qui isole la

coquille du milieu extérieur.

La nacre est depuis plusieurs décennies la texture coquillicre la plus étudiée pour de
nombreuses raisons : son intérét économique, son utilisation 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 1’¢laboration de matériaux biomimétiques - et de sa présence au sein de quatre
des huit sous-classes de mollusques, a savoir les bivalves, les gastéropodes, les céphalopodes
et les monoplacophores. La nacre est formée d’une juxtaposition réguliére de couche de
tablettes d’aragonite de 0,5 um d’épaisseur, soudées par un ciment organique de 20 nm
d’épaisseur. Les composés organiques associés a la nacre sont localisés autour des tablettes de
nacre, mais aussi a l’intérieur des cristaux. IlIs sont impliqués dans [’initiation de la
précipitation du minéral (nucléation), dans la régulation de la croissance, dans la
détermination du polymorphe cristallin, comme dans 1’organisation microstructurale du
biominéral. Méme si la composition et les fonctions de cette matrice organique ne restent
encore que partiellement connues, de nombreux travaux ont permis de décrire certaines de ces
molécules. Cependant, il est important de noter que 1’ensemble des connaissances acquises
I’ont été a partir de 1’étude d’un nombre restreint de modéles biologiques appartenant
principalement a deux genres de mollusques - Pinctada pour les bivalves (= lamellibranches)
ptériomorphes et Haliotis pour les gastéropodes. Or, a ce jour, la matrice organique calcifiante

de nombreux taxons comportant une structure nacrée n’a pas encore été étudice.
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Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés essentiellement a deux nouveaux mod¢les de
mollusques nacriers jusqu’alors peu étudiés : le bivalve paléohétérodonte Unio pictorum et le
céphalopode nautiloide Nautilus macromphalus, le choix de ces modeles étant motivé par des
considérations taxonomiques. En effet, Unio pictorum est un représentant des
paléohétérodontes, qui méle a la fois des caractéres plésiomorphes (présence d’une coquille
nacro-prismatique) et apomorphes (charniere proche de celle des formes ‘modernes’
hétérodontes). Le nautile quant a lui appartient & un ordre trés ancien de céphalopodes, les
nautiloides, dont I’histoire évolutive débute au Paléozoique inférieur. Notre approche de
caractérisation biochimique des matrices coquilliéres vise a mieux connaitre les mécanismes
moléculaires essentiels a la formation de la nacre chez les mollusques, en déterminant si dans
les différents taxons étudiés, les processus de biominéralisation utilisent des molécules
homologues conservées par I’évolution. Ce travail tentera de déterminer si les nacres des
différentes classes de mollusques nacrés constituent des structures homologues et si leurs

mécanismes de formation sont similaires.

La premiere partie de ce travail présentera en guise d’introduction les grands principes de la
biominéralisation, puis se penchera sur la présentation de 1’étude des coquilles de mollusques
et de leurs matrices organiques et enfin fera un bilan de 1’état actuel de nos connaissances sur
la nacre.

Dans la deuxiéme partie, le mémoire abordera 1’étude du modele Unio pictorum, en
présentant en introduction les caractéristiques générales du modele, puis les résultats obtenus
dans le cadre de ce travail de thése. Ainsi nous présenterons trois articles de recherche, dans
lesquels nous observerons notamment le role des modifications post-traductionnelles des
protéines de la matrice calcifiante dans les processus de minéralisation.

La troisiéme partie traitera du modele Nautilus macromphalus et présentera 1’ensemble des
travaux que nous avons pu réaliser lors de 1’é¢tude de la coquille de cette espece. Nous
présenterons entre autres, dans le cadre d’un article de recherche, les résultats de notre
approche protéomique et leurs implications dans les mécanismes de formation de la nacre et
dans I’évolution des protéines des matrices au sein des mollusques nacrés.

Nous présenterons ensuite, dans une quatriéme partie, les résultats préliminaires obtenus
avec I’étude des coquilles carbonatées de brachiopodes actuels, ce taxon servant de groupe

externe aux mollusques dans notre approche phylogénétique générale. Au sein de deux
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articles de recherche, nous observerons et discuterons notamment les résultats de la
caractérisation biochimique des matrices calcifiantes de six espéces de Rhynchonelliformea.

Enfin, le lecteur trouvera dans la cinquiéme partie les conclusions générales de ce travail,
ainsi qu’une discussion et une présentation de perspectives de recherches qui pourraient

permettre d’approfondir et de compléter les résultats obtenus au cours de ce travail de these.
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Revue des connaissances

1 - Les biominéralisations
1.1 - Définition
Le terme biominéralisation est utilisé pour désigner toute structure minérale élaborée par un

organisme vivant.

Si I’on consideére tous les types de biominéraux observés, les liens entre les organismes qui les
produisent, ainsi que leur abondance dans la biosphére, la biominéralisation apparait comme
un phénomeéne naturel courant, largement répandu dans I’ensemble du monde du vivant, mais
aussi, trés diversifié. Beaucoup des minéraux biogéniques sont formés dans des
environnements ou ils ne peuvent précipiter naturellement et leur formation chez des
organismes implique que ces derniers possédent des mécanismes cellulaires et moléculaires
spécifiques. Cette capacité occasionne pour ces organismes un colt énergétique
supplémentaire a celui du simple fonctionnement des cellules, afin de mettre en ceuvre les
conditions favorables a la formation des biominéraux. Parmi ces mécanismes indispensables a
la biominéralisation et consommant de 1’énergie, on peut énumérer de fagon non exclusive : le
transport cellulaire des ions contre leur gradient de concentration, la production de molécules
capables de favoriser, voire de contrdler la sursaturation des ions minéraux, et souvent la

sécrétion de molécules hors des cellules (Palmer, 1992).

On distingue classiquement deux types de processus de minéralisation biologique :

- les processus qui ne nécessitent pas de machinerie biologique dédiée et qui résultent de
I’interaction entre le métabolisme « classique » de I’organisme et son environnement, on parle
alors de biominéralisations induites,

- les processus de minéralisation qui nécessitent, pour les organismes biominéralisants, la
mise en ceuvre d’une machinerie physiologique, tissulaire, cellulaire et moléculaire

spécifique, on parle alors de biominéralisations contrélées.

La biominéralisation induite - Elle résulte de I’interaction entre 1’activité biologique et

I’environnement. En milieu aqueux, la formation de minéraux peut &étre induite par un
organisme lorsqu’il change (méme modestement) I’environnement qui ’entoure en y

excrétant passivement un produit de son métabolisme. Ce processus ne semble pas entrainer
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de colit métabolique supplémentaire pour les organismes, qui d’ailleurs n’en tirent pas
nécessairement un bénéfice. Le biominéral formé est trés proche du minéral qui est produit
dans des conditions abiotiques, indépendamment de toute activité biologique. Un méme
organisme peut former différents minéraux lorsque les conditions environnementales sont
différentes. La biominéralisation induite concerne entre autres les eubactéries (élaborant par
exemple les fameux stromatolithes), mais également certaines algues aquatiques (comme les
Padina formant des précipités calcaires intracellulaires ; Borowitzka, 1982), voire méme

certains mollusques (cas de la calcification du bec chez Nautilus ; Lowenstam, 1984).

La biominéralisation controlée - Elle résulte de la mise en oeuvre de processus physiologiques

dynamiques, spécifiques et complexes contrdlés par I’expression génique. L’activité de cet
appareillage tissulaire, cellulaire et moléculaire entraine un colt énergétique pour 1’organisme
qui tire parti de la formation du biominéral produit. Les types de biominéraux formés sont
différenciables de ceux précipités par voie purement chimique (Weiner et Traub, 1984). La
formation des minéralisations controlées implique la mise en place chez 1’organisme de
mécanismes de délimitation d’un espace (dans la cellule, entre les cellules ou entre
I’organisme et le milieu externe), afin d’isoler le compartiment dans lequel la cristallisation va
se produire. Elle implique également des mécanismes de transport cellulaire des ions
minéraux participants (e.g. Ca>’, CO;>, HPO,”, Fe’'...), de production d’une matrice
organique (protéines, polysaccharides, lipides...), de contrdle de la nucléation, de la
croissance et de la structure des cristaux, et enfin, de ’arrét de leur croissance (Figure 1). La
formation des biominéralisations contrdlées se retrouve dans de trés nombreux groupes
taxonomiques. Pour illustrer cette grande diversité de type de minéraux, de fonction ou de
phylums, nous ne citerons que ces quelques exemples : les magnétosomes des bactéries
magnétotactiques, les coccolithes des coccolithophoridés, les coquilles de mollusques ou bien

les dents des vertébrés.
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Figure 1 : La biominéralisation contrélée (modifi¢ d’aprés Mann, 1988). Chez les organismes
contrdlant les processus de biominéralisation, ce phénoméne a lieu dans un espace délimité et est
hautement régulé. La biominéralisation est sous dépendance des conditions physico-chimiques de
précipitation des ions, et est régulée par des facteurs biochimiques, bioénergétiques, mais aussi
génétiques.

Environnement

Caontraintes hiochimiques
Délimitation spatiale
Zone de minéralisstion |Potanticl redox

| f

: |natrice
|

Croissance

’ du cristal &

Solubliité |g—p| Saturation 4—:Iﬂuxlomque
4— W Macromolacubes

1.2 - Séquence de la biominéralisation

Constitution d’une solution saturée - Une des étapes importantes nécessaire a la

minéralisation est la formation d’un espace clos délimité par une barriere (Mann, 1988) au
travers de laquelle les ions peuvent diffuser pour se concentrer en une solution saturée.
L’accumulation d’ions dans I’espace de minéralisation résulte d’un transport actif impliquant
des pompes ioniques et/ou d’un transport passif s’effectuant soit via des canaux ioniques
transmembranaires, soit par une simple diffusion au travers d’une membrane cellulaire
suivant le gradient de concentration. Ainsi, de nombreux organismes sont capables de former
des biominéraux dans des environnements apparemment hostiles a leur précipitation (eaux de
mer sous-saturées en silice ; eaux au pH acide ; domaine marin profond situé en dessous de la
limite de compensation des carbonates...) en contrdlant la saturation des ions essentiels par
des mécanismes actifs de transport ioniques. L’ordre dans lequel les ions sont introduits dans
I’espace de biominéralisation est aussi contr6lé par les cellules minéralisantes. Ces cellules

hautement spécialisées participent aussi bien aux échanges ioniques entre le tissu
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minéralisateur et I’espace de minéralisation qu’a la production et a la sécrétion des

constituants du fluide minéralisant, notamment ceux de la matrice organique.

La nucléation - Le premier stade de la formation d’un cristal est sa nucléation. Dans une
solution saturée, les ions et les solutés présents forment des agrégats. Chacun de ces agrégats
peut soit étre dissocié, soit continuer a croitre pour former un cristal. Les macromolécules
présentes dans la solution peuvent favoriser la formation d’un cristal en stabilisant les
agrégats formés. Ce type de contrdle de la nucléation est une stratégie couramment employée
par les organismes afin d’enclencher la formation de biominéralisation. L’induction de la
croissance orientée d’un cristal par un support organique insoluble est définie par le terme
d’hétéro-¢épitaxie. Ce processus correspond a I’un des concepts fondamentaux du modele de
biominéralisation orchestrée par une matrice organique. Chez les mollusques par exemple, le
périostracum induit la nucléation des cristaux de la couche minéralisée externe de la coquille

et sert de support a leur croissance ainsi qu’a leur organisation structurale (Meenakshi, 1974).

La croissance du cristal - Les cristaux néoformés croissent par addition progressive de

molécules et d’ions. La morphologie du cristal est déterminée par la vitesse relative de
croissance du cristal dans les différents plans de 1’espace. Par exemple, lors de la formation
des spicules de calcite des oursins, les cristaux prennent progressivement une forme d’aiguille
suite a une croissance cristalline, préférentiellement selon un seul axe (c), sous le contrdle de
molécules organiques incluses dans le biominéral (Addadi et Weiner, 1985). De plus, la mise
en place de polymorphes instables durant la croissance cristalline - spicules de vatérite des
ascidies (Lowestam & Abbott, 1975), liseré de carbonate de calcium amorphe des tablettes de
nacre des mollusques (Nassif et al., 2006) - doit étre mise en relation avec le fait que certaines
molécules de la matrice organique semblent favoriser la formation de certains polymorphes
cristallins plus ou moins stables (Falini et al., 1996). Par ailleurs, il est a noter que de
nombreuses molécules extraites des biominéraux carbonatés, en particulier des protéines ou
des glycoprotéines acides, présentent une capacité a stabiliser la formation de faces
cristallines non conventionnelles, modifiant ainsi la croissance de cristaux formés in vitro
(Albeck et al., 1996a-b). La taille de ces macromolécules étant bien supérieure a celle du
réseau cristallin, leur inclusion dans le cristal néoformé modifie les paramétres de maille du

cristal (Pokroy et al., 2006).
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L’arrét de la croissance - Le controle de D’arrét de la croissance d’un cristal en un de ces

points détermine sa forme finale. Ce phénomene est impliqué par exemple dans la formation
des structures complexes des plaques des coccolithophoridés. Cependant, il apparait dans de
nombreux cas que les cristaux arrétent de croitre, soit parce qu’ils rencontrent un
obstacle comme un autre cristal (phénoméne de compétition de croissance cristalline) ou une
matrice organique (matrice interlamellaire des tablettes de nacre), soit par épuisement de

certains constituants minéraux.

1.3 - Diversité de fonctions biologiques
Si les biominéralisations sont largement diversifiées dans leurs compositions chimiques et
dans leurs structures, elles le sont aussi dans les fonctions biologiques auxquelles elles sont
vouées (Figure 2). Une des fonctions couramment observée de ces minéraux biogéniques est
d’apporter aux tissus mous un support mécanique, comme pour le squelette ou les dents. Les
organismes qui sont capables de former des parties minéralisées, dures et protectrices, en
tirent des avantages adaptatifs majeurs. La formation d’un squelette rigide et durable a servi
de base/support a I’apparition de formes d’organismes plus complexes au cours de
I’évolution. Cependant, chez les organismes vivants, les biominéraux peuvent étre impliqués
dans de nombreuses fonctions autres que le support des tissus, tels que la protection contre les
U.V., la protection contre les prédateurs, 1’isolement de 1’organisme par rapport au milieu
extérieur, la perception de la gravité, la nutrition, la reproduction, la perception lumineuse ou

magnétique, ou bien le stockage d’ions sous formes transitoires (Simkiss & Wilbur, 1989).
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Figure 2 : Diversité de formes et de tailles des biominéralisations au sein du vivant (modifi¢
d’apres Wilt, 2005 (A-E); et observations personnelles (F)). A) Observation au MEB de 1’exosquelette
d’un coccolithophoridé. II est constitué¢ de plaques calcifiées (calcite), les coccolithes, qui sont
produites individuellement dans I’appareil de Golgi de cet organisme unicellulaire planctonique ; B)
Observation au MEB d’un exosquelette siliceux (frustule) d’une diatomée, algue unicellulaire ; C)
Observation au MEB d’un spicule de carbonate de calcium (vatérite) de la tunique d’une ascidie ; D)
Endosquelette de phosphate de calcium d’un vertébré, le caméléon ; E) Observation au MET des
particules de magnétite formant le magnétosome, organe de perception du champ magnétique des
bactéries magnétotactiques ; F) Observation au MEB de la microstructure de la couche nacrée
aragonitique de la coquille d’un bivalve.

-~

1 pim ; 7

10 em
EErE—

Certains organismes eucaryotes ou bactériens sont capables de percevoir la gravité par des
systemes complexes contenant des biominéralisations. Ces composés minéraux solides,
d’origine calcitique pour la plupart, sont maintenus dans une cavit¢ dont les cellules
périphériques détectent les mouvements. Les organismes en tirent alors une information sur
I’orientation du champ gravitationnel. Chez les plantes, ce sont les structures racinaires qui
sont responsables du géotropisme, alors que chez les poissons et les amphibiens, ce sont les
otolithes qui remplissent ce role.

La magnétite d’origine biologique a été découverte pour la premicre fois dans la radula de
chitons (Lowenstam, 1962). Cette découverte modifia 1’idée préconcue selon laquelle ce
minéral ne pouvait précipiter qu’a des pressions et a des températures bien plus élevées que
celles rencontrées chez ces organismes. Depuis, la magnétite a été observée chez d’autres
especes, sous diverses formes comme les chaines de cristaux intracellulaires (magnétosome)
des bactéries magnétotactiques qui leur permettent de se déplacer le long d’un champ

magnétique (Frankel ef al., 1979). Notons que d’autres organes d’orientation dans le champ
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magnétique, contenant de la magnétite, ont depuis été observés chez les vertébrés (Perry et
al., 1985).

D’autres structures biominérales correspondent a des formes de stockage transitoire des ions
minéraux. Chez certains crustacés terrestres, des structures de stockage se présentant sous
forme de carbonate de calcium amorphe se développent a chaque cycle de mue afin de
favoriser la calcification de la nouvelle cuticule (Graf, 1978 ; Luquet & Marin, 2004). Chez
de nombreux organismes eucaryotes, les ions fer peuvent eux aussi étre temporairement
stockés sous formes de granules de ferrihydrite, grace a la formation de complexes entre les

ions Fe et une protéine, la ferritine.

Tableau 1 : Diversité des biominéralisations, de leurs structures et de leurs fonctions au sein des
trois régnes du vivant (modifié d’aprés Mann et al., 2001).

Organismes Structures/fonctions

Carbonates (de calcium)
Calcite Coccholithophorides, Exosquelette, Organe visuel,
Mollusques, Trilobites, Mammifeéres  capteurs de gravité
Aragonite Cnidaires, Mollusques, Téléostéens  Exosquelette, capteurs de gravité

Vatérite Ascidies Spicules
Amorphe Plantes supérieures, Crustacés Exosquelette, réserves de calcium
Phosphates (de calcium)
Hydroxyapatite Vertébrés Endosquelette, dents, réserves de
calcium
Phosphate d’octa- Vertébrés Précurseurs osseux
calcium
Amorphe Vertébrés, Bivalves Précurseurs osseux, réserves de
calcium
Oxalates (de calcium)
Whewellite Plantes supérieures Réserves de calcium
Weddelite Plantes supérieures Réserves de calcium
Sulfates
Gypse (calcium) Cnidaires Capteurs de gravité
Barite (baryum) Cyanophycées Capteurs de gravité
Célestite (strontium) Acanthaires Exosquelette
Silice
Opale Diatomées, Poriféres Exosquelette, spicules
Oxydes (de fer)
Magnétite Eubactéries, Archébactéries, Capteurs de champ magnétique,
Téléostéens, Tortues, Chitons dents
Goethite Patelles Radula
Lepidocrocite Chitons Radula
Ferrihydrite Eucaryotes Protéines de stockage du fer
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1.4 - Diversité des types de minéraux
En 1989, Lowenstam et Weiner ont pu lister prés de 60 types différents de minéraux bio-
composites, mais il est tout a fait possible que leur nombre réel soit bien supérieur (Tableau
1). Cette grande diversité de minéraux d’origine biologique est due a la grande variété des
constituants ioniques utilisés et des structures cristallines produites. Les constituants ioniques
des biominéraux sont les mémes que ceux des minéraux qui se forment par précipitation

physico-chimique abiotique.

On peut distinguer quatre grands types de biominéraux, listés ici en fonction de leur
abondance taxonomique : les biominéraux carbonatés, les biominéraux phosphatés, les
biominéraux siliceux et les biominéraux composés d’oxydes de fer. Le carbonate de calcium
prédomine chez les invertébrés tandis que le phosphate de calcium est majoritairement présent
chez les vertébrés. Les ions calcium occupent une place toute particuliére au sein du domaine
des biominéralisations, ils sont présents dans prés de 50% des minéraux biogéniques. Ce
pourcentage élevé est certainement li¢ au fait que les organismes ont présenté, tot dans

I’évolution, la capacité a métaboliser ce cation (Lowenstam et Weiner, 1989).

Il est important de noter qu’un méme minéral (formule chimique unique) peut cristalliser sous
plusieurs structures différentes, on parle alors de variétés polymorphiques ou polymorphes.
On cite couramment les exemples de 1’aragonite (systéme orthorhombique) et de la calcite
(systéme rhomboédrique). Dans certains cas, un méme organisme peut produire plusieurs
polymorphes d’un méme minéral, le plus souvent en des zones bien distinctes. Le tableau 2,
présente la diversité des organismes eucaryotes qui produisent des biominéraux constitués par
les différents polymorphes du carbonate de calcium. En termes de diversité taxonomique et de
quantité, les carbonates de calcium sont les biominéralisations les plus importantes au sein du

vivant.

16



Chapitre I: Revue des connaissances

Tableau 2 : Les polymorphes du carbonate de calcium au sein des eucaryotes, leurs localisations
et leurs fonctions biologiques (modifi¢ d’aprés Mann, 2001).

Minéral Formule Organismes Localisations Fonctions

Calcite CaCO; Coccolithophoridés  Paroi cellulaire ~ Exosquelette
Foraminiféres Coquille Exosquelette
Trilobites Lentille oculaire ~ Vision
Mollusques Coquille Exosquelette
Crustacés Cuticule Résistance mécanique
Oiseaux Coquille d’ceuf ~ Résistance mécanique
Mammifgres Oreille interne Orientation

Mg-calcite (Mg,Ca)CO;  Octocoralliaires Spicules Résistance mécanique
Echinodermes Coquille/spicules Exosquelette/protection

Aragonite CaCO; Scléractinaires Paroi cellulaire Exosquelette
Mollusques Coquille Exosquelette
Gastéropodes Penis Reproduction
Céphalopodes Coquille Flottabilité
Téléostéens Statolithes Orientation

Vatérite CaCOs; Gastéropodes Coquille Exosquelette
Ascidies Spicules Protection

CaCoO; CaCOs, nH,O Crustacés Organes de Stockage

Amorphe stockage divers
Plantes supérieures  Feuilles Stockage

1.5 - Les matrices organiques biominéralisantes
Des macromolécules organiques sont associées a la grande majorité des minéraux formés sous
controle biologique, et en général, les processus de biominéralisation sont, en retour, controlés
par ces macromolécules. La grande majorité des informations portant sur les biomolécules
associées aux biominéraux concerne les tissus carbonatés ou phosphatés comme les os,
I’endosquelette des larves d’échinodermes ou les coquilles des mollusques. L’étude de ces
biomacromolécules nécessite en premier lieu de les extraire du minéral en déminéralisant ce
dernier. Pour les biominéraux composés de phosphate de calcium ou de carbonate de calcium,
la technique usuelle de décalcification passe par une dissolution du minéral par de ’EDTA ou
par un acide, permettant d’extraire des macromolécules solubles, ainsi qu’une fraction
quantitativement importante de macromolécules insolubles. Les tissus minéralisés ainsi
¢tudiés ont révélé la présence de dizaines de protéines différentes associées, mais la (quasi-)
totalité de ces composés ne sont connus que dans trés peu de systémes, dont les os et les dents
des mammiféres (Veis, 1984). Les constituants des spicules ou des piquants des oursins
(Killian & Wilt, 1996) et ceux de la coquille des mollusques ne sont, quant a eux, que

partiellement connus.
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Dans quasiment tous les cas étudiés, la dissolution des biominéraux libére des
macromolécules solubles dont une majorit¢é présente des propriétés singulicres
caractéristiques : elles sont soit trés acides, soit hydrophobes. En effet, une grande partie des
protéines observées présente une composition riche en acides aminés acides, tels que 1’acide
aspartique et I’acide glutamique (Weiner, 1979) et, de plus, les résidus sérine et thréonine sont
trés souvent phosphorylés. Lorsqu’elles portent des groupements saccharidiques, ces
macromolécules comportent souvent des monosaccharides sulfatés, trés acides (Crenshaw,
1972). Ces macromolécules acides semblent pouvoir jouer un role prépondérant dans la
formation des cristaux. Des fonctions apparemment aussi antagonistes que la nucléation ou
I’inhibition de la formation des cristaux ont été attribuées a ces macromolécules acides
(Wheeler, 1981). Il apparait aujourd’hui que la matrice soluble acide puisse étre composée de
différentes molécules aux propriétés variées, qui interagissent en synergie lors de la formation
du biominéral (Matsushiro et al., 2003). Les autres constituants macromoléculaires des
matrices sont majoritairement hydrophobes, riches en sérine, glycine et alanine, mais ces
matrices peuvent parfois aussi étre composées en partie de chitine. On attribue classiquement
a ces molécules hydrophobes un rdle dans la mise en place structurale des biomatériaux.
L’observation de ces deux types de macromolécules dans de trés nombreux phylums (Veis,
1984), méme s’il existe des exceptions (De jong et al., 1976), permet de supporter I’idée selon
laquelle de telles molécules peuvent jouer un role essentiel dans les processus de

biominéralisation (Tableau 3).
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Tableau 3 : Les macromolécules organiques extraites des biominéraux dans différents phylums
(modifié¢ d’apres Lowestam et Weiner, 1989).

Phylum Organe Minéral Macromolécules de Macromolécules acides
minéralisé structure
Chordata Os et dents Dahllite Collageéne Glycoprotéines, protéoglycans
Email des dents  Dahllite Amélogénine Glycoprotéines
Cartilage Dahllite ?
Echinoderma Epines, spicules Calcite ? Glycoprotéines, protéoglycans
Mollusca Coquille Calcite, Chitine, protéines Glycoprotéines, protéoglycans
aragonite  fibroines
Arthropoda  Cuticule Calcite Complexe chitino- Glycoprotéines
protéique
Granules ACP ? Glycoprotéines
Cnidaria Squelette, Calcite, Complexe protéique, ?  Glycoprotéines
spicules aragonite
Annelida Tube Calcite, Complexe chitino- Glycoprotéines
aragonite  protéique
Brachiopoda Coquille Francolite, Complexe chitino- Protéines, ?
calcite protéique
Ectoprota Cuticule Calcite Complexe chitino- Glycoprotéines, ?
protéique
Porifera Spicules Opale Protéines fibrillaires ?
Radiolaria Squelette Opale ? Glyco(?)protéines
Foraminifera Coquille Calcite ? Glycoprotéines, protéoglycans
Coccolitho-  Coccolithes Calcite ? Polysaccharides acides,
phoridés protéines ?

1.6 - Origine(s) de la(des) biominéralisation(s)
Chez les métazoaires, la grande diversité des biominéraux, tant au niveau de leur composition,
de leur fonction ou des organismes qui les produisent, semble incompatible avec I’hypothése
d’une origine unique de « La Biominéralisation ». Certaines données permettent pourtant de
discuter cette notion. Deux hypothéeses principales (et antinomiques) sont a évaluer : 1) les
similitudes observées entre les différents biominéraux reflétent une divergence depuis un
ancétre commun ; 2) ces similitudes sont le fruit d’une convergence évolutive s’étant produite
dans des taxons indépendants. Méme si actuellement il est difficile de statuer, nous avons
regroupé¢ dans le paragraphe suivant les données permettant de discuter ces deux
hypothéses autour de I’exemple des métazoaires biominéralisants utilisant le calcium

(carbonate de calcium et phosphate de calcium).

L’explosion cambrienne (il y a 544 M.A.) est marquée par I’apparition dans les roches

sédimentaires d’une grande quantit¢ de squelettes et de carapaces minéralisés. Cette
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apparition soudaine de traces d’une riche activité biologique des grands clades de métazoaires
actuels est interprétée comme I’émergence de la majorité de ces phylums. En effet, on décrit a
cette période I’apparition des cnidaires, des brachiopodes, des mollusques, des arthropodes et
des vertébrés (entre autres). En quelques millions d’années, un grand nombre de phylums de
métazoaires ont ‘découvert’ comment former des tissus minéralisés complexes et fonctionnels
impliqués dans des fonctions diverses : soutien et protection des tissus mous, prédation,
locomotion ou orientation. On pense classiquement que, a cette époque, des conditions
(physico-chimiques ou biotiques) favorables a I’émergence de ces systémes biominéralisés se
seraient mises en place, sans pour autant savoir quel(s) a(ont) pu étre le(s) facteur(s) stimulant
I’émergence de ces innovations (pression d’O,, concentration en ions des océans ou apparition
de la prédation). Il apparait que la formation de squelettes minéralisés a apporté de nombreux
avantages sélectifs a divers phylums qui ont su perdurer et prospérer depuis. Il est tres
largement établi que, a cette époque, les métazoaires auraient « inventé » ces formes
minéralisées dont nous observons aujourd’hui les traces. La question est de savoir si
I’apparition de ces squelettes minéralisés s’est produite avant ou aprés la période de grande
diversification et d’apparition des phylums majeurs des métazoaires ?

La faune d’Ediacara, découverte il y a une soixantaine d’années et, depuis, identifiée en de
nombreux points du globe, est caractérisée par des organismes dépourvus de structure
minéralisée reconnaissable. Cette faune a permis de découvrir que de nombreux phylums
¢taient déja présents avant 1’explosion cambrienne. Notons cependant que certaines
interprétations de ces fossiles et de leur plan d’organisation sont matiére a controverse.
Quoiqu’il en soit, I’interprétation des temps de divergences des séquences génétiques
hautement conservées (la distance génétique) a permis de dater I’émergence des différents
grands groupes de métazoaires actuels a 1000-700 M.A. (Wray et al., 1996 ; Ayala et al.,
1998), soit bien avant I’observation des premicres traces de minéralisation chez ces
organismes. Compte tenu de la complexité des processus de biominéralisation controlée, il
semblerait peu concevable que I’évolution ait permis I’apparition concomitante, mais
indépendante, de si nombreux phylums capables de biominéraliser. La complexité des
systémes physiologiques nécessaires a l’¢laboration de biominéraux semble difficile a
reproduire de fagcon analogue chez différents taxons.

Des macromolécules acides sont associées aux biominéraux carbonatés dans la quasi-totalité
des phylums étudiés. A ce jour, nous ne connaissons pas assez ces molécules pour déterminer
si elles tirent leur origine d’un ancétre commun ou si elles ont été recrutées indépendamment

durant I’évolution pour remplir des fonctions similaires. La réponse a cette question
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permettrait d’apporter une information capitale sur 1’origine méme de la biominéralisation
dans ces différents taxons. De plus, des études de reconnaissance des constituants des
matrices organiques avec des anticorps dirigés contre des protéines de matrice de systémes
hétérologues ont permis de détecter plusieurs exemples de réactivités croisés (e.g.
vertébré/échinoderme par Veis ef al., 1986 ; échinoderme/prochordés par Lambert &
Lambert, 1996 ; mollusques/brachiopodes par Marin, données non publiées). Ces résultats
suggerent que ces différentes matrices peuvent posséder des épitopes protéiques et/ou
saccharidiques communs. Un autre exemple frappant étayant 1’hypothése de 1’origine
commune ancienne est celui de I’activité biologique de la nacre des mollusques pour la
stimulation de la réparation des os des vertébrés (Atlan et al., 1997 ; Lopez et al., 1992). Dans
différentes expériences réalisées in vivo, Lopez et ses collaborateurs ont démontré que des
implants de nacre ou des extraits de matrice de nacre étaient capables d’induire la
régénération des tissus osseux sans pour autant provoquer de rejet. Au vu de ce résultat, il
semble que la nacre puisse contenir au moins un facteur inductif qui serait reconnu par les
cellules osseuses (Westbroek & Marin, 1998). 1l est possible que I’un de ces facteurs soit en
réalité une protéine appartenant a la famille des BMPs (Bone Morphogenic Protein), identifiée

chez les mollusques (Lelong et al., 2000 ; Matsushiro et al., 2004 ; Miyashita et al., 2008).

Des travaux récents chez les vertébrés ont permis d’identifier un grand nombre de protéines
associées aux biominéralisations. Dans un article de revue, Sire et ces collaborateurs (2006)
font I’inventaire des différentes protéines impliquées dans la formation des dents et retracent
I’évolution de leurs génes chez les vertébrés. La période durant laquelle le gene SPARK se
serait dupliqué pour donner naissance a la famille de geénes codant des protéines appelées
amélogénines est estimée a 600 millions d’années ; remarquons que ces geénes sont tous
regroupés sur le méme locus d’un méme chromosome. Récemment, les travaux de
séquencage du génome de 1’échinoderme Strongylocentrotus purpuratus (Livingston et al.,
2006) ont permis d’observer que I’ensemble des génes codant pour les protéines associées aux
spicules de la larve d’oursin était regroupés sur le méme chromosome et qu’ils provenaient de
la duplication d’un méme gene ancestral. En outre, aucune homologie de séquence n’a pu étre
observée entre ces protéines et celles associées a la formation des dents ou des os chez les

vertébrés, suggérant que I’origine de ces protéines est indépendante chez ces deux phylums.

A c6té de ces deux hypothéses, un scénario permettant de concilier un bon nombre de ces

considérations différentes a récemment été proposé¢ (Marin et al., 2003, 2008) : il s’agit de
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I’hypothése de la préexistence de la machinerie nécessaire a D’apparition de la
biominéralisation chez des organismes ayant préalablement divergé.

Le calcium est un ¢lément essentiel a la vie de tous les organismes eucaryotes depuis leurs
origines. Il sert de métabolite secondaire intracellulaire, dans la contraction musculaire, la
sécrétion cellulaire et est impliqué dans de nombreuses fonctions physiologiques, comme la
régulation osmotique, ou la transmission nerveuse. Le calcium est stocké dans différents
compartiments des cellules. Lowenstam et Margulis (1980) considérent que la machinerie
cellulaire nécessaire a la gestion du calcium intracellulaire était déja en place depuis bien
longtemps lorsque les organismes ont commencé a minéraliser le calcium (sous forme de
carbonate ou de phosphate). Ces auteurs suggerent qu’un changement des conditions physico-
chimiques des océans du Cambrien aurait favorisé le ‘détournement’ de la machinerie
cellulaire préexistante de gestion du calcium (propre a tout organisme eucaryote) afin de créer
une nouvelle fonction bénéfique a I’organisme, c’est-a-dire produire le biominéral. Marin et
ses collaborateurs (1996, 2000) ont propos¢ que la fonction originelle a partir de laquelle la
minéralisation a émergé était une fonction de type anti-calcification, nécessaire dans un
contexte marin de saturation vis-a-vis du carbonate de calcium. La mise en place de
mécanismes moléculaires de controle de la sursaturation ionique et/ou de la précipitation
localisée a pu favoriser 1’apparition de squelettes protecteurs. Il est aussi a noter que les
biominéraux peuvent se former de facon pathologique et ’on peut imaginer que certains

organismes aient pu en tirer parti.

1.7 - Interactions avec ’environnement
Certains minéraux biogéniques sont formés a une échelle tellement importante qu’ils ont un
impact majeur sur la chimie des océans et représentent 1’un des constituants substantiels des
sédiments marins aussi bien que continentaux. Un des effets majeurs des biominéralisations
sur la chimie des océans concerne le cycle de la silice. De par la colossale activité des
organismes planctoniques qui pompent la silice pour former leurs squelettes (e.g. les
diatomées, les radiolaires, les silico-flagellés ou les éponges siliceuses), les océans sont
perpétuellement en sous-saturation en silice. L’apparition de ces organismes est concomitante
de I’enregistrement dans les archives géologiques d’une importante diminution de la teneur en
silice. De plus, la période de formation des roches riches en silice dans le fond des océans
correspond a celle du maximum de production de ces organismes (Broecker, 1974,
Lowenstam & Weiner 1989). Les coccolithes et les foraminiféres sont a 1’origine d’une

majorité des roches carbonatées. Ces organismes peuvent aussi modifier la composition
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chimique des eaux océaniques. Ces organismes calcifiants planctoniques participent a la
circulation des ¢léments comme le carbonate de calcium, le strontium et le baryum. Ils se
développent dans les couches supérieures des océans qu’ils appauvrissent en ces éléments,
puis, a leur mort, ils sédimentent et peuvent soit se dissoudre dans les eaux abyssales, soit étre
incorporés aux sédiments des plaines océaniques du plateau continental pour former les
roches sédimentaires. Depuis peu, il est sérieusement envisagé que ces organismes soient
utilisés afin de participer a la lutte contre le réchauffement climatique, et ce grace a leur
capacité a fixer les carbonates. Les récifs coralliens constituent aussi de véritables puits a
CaCOs;. On estime que 50% de la quantité des carbonates apportés continuellement par les
rivieres et les fleuves dans les océans seront incorporés dans les récifs coralliens (Lowenstam

& Weiner, 1989).

2 - La biominéralisation chez les mollusques
2.1 — Les mollusques : généralités

Les mollusques constituent un des embranchements du régne des eucaryotes les plus
diversifiés, tant au niveau de leur forme, de leur anatomie, de leur taille, que du nombre
d’especes actuelles. Ce phylum renferme les métazoaires parmi les plus étranges et les plus
familiers (Martoja, 1995). Les relations de parenté entre les grandes familles de mollusques
remontent au début du Cambrien ; plusieurs classes de mollusques sont connues des le
Cambrien inférieur (=540 M.A.), alors que leur origine remonterait probablement a =680
M.A. (Brusca & Brusca, 1990). La faune d’Ediacara recele des formes d’organismes a corps
mous que l’on rapproche des mollusques (genre Kimberella). On compte parmi les
mollusques des individus de tailles tres diverses : un céphalopode, nommé Architeuthis,
mesure avec ses tentacules plus de 20 m de longueur, alors que le mollusque le plus petit est
de la taille d’un grain de sable. Les mollusques, par le nombre d’individus, le nombre
d’especes (de 80 000 a plus de 130 000 especes selon les estimations) et par leur diversité,
constituent un groupe important dans diverses chaines écologiques situées en eau douce, dans
les milieux marins cdtiers et abyssaux ou dans les milieux terrestres. IlIs ne sont absents que
des déserts les plus secs et les plus glacés. Ils peuvent €tre les hotes intermédiaires de divers
parasites (e.g. Schistosoma), alors que certains gastéropodes sont eux-mémes les parasites
d’autres animaux marins. Ce sont des métazoaires triploblastiques coelomates, le coelome
étant tres réduit chez les individus adultes. Ce sont des organismes de formes treés variées,
mais dont le plan d’organisation est homogene (Figure 3). Au cours du développement

embryonnaire la segmentation aboutit a la formation d’une larve trochophore ciliée, le plus
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souvent nageuse et planctonique ; elle se transformera en une larve véligere, puis en adulte.
Cependant, chez certains groupes de gastéropodes et de céphalopodes, le développement est
direct. Le pied, souvent musculeux, présente des fonctions diverses. Les régions dorsales et
latérales du corps sont modifiées en un épithélium sécréteur de la coquille ou/et des spicules
calcaires, appelé le manteau. Secondairement, chez certaines especes, la coquille peut étre

absente ou internalisée dans le manteau (comme chez 1’aplysie).

Figure 3 : Phylogénie et plan d’organisation des différentes familles de mollusques (modifié
d’apres Brusca & Brusca, 1990 ; Prothero, 1998 ; Haszpurnar, 2000).
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2.2 - Différents types de biominéralisations chez les mollusques
Les mollusques ont la réputation d’étre des organismes experts en minéralisation, grace a
leurs solides coquilles, qui protégent avec succes leur corps mou depuis plus de 540 M.A.. La
diversité des minéraux formés par ces organismes atteste de leur capacité étonnante a

controler la formation de tissus minéralisés.

Lowenstam et Weiner (1989) ont dénombré chez les mollusques pas moins de 21 types de
minéraux impliqués dans plus de 17 fonctions biologiques différentes. Notons parmi les
biominéralisations amorphes la présence de carbonate de calcium, de phosphate de calcium,
de silice, et parmi les minéraux cristallins, la calcite, I’aragonite, la vatérite, mais aussi la
ferrihydrite, la magnétite, ’opale ou la goethite. La figure 4 illustre la diversité des organes
minéralisés rencontrés chez les mollusques : les coquilles d’ceufs calcifiées des gastéropodes
terrestres, les organes de reproduction calcifiés de certains gastéropodes (’love darts’), la
radula des chitons ou de certains gastéropodes brouteurs, les granules intracellulaires de
phosphate de calcium amorphe dans les branchies des Unionoidae (Weiner & Lowenstam,
1989 ; Simkiss & Wilbur, 1989). Ces organes ou tissus minéralisés sont impliqués dans des
fonctions trés variées comme la protection mécanique des tissus mous, la reproduction, la
nutrition, la flottabilité, I’orientation, la détoxification, ou le stockage des ions. Notons aussi
qu’un méme mollusque, le nautile, présente a lui seul pas moins de 5 minéraux différents
(aragonite, calcite, brushite, phosphate de calcium amorphe et weddelite). La radula de chiton,
quant a elle, peut contenir 3 types de minéraux différents (la magnétite, I’hydroxyapatite et la
1épidocrotite). A ce jour, la coquille reste la biominéralisation la plus étudiée chez les

mollusques.
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Figure 4 : Diversité de structures et de fonctions des biominéralisations chez les mollusques
(modifié d’apres Pedroso et al., 1971 (I) ; Tompa, 1976 (K-L); Simkiss & Wilbur, 1989 ; Byrne, 2000
(J) ; Seibel et al., 2004 (D-F) ; Koene et al., 2005 (B-C) ; et observations personnelles (A)). A)
Coquille et opercule calcifiés d’un gastéropode marin ; B-C) Observations au MEB d’un organe de
reproduction calcifié¢ (‘love dart’), le pénis d’un gastéropode terrestre ; D-E-F) Observations
macroscopiques et microscopiques au MEB d’un os de seiche ; bien que majoritairement composé de
chitine, cet organe est aussi partiellement calcifié ; G-H) Observations au MEB d’une radula de
magnétite d’un chiton ; I) Observation au MEB d’une statoconie, granule de carbonate de calcium de
I’organe de perception de la gravit¢é d’un gastéropode ; J) Observation au MEB de granules de
phosphate de calcium amorphe du manteau d’un bivalve paléohétérodonte ; K-L) Observations au
MEB d’une coquille calcifiée d’ceuf de gastéropode terrestre.

10 mm

Le phylum des mollusques comporte huit classes différentes. Cinq d’entre elles, appartenant

au clade des mollusques conchiféres, portent donc des coquilles : les céphalopodes, les
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gastéropodes, les bivalves (= lamellibranches), les scaphopodes et les monoplacophores.
Secondairement, chez les gastéropodes et les céphalopodes, la coquille peut étre perdue ou
internalisée. Dans la classe des polyplacophores, la partie dorsale de ces organismes est
recouverte par huit plaques coquilliéres aragonitiques, ainsi que par des groupements de
spicules traversant 1’épithélium. Chez les solénogastres et les caudofovéates, anciennement
regroupés en aplacophores, le corps est enti¢rement ou partiellement recouvert de spicules
calcaires. Cependant, la position phylogénétique de ces derniers au sein des mollusques est
sujette a controverse. En effet, soit ces organismes correspondent a des mollusques sans
coquille dont ’origine serait antérieure a 1’apparition de la coquille, etant donc situés en
position basale de 1’arbre phylogénétique des mollusques, soit ils constituent deux classes de

mollusques dérivés, ayant perdu secondairement leur coquille (Brusca & Brusca, 1990).

2.3 - La calcification
En termes de distribution taxonomique et de quantité, les carbonates de calcium sont les
constituants les plus utilisés en biominéralisation (Tableau 2). Chez les mollusques, on
observe de nombreuses structures calcifiées, les plus importantes étant les coquilles des
conchiferes ; c’est aussi sans doute le tissu calcifié le plus étudié chez les invertébrés. Dans la
suite de ce travail, nous nous pencherons sur 1’étude de la formation des couches calcifiées de
la coquille des mollusques, mais dans un premier temps nous évoquerons les principes

essentiels de la calcification chez ces organismes.

Figure 5 : Schéma du systéme de biominéralisation de la coquille chez les mollusques (modifié
d’apres Simkiss & Wilbur, 1989).
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Les carbonates de calcium se forment par précipitation en solution d’un anion carbonate avec
un cation calcium selon I’équation : Ca* +2 HCO5 <> CaCO; + CO,+ OH + H (Figure 5).
La cristallisation du carbonate de calcium en solution aqueuse est un phénomene complexe
régulé par de nombreux facteurs physico-chimiques externes : le pH, la saturation, la
température, la pression et la présence d’impuretés en solution (des ions ou des
macromolécules). La précipitation du CaCO; est tout particulierement influencée par
I’équilibre acide-base (pH dépendant) de I’acide carbonique dans ses différents états de

protonation : CO,, CO;>, HCO5 et H,COs (Figure 6).

Figure 6 : Distribution des ions carbonate en fonction du pH de la solution aqueuse (modifié
d’aprés Heinemann, 2005). H,COj; (représentant la somme du CO, dissout et du H,CO;) prédomine a
pH acide ; HCO5" est plus abondant dans les pH médians ; CO5> est dominant a pH basique.
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2.4 - Les polymorphes du carbonate de calcium
Le carbonate de calcium peut précipiter en six polymorphes de structures différentes : la
calcite, I’aragonite, la vatérite (Figure 7), le carbonate de calcium monohydraté, le carbonate
de calcium hexahydrat¢ et le carbonate de calcium amorphe. De ces différents polymorphes,
seuls deux - la calcite et l’aragonite, par ordre décroissant de stabilit¢ - sont
thermodynamiquement stables et sont largement utilisés dans les biominéralisations. Certains
cations divalents, tel le magnésium, peuvent eux aussi étre incorporés en grande quantité au
moment de la précipitation du carbonate de calcium, comme c’est le cas pour la calcite
magnésienne. La formation de certains polymorphes et la morphologie des cristaux sont
déterminées par les interactions moléculaires entre différents constituants, mais aussi par des
facteurs physico-chimiques externes. La modification de 1’'un de ces parameétres externes

devrait modifier la morphologie des cristaux formés (Lowenstam, 1954). Cependant les
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organismes semblent capables, dans de nombreux cas, de controler strictement le polymorphe

cristallin qui sera formé.

Figure 7 : Observations au MEB des différents polymorphes cristallins du carbonate de calcium
précipités in vitro a partir d’une solution saturée. En bas a droite, représentation d’unité
d’organisation ionique des différents polymorphes (modifiés d’aprés Yan et al., 2007 (B) ; Addadi
et al., 2008 (encarts) ; et observations personnelles (A,C)). A) Les cristaux de calcite présentent une
forme rhombohédrique caractéristique (barre d’échelle = 20 um). La calcite est le polymorphe le plus
abondant et le plus stable a température ambiante ; B) Les cristaux d’aragonite prennent une forme
typique en agrégat d’aiguilles (barre d’échelle = 5 um); C) Les cristaux de vatérite sont constitués,
thermodynamiquement parlant, du polymorphe cristallin le plus instable. (barre d’échelle = 20 um).

Il est aussi important de noter la présence de carbonate de calcium amorphe au sein de la
coquille en formation. De nombreuses observations font état de la présence de phase amorphe
dans la premiere coquille des bivalves (Medakovic et al., 1997 ; Weiss et al., 2002), dans la
zone de croissance de la coquille de gastéropodes adultes (Marxen et al., 2003), et plus
spécifiquement dans la zone périphérique des tablettes de nacre (Nassif et al., 2005). Une
phase minérale est considérée comme amorphe lorsqu’elle ne possede pas d’organisation
cristalline a grande échelle et qu’elle ne contient pas de longues répétitions d’'un méme motif
cristallin. La formation de carbonate de calcium amorphe comporte plusieurs avantages : elle
requiert moins d’énergie, elle permet une incorporation des impuretés plus facilement que
dans le cas des formes cristallines et le CaCO, amorphe est plus facilement solubilisable ou
remodelable. Il semblerait donc que la totalit¢ de la phase cristalline des coquilles de
mollusques semble pouvoir se former via une phase amorphe transitoire. Le passage de la
phase amorphe a la phase cristalline se produit par simple perte d’eau. Notons que ce modele
est particulicrement compatible avec le scénario proposé par Addadi et ses collaborateurs
(2005), dans lequel les cristaux se forment par déshydratation progressive d’un hydrogel

sursaturé en ions et contenant les macromolécules de la matrice organique.
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2.5 - La coquille des mollusques
La coquille des mollusques posséde une structure caractéristique multicouche, composée de
carbonate de calcium sous la forme de calcite et/ou d’aragonite, comprenant une fraction
variable (0,01 a 5%) de matie¢re organique (Hare & Abelson, 1965 ; Goffinet & Jeuniaux,
1979). Dans les coquilles comportant les deux polymorphes du carbonate de calcium, ceux-ci
sont spatialement séparés en couches distinctes. Ces couches se différencient généralement
par leurs types de microstructure. L’ensemble des couches calcifiées de la coquille sont
recouvertes d’une fine couche organique en contact direct avec le milieu extérieur, le
périostracum (Figure 8). Il joue notamment un role de protection de la coquille chez certaines
espéces comme chez Margaritifera, qui vit dans des eaux relativement acides, et dont la

coquille se dissout localement si le périostracum est abimé.

Figure 8 : Organisation de la coquille d’un bivalve paléohétérodonte. Vue générale et
observations au MEB (B-H) (modifi¢ d’aprés Callil & Mansur, 2005 (A,C,D,F,G); et observations
personnelles (B,E,H,I). A) Les deux valves d’une coquille d’anodonte, le périostracum recouvre
I’extérieur de la coquille, alors que la couche nacrée tapisse I’intérieur de la coquille; B) Cassure
fraiche de la coquille, en vue transversale (couche prismatique externe, en haut, et couche nacrée
interne, en bas) ; C) périostracum, en vue oblique ; D) Couche prismatique sur cassure fraiche de
coquille, en vue oblique. Le périostracum a été dissous par traitement de la coquille a I’hypochlorite de
Na ; E-F-G) Séparation entre la couche prismatique et la couche nacrée, couche nacrée et couche de
myostracum, respectivement, sur cassure fraiche de coquille en vue transversale ; H) Zone de
croissance de la couche nacrée sur cassure fraiche, en vue oblique ; H) Surface de la couche nacrée, en
vue interne.
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Les différents types de microstructure ont été illustrés par Carter et Clark (1985). Ces auteurs
ont pu distinguer une dizaine de microstructures associées entre elles en de nombreuses
combinaisons ; on peut principalement citer les microstructures prismatiques, prismatiques
composites, nacrées (et sous-nacrées), lamellaires croisées, lamellaires croisées complexes,
foli¢es, granulaires, homogeénes (Figure 9). Bien que la présence des différents types de
microstructures et de polymorphes cristallins soit spécifique des différents taxons, certaines
conditions expérimentales de culture ont pu modifier I’organisation des coquilles néoformées
(Checa et al., 2006). Notons chez certaines especes la présence d’une couche intermédiaire, le

myostracum, qui se forme dans la zone d’attachement des muscles a la coquille (Figure 8).

Figure 9 : Observation au MEB des principaux types microstructuraux des coquilles de
mollusques (modifi¢ d’aprés Wilbur & Simkiss, 1989 (B) ; Dauphin et al., 2007 (C) ; Marin et al.,
2008 (A,D)). A) la nacre, sur une cassure fraiche de coquille de gastéropode marin ; B) la structure
lamellaire-croisée, sur une cassure fraiche de coquille de gastéropode terrestre ; C) la calcite foliée, sur
une coquille de bivalve, en vue interne; D) Les prismes, sur une cassure fraiche de coquille de bivalve,
en vue interne.

31



Chapitre I: Revue des connaissances

L’édification de la coquille est un phénomene qui se produit continuellement pendant toute la
vie de I’animal ; la croissance de la coquille est dite continue. Cependant, la vitesse de
calcification évolue en fonction des saisons et semble étre corrélée a I’activité métabolique ou
a la nutrition de I’animal, ainsi qu’a la température du milieu. On pense méme que les
organismes sont capables de dissoudre une partie de la coquille, remobilisant ainsi différents
ions qui pourront étre réintégrés dans le métabolisme de 1’organisme afin de I’aider a
supporter des conditions difficiles, comme 1’hypoxie du milieu ou une disette alimentaire
hivernale (Greenaway, 1971 ; Lutz & Rhoads, 1977). On peut lire ainsi, en observant les
« lignes de croissance » de la coquille, I’enregistrement de I’histoire de vie d’un organisme.
Les différentes couches constituent un archivage des conditions environnementales. L’analyse
géochimique de ces couches permet donc de quantifier les variations, au cours du temps, des
parameétres environnementaux tels que la température, la salinité ou la composition chimique

du milieu (Ricken et al., 2003 ; Ravera et al., 2003 ; Auclair et al., 2004).

2.6 - Physiologie de la sécrétion de la coquille
La formation de la coquille des mollusques est un phénoméne complexe hautement contrdlé
par les organismes. Elle est le fruit de I’expression d’une série de geénes (spécifiques et plus
généralistes), régissant 1’activité des cellules minéralisantes, les cellules du manteau (Wilbur
& Jodrey, 1955 ; Kunigelis & Saleuddin, 1978 ; Nederbragt et al., 2002 ; Schonitzer & Weiss,
2007). On peut décomposer les différentes étapes mécanistiques de formation de la coquille
en une séquence comprenant : la délimitation de 1’espace de biominéralisation, la synthese
d’une trame organique, la nucléation des cristaux et la régulation de la croissance. La
séquence de biominéralisation de la coquille des mollusques se réalise sous controle d’un tissu

clef, hautement différencié et jouant de multiples rdles, le manteau.
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Figure 10 : Physiologie de la sécrétion de la coquille chez les mollusques. Exemple d’un bivalve a
coquille nacro-prismatique (modifié d’aprés Marin et al., 2008). La calcification se produit dans
I’espace extrapalléal, au niveau de la bordure distale de la coquille. Dans 1’épithélium externe du
manteau, les cellules impliquées dans la formation de la couche prismatique sont les plus distales et ne
sont pas les mémes que celles responsables de la formation de la couche nacrée. Notons que les
prismes et la nacre ne sont pas ici dessinés a I’échelle.

Le manteau est 1’organe responsable de la formation de la coquille. Ce fin tissu d’origine
ectodermique est constitué¢ de deux épithéliums (I’un, interne, en contact avec 1’hémolymphe,
I’autre, externe, en contact direct avec la coquille) séparés par un tissu conjonctif comprenant
différents types cellulaires. La figure 10 schématise les différents mécanismes de la formation
de la coquille par le manteau : la synthése du périostracum par le sillon périostracal, le
transport des ions minéraux vers I’espace extra-palléal et la sécrétion des macromolécules et
des métabolites organiques controlant les différentes étapes de la formation des cristaux. La
mise en place du périostracum va permettre la formation d’un compartiment isolé du milieu
extérieur et va ainsi délimiter I’espace de minéralisation: I’espace extra-palléal. C’est dans cet
espace clos que vont se mettre en place les conditions requises a la formation des couches
minéralisées et que le liquide extra-palléal va étre sécrété (solution ionique saturée + matrice
organique calcifiante). Les ions calcium peuvent transiter a travers 1’épithélium externe sous
plusieurs formes : en solution, via le cytosol ou I’espace inter-cellulaire, ou sous forme

précipité, incorporés a des granules intra- ou inter-cellulaires (Fourni¢ & Chétail, 1982).

33



Chapitre I: Revue des connaissances

Notons que des régions distinctes (mais adjacentes) de 1’épithélium externe sont responsables
de la formation des différentes couches de la coquille. En effet, ces cellules différenciées
sécretent un cocktail macromoléculaire spécifique capable d’induire la précipitation d’un
polymorphe cristallin et/ou d’une microstructure particuliére (Takeuchi & Endo, 2005). Chez
les mollusques a coquille nacro-prismatique, la région du manteau externe qui controle la
formation de la couche prismatique occupe une position plus distale (mais adjacente) que
celle qui contrdle la formation de la couche nacrée (Sudo et al., 1997 ; Jolly et al., 2004). Une
¢tude chez I’huitre Crassostrea virginica a récemment démontré que des cellules circulantes
(probablement des hémocytes) pouvaient étre impliquées dans des phénomenes de réparation
de la coquille (Mount et al., 2004). Cependant, le rdle de ces cellules n’a toujours pas été reli¢

a des processus de calcification « normale » de la coquille en croissance.

Le periostracum est une couche chitino-protéique qui recouvre la surface externe des
coquilles ou uniquement la bordure de la coquille en croissance, selon les espéces. Il est
sécrété dans une zone spécifique du manteau (en position extréme), le sillon périostracal.
Dans cette région, des cellules hautement différenciées sécrétent un film liquide contenant des
précurseurs protéiques riches en Tyr, qui polymérisent entre eux par des processus de
quinonisation (Timmermans, 1969 ; Waite, 1983). Degens et ses collaborateurs (1967) ont
aussi détecté dans le périostracum la présence d’une quantité remarquable de chitine. On
attribue principalement deux fonctions au périostracum : délimiter 1’espace de minéralisation
et servir de support a la formation des premiers cristaux. Sa partie la plus interne favorise le
dépot des cristaux de carbonate de calcium par I’intermédiaire de protéines riches en résidus
Gly et Asp (Cariolou & Morse, 1988). Cette couche est aussi la premiére a étre synthétisée
lors de D’apparition de la premiere coquille durant les stades précoces du développement
larvaire (Bielefeld & Becker, 1991). Bien que le périostracum semble jouer un role essentiel
dans la mise en place de la coquille et de ses différentes couches (Meenakshi et al., 1974), il

reste a ce jour relativement peu connu.

Le fluide extrapalléal pourrait lui aussi jouer plusieurs fonctions essentielles dans la
formation des coquilles. L’espace extrapalléal semble étre le lieu ou s’effectue la transition
entre la phase aqueuse sécrétée par 1’épithélium externe du manteau et la phase solide
minéralisée. Des analyses chimiques de ce fluide ont montré qu’il était sursaturé en ions
carbonate et calcium (Moura et al., 2000), et qu’il était aussi riche en inhibiteurs de

minéralisation, lui permettant ainsi d’éviter une formation non-contrélée des cristaux de
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carbonate de calcium (ce phénomene n’étant d’ailleurs jamais observé). Bien que cela n’ait pu
étre encore mis en évidence, on suppose que le fluide extrapalléal devrait contenir des
accepteurs de protons émis par la réaction de calcification, permettant ainsi d’éviter une
acidification du milieu qui entrainerait la re-dissolution des minéraux. La position du manteau
par rapport a la coquille peut varier en fonction de son activité de biominéralisation. En outre,
le manteau sécréte un mucus qui pourrait faciliter son propre positionnement. L’espace
extrapalléal est aussi la zone dans laquelle la matrice organique coquilliére est sécrétée avant
d’étre incorporée au biominéral. La matrice organique est une mixture de protéines, de
glycoprotéines, de polysaccharides, de chitine et probablement de lipides. Cependant, a ce
jour, aucune macromolécule de la matrice organique de la coquille n’a pu directement étre
détectée au sein du fluide extrapalléal. Il est fort probable que ces macromolécules transitent
trés rapidement a travers 1’espace extrapalléal et se lient au biominéral en formation. D’autre
part, il semble que certaines protéines extraites du fluide extrapalléal ne sont pas incorporées a
la coquille (Yin et al., 2005 ; Ma et al., 2007). Moura et ses collaborateurs (2000) ont mis en
¢vidence, dans le fluide extrapalléal du bivalve d’eau douce Anodonta cygnea, la présence de
polysaccharides acides qui n’étaient pourtant pas intégrés a la coquille. Devant ces résultats
insatisfaisants quant aux fonctions présumées du fluide extrapalléal, son existence et son role
effectifs ont récemment été discutés par Addadi et ses collaborateurs (2005). Ces auteurs
émettent [’hypothése que les cellules du manteau pourraient étre en contact direct avec le
minéral et que la matrice organique pourrait étre sécrétée sous forme d’un gel hydraté, produit

« a la demande », qui pré-remplirait les micro-espaces ou se produira la minéralisation.

2.7 - La matrice organique

Chez les eucaryotes, toutes les biominéralisations contrdlées de carbonate de calcium sont
associées a une matrice organique qui est impliquée dans de nombreuses fonctions
essentielles : la nucléation des cristaux, le controle de la structure des cristaux, ainsi que
I’inhibition de la croissance des cristaux (Mann, 1988).

Pour étude, la matrice des coquilles de mollusque peut étre extraite du biominéral par
dissolution de ce dernier par un acide (souvent 1’acide acétique), par de I’EDTA, ou
simplement par de I’eau. Deux fractions sont ainsi libérées, 1’une soluble, ’autre insoluble. La
matrice soluble représente entre 0,03 et 0,5% de la masse totale du biominéral tandis que la
matrice insoluble est évaluée entre 0,01 et 5%, en fonction du type de microstructure et de
I’espéce ¢étudiée. Notons que des quantités définies de matrice organique semblent

correspondre aux différentes microstructures (nacre, prismes, structure lamellaire croisée, par

35



Chapitre I: Revue des connaissances

ordre décroissant). Compte tenu du fait que la production de matrice organique est considérée
comme le processus biologique le plus coliteux en énergie dépensée par 1’organisme pour
produire sa coquille, ces différences sont interprétées comme une optimisation du rapport

cout/profit qui s’est mise en place au cours de I’évolution (Palmer, 1992).

Figure 11 : Organisation de la matrice organique au sein de la couche prismatique. Observations
au MEB de la couche prismatique en vue interne, au niveau de la partie la plus distale de la
coquille (modifi¢ d’aprés Dauphin et al., 2003). A) Coquille fraiche. Remarquer 1’homogénéité
apparente de chaque prisme ; B) Apres un léger décapage a ’EDTA, chaque prisme semble présenter
une zonation interne ; C) Aprés un décapage total a I’acide, seule la gaine organique péri-prismatique
(chitino-protéique) subsiste.

Figure 12 : Organisation de la matrice organique au sein de la nacre. Observations au MEB (A-
B) et au MET (C) de la couche nacrée en vue transversale (modifi¢ d’aprés Nakahara, 1991). A)
Zone de croissance de la nacre aprés traitement a I’hypochlorite de sodium, seules restent les tablettes
minérales.; B) Zone de croissance de la nacre, sans traitement ; C) Zone de croissance de la nacre en
coupe mince, les tablettes minérales apparaissent ici en noir. On remarque les couches de maticre
organique qui précedent 1’apparition des tablettes minérales (S, couche organique ; SS, couche
organique supérieure).
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Les principaux composants de la matrice soluble sont des protéines, des glycoprotéines et des
polysaccharides, souvent acides. Un point commun aux matrices solubles des coquilles, et aux
couches coquillieres des différents mollusques étudiés, est qu’elles sont généralement riches
en acides aminés acides : I’acide aspartique et I’acide glutamique (Nakahara ef al., 1982 ;
Sarashina & Endo, 1998 ; Keith et al., 1993). On considére que les groupements carboxyles
de ces résidus jouent un réle important dans la capacité de ces macromolécules a lier les ions
calcium ou a nucléer la formation des cristaux de carbonate de calcium. Les groupements
sulfates des glycoprotéines ou des polysaccharides sembleraient eux aussi impliqués dans la
capacité de la matrice a interagir avec le calcium (Addadi ef al., 1987). Les différentes
protéines de coquille de mollusque étudiées a ce jour sont décrites plus bas dans ce chapitre.
La matrice insoluble, quant a elle, est constituée de protéines riches en résidus hydrophobes
glycine et alanine, semblables a des protéines de type fibroine de soie (Nakahara et al., 1982 ;
Keith et al., 1993), ainsi que de résidus aromatiques (Ravindranath et Ravindranath, 1974) et
d’une fraction plus ou moins importante de S-chitine (Goffinet & Jeuniaux, 1979 ; Weiner &
Traub, 1980, Levi-Kalisman et al., 2001). Tous ces différents composants de la matrice
organique sont les maitres d’ceuvre de la formation des couches minéralisées et se retrouvent
intégrés de fagon spécifique dans le biominéral mature. On considére classiquement que la
matrice insoluble est majoritairement péri-cristalline et que la matrice soluble est plutot intra-
cristalline. Les figures 11 et 12 présentent différentes observations au microscope
¢lectronique de la matrice organique péri-cristalline apres dissolution de la phase minérale
(prismes et nacre, respectivement). Bevelander & Nakahara (1969) ont été les premiers a
observer au microscope électronique a transmission sur des coupes transversales de coquille
décalcifiée qu’une matrice organique entourait individuellement chaque structure cristalline et
qu’elle pouvait étre décomposée en différentes sous-couches. Ils identifirent la couche
médiane comme étant constituée de chitine et les deux couches adjacentes comme étant
formées par des protéines de type fibroine de soie et par des macromolécules acides (voir plus
bas, description de la nacre). Crenshaw et Ristedt (1975) localisérent différents
polysaccharides sulfatés autour et au centre des tablettes de nacre. Weiner et Traub (1980,
1984) proposérent que les cristaux se forment par épitaxie entre les différentes couches de
matrice structurale, sous controle de molécules acides aux fonctions multiples (Weiner, 1979 ;
Wheeler ef al., 1981). Plus récemment, des observations au microscope ¢électronique a force
atomique (atomic force microscopy, AFM) montrérent qu’a une échelle nanométrique, les

cristaux, qu’ils soient de calcite ou d’aragonitique, possédaient tous la méme structure (Figure
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13), et qu’ils étaient formés de nanograins cristallins séparés par une matrice organique,

probablement la matrice soluble (Dauphin, 2003 ; Blank ef al., 2003 ; Rousseau et al., 2005).

Figure 13 : Observations AFM de la nano-structure intracristalline des prismes et de la nacre.
Ces deux biominéraux apparaissent composés de nano-grains minéraux, séparés par une fine
gaine organique (modifi¢ d’aprés Dauphin, 2003 (A) ; Rousseau et al., 2005 (B). A) Prismes ; B)
Nacre.

0 Mom 0 S00

Depuis que I’on suspecte la matrice organique d’étre un composé essentiel a la formation du
biominéral, de nombreuses études se sont intéressées a la caractérisation de sa composition en
macromolécules. Si la matrice insoluble est connue depuis plus d’un siécle et demi, sous la
dénomination initiale de conchioline, I’existence de la matrice soluble n’a été découverte que
plus récemment (Crenshaw, 1972). Grégoire et ses collaborateurs (1955) ont été les premiers
a étudier la composition biochimique de la matrice insoluble. En utilisant différents solvants,
ces auteurs découvrirent que cette matrice était constitué¢e de différents composés protéiques
et purent isoler différentes fractions, qu’ils nommeérent Nacrin, Nacrosclerotin et Nacroin, la
derniere étant tout particulierement riche en résidus Ala et Gly. D’autres travaux ultérieurs
confirmerent I’importance de ces deux acides aminés dans la composition des matrices
insolubles extraites des coquilles de mollusques (Hare, 1963 ; Grégoire, 1972). Parallélement,
la chitine a été identifiée comme un composé important de ces matrices (Goffinet & Jeuniaux,
1979). Wise (1970) montra que la matrice associée aux coquilles présentait une composition
en acides aminés comparable a celle des protéines de type fibroine de soie, les principales
protéines qui constituent la soie des papillons et des araignées. Cette étonnante similitude

pourrait expliquer la remarquable élasticité de la coquille et sa résistance a la fracture. La
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matrice soluble fut, quant a elle, décrite plus tard comme composée de macromolécules
acides, essentiellement des glycoprotéines riches en acides aminés acides (Glu et Asp),
portant parfois des sucres sulfatés (Crenshaw, 1972 ; Weiner & Hood, 1975 ; Weiner, 1979).
Ces derniers auteurs proposerent que ces macromolécules poly-anioniques puissent agir
comme les supports de I’initiation de la nucléation des cristaux de carbonate de calcium.
Quelques années plus tard, Wheeler et ses collaborateurs (1981) découvrirent que la matrice
organique soluble pouvait aussi étre capable d’inhiber la précipitation des cristaux. La
découverte de ces deux fonctions, a priori antagonistes, au sein de la matrice soluble
(nucléation/inhibition), permit de faire émerger la notion de régulation de la minéralisation

par la matrice calcifiante.

La majorit¢ de nos connaissances actuelles sur les macromolécules qui constituent les
matrices organiques associées aux coquilles de mollusque concerne les protéines. Prés de 60
structures primaires plus ou moins complétes de ces protéines ont été décrites a ce jour. La
premicre séquence partielle n’a été obtenue qu’au début des années 90 (Rusenko ef al., 1991)
alors que la premicre séquence compléte a été décrite 5 ans plus tard (Miyamoto ef al., 1996).
Ces protéines sont souvent riches en acides aminés acides et peuvent comporter des
modifications post-traductionnelles comme des glycosylations ou des phosphorylations
(Marin et al., 2000, Sarashina & Endo, 2001). Elles peuvent aussi présenter des fonctions tres
diverses telles que des activités enzymatiques de type anhydrase carbonique (Miyamoto et al.,
1996), une capacité a lier le calcium (Miyashita et al., 2000, Marin et al., 2005), une capacité
a induire et a stabiliser spécifiquement 1’un des polymorphes du carbonate de calcium (Falini
et al., 1996 ; Belcher et al., 1996 ; Pokroy et al., 2006), une capacité a inhiber ou a induire la
précipitation du carbonate de calcium (Kono et al., 2000 ; Marin et al., 2000, Weiss et al.,
2001), ou une capacité a se lier a une autre macromolécule (Shen et al., 1997 ; Weiss et al.,
2000 et 2001 ; Suzuki et al., 2004). Sud et ses collaborateurs (2001) ont pu mettre en évidence
que la matrice soluble de Pinctada maxima pouvait induire une augmentation de I’activité
calcifiante de cellules du manteau d’Haliotis tuberculata, suggérant la présence d’un facteur
de régulation au sein de cette matrice.

Dans le paragraphe suivant, nous décrirons synthétiquement ces protéines, que nous avons
arbitrairement regroupées en fonction de leur point isoélectrique respectif (Figure 14), en
discutant leurs fonctions effectives ou putatives, ainsi que leurs similitudes avec d’autres

protéines connues dans des systémes différents.
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Figure 14 : Représentation graphique des protéines de coquille de mollusque complétement
séquencées en fonction de leur point isoélectrique (p/) et de leur masse moléculaire (MM)
(modifi¢ d’aprés Marin et al., 2008). Pour calculer la MM et le p/, nous avons pris soin de retirer la
séquence du peptide signal. Noter que I’échelle des MM est discontinue. [ = protéines associées a
I’aragonite ; € = protéines associées a la calcite ; X = protéines associées aussi bien a 1’aragonite qu’a
la calcite (1 = Aspein ; 2 = protéines Asprich ; 3 = MSP-1 ; 4 = MSP-2 ; 5 = MSI-31 ; 6 = Prismalin-
14 ; 7 = protéines N-14, Pearlin, Perline, AP-7 et AP-24 ; 8 = MSI-60 ; 9 = Mucoperlin ; 10 =
Nacrein de P. fucata; 11 = MSI-7 ; 12 = Dermatopontin ; 13 = Tyrosinase-likel ; 14 = Nacrein de 7.
marmoratus ; 15 = Perlucin ; 16 = protéines Shematrin 1-10 ; 17 = Perlustrin, 18 = Lustrin A ; 19 =
Perlwapin ; 20 = N-66; 21 = Tyrosine-like2 ; 22 = protéines KRMP ; 23 = N19).
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2.7.1 - Les protéines fortement acides (pH inférieur a 4,5 ; Tableau 4)
La présence de protéines trés acides a été observée dans les matrices de coquille de
mollusques dés les premiéres caractérisations biochimiques (Ravindranath & Ravindranath,
1974 ; Weiner & Hood, 1975 ; Weiner, 1979). D’un point de vue technique, les protéines
acides sont les plus difficiles a purifier. De par leur acidité, ces protéines réagissent
difficilement avec les colorations classiques utilisées en SDS-PAGE (Marin et al., 2001) et
sont suspectées de diffuser rapidement en dehors des gels apres migration (Gotliv et al.,
2003). Les deux premicres séquences de protéines trés acides, MSI31 et MSP-1, ont été
déduites a partir des séquences de leurs transcrits (Sudo et al., 1997 ; Sarashina et Endo,

2001). A ce jour, ce groupe ne comporte que 15 protéines différentes, dont 10 protéines Asp-
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rich. Il est intéressant de constater qu’elles sont exclusivement associées a la calcite. Le fait
que les protéines trés acides soient préférentiellement associées a la calcite avait déja été
proposé par Hare (1963), a partir de I’observation de forts taux en acides aminés acides de la
matrice organique associée a ce polymorphe cristallin. Il est aussi singulier de remarquer que
ces protéines acides sont nettement plus riches en résidus Asp qu’en résidus Glu (Marin &
Luquet, 2007). Les raisons de tels phénomeénes restent, a ce jour, inexpliquées.

MSI31 est une protéine de la matrice insoluble riche en glycine. Elle est supposée faire partie
des protéines de structure de la matrice organique (Sudo et al., 1997). En effet, sa partie N-
terminale, qui adopte probablement une structure secondaire en feuillets 3, est composée par
ailleurs d’une dizaine de répétitions de 10 groupes hydrophobes poly-Gly. La partie C-
terminale présente six motifs acides (ESEEDX) qui sont supposés étre impliqués dans des
interactions avec les ions calcium.

MSP-1 (mollusc shell protein-1) fut la premicre protéine tres acide a étre décrite. C’est une
glycoprotéine extraite de la couche calcitique foliée de la coquille St Jacques japonaise
Patinopecten yessoensis. Elle est majoritairement composée de résidus Ser, Asp et Gly. Elle
présente une structure modulaire avec de courts domaines basiques et, dans sa partie N-
terminale, des domaines GS alternant avec des domaines acides riches en Asp (Sarashina &
Endo, 1998 et 2001). Ces motifs sont suspectés de lier les ions calcium ou d’interagir avec les
cristaux de CaCOj;. Cette protéine semble présenter des similitudes globales avec les
phosphophorines de la dentine des mammiferes. Récemment une autre protéine, MSP-2 (aussi
appelée SP-2), a été découverte chez le méme organisme et présente 91% d’homologie avec
MSP-1 (Hasegawa & Uchiyama, 2005).

Aspein est une protéine de la couche prismatique de I’huitre perli¢re, Pinctada fucata. De par
sa composition en acides aminés comprenant plus de 60% de résidus acide aspartique, cette
protéine trés acide présente un p/ théorique de 1,7 (c’est la protéine la plus acide décrite a ce
jour !). La structure de cette protéine est marquée par la présence de 58 blocs poly-Asp,
séparés par des dipeptides SG, ce qui suggere qu’elle pourrait présenter une capacité a lier le
calcium.

La famille de protéines Asp-rich comporte 10 membres décrits exclusivement par leurs
transcrits obtenus par construction d’une banque d’ADNc de cellules du manteau du bivalve
Atrina rigida (Gotliv et al., 2005). Cette famille de protéines est caractérisée par une
composition riche en acides aminés acides (entre 50 et 60%). Leurs séquences primaires
présentent différents domaines communs (de la partie N- a la partie C-terminale) : un domaine

hydrophobe, un court domaine basique, un premier domaine acide, un domaine acide variable
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(poly-Asp, plus ou moins long), un domaine de répétition DEAD (probablement apte a lier les
cations) et pour finir un deuxiéme domaine acide. Le premier domaine acide présente des
homologies avec des domaines de liaisons du calcium. Des anticorps dirigés contre ce
domaine ont démontré que ces protéines n’étaient présentes que dans la couche des prismes
calcitiques.

Prismalin-14, une protéine hydrophobe de la matrice insoluble, a été décrite aussi bien au
niveau protéique qu’au niveau de son transcrit (Suzuki et al., 2004). C’est une protéine riche
en Gly et en Tyr (28% et 20% des acides aminés totaux, respectivement), et qui posséde de
nombreuses répétitions PIYR, potentiellement impliquées dans I’interaction avec d’autres
macromolécules de la matrice. Cette protéine lie les ions calcium, probablement au niveau de
sa partie C-terminale riche en Asp, et inhibe la précipitation de carbonate de calcium in vitro.
Il est intéressant de préciser que Prismalin-14, Aspein et MSI31 sont co-exprimées dans des
cellules de 1’épithélium externe du manteau et qu’elles sont probablement sécrétées en méme

temps (Takeuchi & Endo, 2005).
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Tableau 4 : les protéines fortement acides associées aux coquilles de mollusques (modifié¢ d’aprés
Marin et al., 2008). (C) indique que ces protéines sont associées a la calcite. « Bioch. » et « Biomol. »
indiquent que ces protéines ont été caractérisées par biochimie (SDS-PAGE) ou par biologie

moléculaire (transcrit, ADNc), respectivement.

Classe Espéce Protéine Microstructure MM p! Observation Référence
(polymorphe) (kDa)
Bivalve Pinctada fucata Aspein Prismes (C) 39,3 1,67 Biomol. Tsukamoto et al.,
2004

MSI31 Prismes (C) 32,9 3,8 Biomol. Sudo et al., 1997
Prismalin-14 Prismes (C) 11,9 4,2 Bioch/Biomol. Suzuki et al., 2004

Patinopecten MSP-1 Calcite foli¢e (C) 74,4 3,3 Biomol. Sarashina & Endo

yessoensis 2001
MSP-2/SP-2  Calcite foliée (C) 27,9 3,5 Biomol. Hasegawa &

Uchiyama, 2005

Atrina rigida Asp-rich 1 Prismes (C) 6,6 3,3 Biomol. Gotliv et al., 2005
Asp-rich 2 Prismes (C) 15 2,9 Biomol. Gotliv et al., 2005
Asp-rich 3 Prismes (C) 16,5 2,8 Biomol. Gotliv et al., 2005
Asp-rich 4 Prismes (C) 18 2,7 Biomol. Gotliv et al., 2005
Asp-rich 5 Prismes (C) 17,4 2,8 Biomol. Gotliv et al., 2005
Asp-rich 6 Prismes (C) 18,2 2,7 Biomol. Gotliv et al., 2005
Asp-rich 7 Prismes (C) 25,8 2,5 Biomol. Gotliv et al., 2005
Asp-rich 8 Prismes (C) 25,3 2,5 Biomol. Gotliv et al., 2005
Asp-rich 9 Prismes (C) 18,2 2,7 Biomol. Gotliv et al., 2005
Asp-rich 10 Prismes (C) 20 2,7 Biomol. Gotliv et al., 2005

2.7.2 - Les protéines modérément acides (pH compris entre 4,5 et 7 ; Tableau 5)

Ce groupe de protéines tres disparates comporte les protéines du type Nacrein de bivalves et
de gastéropodes, MSI60, MSI7, la famille de protéines du type N14/N16/Perline, Mucoperlin,
AP24, AP7, Tyrosinase-like-1 et Dermatopontin de Biomphalaria glabrata. Notons que
quasiment toutes ces protéines sont exclusivement associées a I’aragonite.

Nacrein a été la premiere 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). Initialement, cette
protéine fut extraite de la couche nacrée du bivalve Pinctada fucata, mais par la suite elle a
aussi ¢été localisée dans la couche prismatique. Nacrein a aussi été la premiére protéine a
présenter une activité enzymatique de type anhydrase carbonique (AC). Elle est composée de
nombreuses répétitions GXN bordées par 2 domaines anhydrase carbonique, présentant une
forte homologie avec 1’enzyme humaine. Des expériences de précipitation in vitro du
carbonate de calcium ont montré que les répétitions GXN étaient impliquées dans 1’inhibition

de la cristallisation (Miyamoto et al., 2005). Il est intéressant de noter que Miyashita et ses
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collaborateurs ont caractérisé, par biologie moléculaire, un homologue de Nacrein de bivalve,
chez le gastéropode marin, Turbo marmoratus. Cette découverte suggeére que I’origine de ces
protéines pourrait étre trés ancienne, et serait méme antérieure a 1’émergence de ces deux
classes (divergence Diasomes/Viscéroconques). Mais cette problématique reste encore tres

peu étudiée a ce jour (Marin et al., 1999).

MSI60 est une protéine insoluble de la couche nacrée du bivalve P. fucata (Sudo et al., 1997).
Elle présente 11 groupes poly-Ala et 39 groupes poly-Gly dispersés tout le long de sa
séquence. Ces groupes de répétitions du résidu Ala conférent a cette protéine des homologies
avec les protéines de soie des arachnides. Les groupes poly-Gly sont probablement impliqués
dans la formation de feuillets . La séquence de cette protéine comporte €galement des
répétitions du résidu Asp, qui lui confeére une capacité a lier le calcium. Des expériences
d’hybridation in situ ont démontré que le gene codant cette protéine n’était exprimé que dans

les cellules du manteau externe.

Une autre famille de protéines capables de lier le calcium est celle des N14/N16/Perline
(Samata et al., 1999 ; Kono et al., 2000 ; Montagnani et al., 2006). Ces petites protéines,
spécifiques de la couche nacrée, possedent de nombreux sites de phosphorylation putative,
ainsi qu'un domaine probablement capable de lier I’héparine. Tous les membres de cette
famille ne différent que de quelques acides aminés. Ils sont riches en résidus Gly, Tyr et Asn,
et présentent des répétitions Gly-Asn. Pearlin a été extraite de la fraction insoluble de la
couche nacrée de I’huitre perliere Pinctada fucata (Miyashita et al., 2000). Samata et ses
collaborateurs (1999) ont observé qu’elle inhibait la précipitation du carbonate de calcium in
vitro, mais qu’elle était aussi capable d’induire la formation d’aragonite lorsqu’elle était
associée a la matrice insoluble. Cette protéine, dont la séquence ne différe de celle de N16 que
d’un seul acide aminé, porte des groupements saccharidiques sulfatés. La protéine la plus

récemment décrite, Perline (Montagnani et al., 2006), présente 93% d’homologies avec N14.

Mucoperlin a été décrite par immuno-criblage d’une banque d’ADNc de cellules du manteau
de Pinna nobilis. 11 s’agit d’une glycoprotéine riche en Ser et en Pro qui appartient a une
famille a part (Marin et al., 2000). Mucoperlin est composée de trois domaines : un court
domaine N-terminal, une région centrale comprenant 13 motifs répétés de 31 résidus enrichis
en résidus Pro et Ser, et une région C-terminale riche en Ser. Cette protéine spécifique de la

couche nacrée fut la premicre a étre directement localisée dans la coquille par immuno-
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marquage. Elle a ét¢ affiliée a la famille des mucines car elle posséde de nombreux sites de
glycosylation, suggérant ainsi que certaines protéines des matrices calcifiantes des coquilles

de mollusques pourraient dériver des mucines (Marin et al., 1996).

Les deux protéines AP7 et AP24 ont été isolées de la fraction soluble a ’EDTA de la couche
nacrée du gastéropode marin Haliotis rufescens (Michenfender et al., 2003, 2004). AP24 est
une glycoprotéine dont la masse théorique de la chaine peptidique est de 17 kDa, et qui migre
aux alentours de 24 kDa en SDS-PAGE. AP7 et AP24 interagissent avec la précipitation du
carbonate de calcium par les 30 premiers résidus de leur extrémité N-terminale (Kim ef al.,

2004 ; Wustman et al., 2004).

Une autre protéine modérément acide, MSI7, a été isolée a partir de la couche prismatique de
la coquille de I’huitre Pinctada fucata (Zhang et al., 2003). Cette protéine riche en Gly est
composée d’une région N-terminale hydrophobe, d’un domaine riche en GGG et GG, ainsi
que d’une région C-terminale hydrophobe qui adopte une conformation en feuillets 5. MSI7
présente de nombreuses homologies de séquence avec MSI31, et tout particulierement avec
son peptide signal. Contrairement a MSI31, MSI7 est exprimée dans la région dorsale et dans
la région la plus distale du manteau externe, suggérant que cette protéine pourrait également
étre impliquée dans la formation de la couche nacrée et de la couche prismatique. Des
expériences de précipitation in vitro du carbonate de calcium ont montré que cette protéine
accélérait la précipitation du minéral et modifiait la morphologie des cristaux. Pour ces
raisons, il est envisagé que MSI7 fasse partie des protéines de structure de la matrice. Une
autre protéine, la tyrosinase-like protein 1 (Pftyl), a récemment été séquencée chez le méme
organisme (Nagai et al., 2007). Les tyrosinases, des enzymes appartenant a la famille des
phénoloxydases, sont impliquées dans les réactions d’oxydation des groupements phénols des
résidus Tyr, entrainant la formation de la mélanine. Pftyl posséde un site conservé de liaison
aux ions cuivre, ce qui suggere que le site enzymatique peut étre actif. Pftyl semble étre
impliquée dans la pigmentation de la couche prismatique, a laquelle elle est intégrée durant la

minéralisation.

Dermatopontin a été isolée a partir de la couche lamellaire-croisée (aragonite) de la coquille
du gastéropode d’eau douce Biomphalaria glabrata (Marxen & Becker, 1997, Marxen et al.,
2003). Cette glycoprotéine majoritaire de la matrice soluble migre a 19,2 kDa en SDS-PAGE

et ne présente pas de capacité a lier le calcium. Elle présente des homologies de séquences
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avec les protéines du type Dermatopontin de vertébrés et d’invertébrés, une famille de

protéines des matrices extracellulaires de nombreux tissus. Il a été proposé que

Dermatopontin de B. glabrata puisse étre impliquée dans 1’organisation supramoléculaire de

la matrice calcifiante.

Tableau 5 : les protéines faiblement acides associées aux coquilles de mollusques (modifié d’apres
Marin et al., 2008). (C) indique que ces protéines sont associées a la calcite et (A) qu’elles sont
associées a I’aragonite. « Bioch. » et « Biomol. » indiquent que ces protéines ont été caractérisées par
biochimie (SDS-PAGE) ou par biologie moléculaire (transcrit, ADNc), respectivement.

Classe Espéce Protéine Microstructure MM p! Observation Référence
(polymorphe)  (kDa)
Bivalve Pinctada Nacrein Nacre + 48,2 6,9 Biomol. Miyamoto et al.,
Sfucata prismes (A+C) 1996
N16/Pearlin Nacre (A) 12,8 5,1 Biomol. Samata et al.,
1999
MSI60 Nacre (A) 61,7 4,8 Biomol. Sudo et al., 1997
MSI7 Nacre + 7,3 6,0 Biomol. Zhang et al.,
Prismes (A+C) 2003
Tyrosinase-like 1 Prismes (C) 56,3 6,5 Biomol. Nagai et al.,
2007
Pinctada N14 Nacre (A) 13,7 4,8 Biomol. Kono et al., 2000
maxima
Pinctada Perline Nacre (A) 13,6 4,7 Biomol. Montagnini et
margaritifera al., 2006
Pinna nobilis  Mucoperlin Nacre (A) 65,4 49 Biomol. Marin et al.,
2000
Gastéro- Haliotis AP7 Nacre (A) 7,6 5,4 Biomol. Michenfender et
pode rufescens al., 2003
AP24 Nacre (A) 17 5,5 Biomol. Michenfender et
al., 2003
Turbo Nacrein Nacre (A) 56 5,8 Biomol. Miyamoto et al.,
marmoratus 2003
Biomphalaria Dermato-pontin Lamellaire 16,6 6,3 Bioch. Marxen et al.,
glabrata croisé (C) 2003

2.7.3 - Les protéines neutres ou basiques (pH supérieur a 7 ; Tableau 6)

Contrairement aux protéines fortement acides, la présence de protéines basiques dans les
matrices associées aux coquilles de mollusques a ét¢ une découverte plutdt surprenante.
Parallélement, des protéines basiques ont récemment été observées dans les matrices des
spicules des larves d’échinodermes (Killian & Wilt, 1996). 1l est intéressant de noter que les
protéines les plus basiques de ce groupe appartiennent exclusivement a des matrices associées

a la calcite, alors que la majorité des protéines neutres sont associées a I’aragonite.
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Lustrin-A est la plus grande protéine de coquille de mollusque décrite a ce jour (Shen et al.,
1997). Cette protéine de 160 kDa, extraite de la matrice de la couche nacrée de I’ormeau
Haliotis rufescens , posséde une structure modulaire, ce qui suggere qu’elle peut jouer
plusieurs fonctions. Elle comporte neuf domaines riches en Cys hautement conservés, espacés
par huit domaines riches en Pro, un domaine riche en Gly et Ser, situé entre les deux
domaines riches en Cys les plus proches de I'extrémité C-terminale, ainsi qu’un domaine
basique et une région C-terminale présentant des similitudes avec des inhibiteurs de protéase.
L’enchainement observé de domaines riches en Cys et de domaines riches en Pro est une
configuration que 1’on retrouve dans la famille des frustulines, des protéines des parois
siliceuses des diatomées. Le domaine C-terminal de type inhibiteur de protéase pourrait
protéger les protéines de la matrice secrétée contre une dégradation. La présence d’un
domaine basique, riche en Arg et Lys, suggére que cette région puisse interagir avec des
composés anioniques, lors de la minéralisation. Le domaine GS confére une certaine
flexibilité a cette protéine, tandis que le domaine basique de I’extrémité C-terminale (RKSY)
pourrait, quant a lui, permettre une interaction avec d’autres macromolécules. Le court
domaine acide pourrait quant a lui permettre les liaisons avec le minéral (Wustman et al.,

2003). Lustrin-A présente clairement les caractéristiques d’une protéine multifonctionnelle.

Deux protéines basiques ont ¢été caractérisées chez les huitres perlieres Pinctada maxima et
Pinctada fucata. La premiere, N66 (Kono et al., 2000), appartient a la famille des protéines de
type Nacrein, mais comporte des répétitions GXN plus longues que Nacrein de P. fucata. A
I’instar des autres protéines de type Nacrein, elle comporte un domaine anhydrase carbonique.
Les répétitions GXN semblent étre impliquées dans 1’aptitude de cette protéine a lier le
calcium. Le transcrit de N66 a été observé comme étant exprimé aussi bien dans la partie
médiane que dans la partie distale de I’épithélium externe du manteau calcifiant.

Pfty2, la seconde tyrosinase-like protein, présente une forte homologie (53% sur 493 résidus)
avec Pftyl. Elle posseéde elle aussi un domaine de liaison des ions cuivre, ce qui suggere que
le site enzymatique tyrosinase puisse €tre actif. La fonction présumée de cette protéine est
d’intervenir dans les processus de mélanisation, responsable de la pigmentation de la coquille
ou dans les processus de polymérisation des constituants de la matrice insoluble (Zhang ef al.,

20006).

Quatre protéines ont été extraites et séquencées a partir de la couche nacrée du gastéropode

marin Haliotis laevigata : Perlustrin (Weiss et al., 2000, 2001), Perlucin (Weiss et al., 2000 ;
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Mann et al., 2000), Perlwapin (Treccani et al., 2006) et Perlinhibin (Mann et al., 2007).
Perlustrin est une petite protéine qui présente des homologies de séquence (40%) avec la
famille des IGF-BPs (Insulin Growth Factor-Binding Proteins). Cette famille regroupe les
protéines qui se lient aux facteurs de croissance de type insuline. Perlustrin a montré, par des
expériences in vitro, sa capacité effective a se lier a I’insuline. C’est une protéine N-
glycosylée (via un résidu Asp) dont la séquence présente des similitudes avec des lectines
calcium-dépendantes de type C. Perlucin présente aussi une forte homologie avec 1’extrémité
C-terminale de Lustrin-A. Cette protéine inhibe la précipitation du carbonate de calcium, en
interagissant préférentiellement avec certains plans de clivage des cristaux en formation. Des
tests fonctionnels ont démontré que le domaine de reconnaissance des carbohydrates (CRD)
de Perlucin avait une large spécificité et liait particuliecrement le mannose ainsi que le
galactose. Parallélement, des tests de précipitation du carbonate de calcium en présence de
cette protéine ont montré qu’elle était capable d’accélérer la nucléation des cristaux (Blank et
al., 2003). La troisi¢me protéine de la couche nacrée de I’ormeau est Perlwapin. La séquence
de cette protéine comporte trois répétitions d’une quarantaine de résidus, similaires aux
domaines de protéines trés acides de la famille WAP et contenant huit résidus Cys
caractéristiques, impliqués dans la formation de ponts disulfures. La derniére protéine décrite
a partir de la couche nacrée de cet animal est Perlinhibin. Elle fut nommée ainsi car elle
présente la capacité a inhiber la formation de la calcite et a induire celle de I’aragonite (Mann
et al., 2007). Notons qu’une autre protéine, Perlbikunin, a ét¢ également extraite, mais que sa

séquence primaire n’a a ce jour pas été décrite.

Récemment un groupe de protéines a été identifié par construction d’une banque d’ADNc a
partir de cellules du manteau de Pinctada fucata. A une exception prés, toutes ces nouvelles
protéines possédent un p/ aux alentours de 9, constituant ainsi le groupe de protéines
associées aux coquilles de mollusques les plus basiques. Deux familles de protéines se
différencient au sein de ce groupe : les protéines riches en Lys (KRMPs) et les protéines de
type Shematrin. Les protéines de type KRMP forment une famille de trois petites protéines de
10 kDa (Zhang et al., 2006) ne différant entre elles que de quelques acides aminés. Ces
protéines sont constituées de domaines riches en Lys, Gly et Tyr présentant des homologies
avec des protéines de tannage quinonique, ce qui suggere que leurs résidus Tyr peuvent étre
oxydés en DOPA dans leur forme mature. Les régions riches en Lys sont suspectées d’étre
impliquées dans I’interaction de ces protéines avec des composés chargés négativement

comme les ions bicarbonates ou les macromolécules acides de la matrice. La structure de ces
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protéines conduit a penser que leur fonction consiste a lier les protéines solubles acides a la
matrice de structure hydrophobe. La seconde famille de protéines basiques est celle des
protéines de type Shematrin, comprenant sept membres de masses moléculaires comprises
entre 25 et 33 kDa et dont les p/ varient entre 9 et 10. Elles présentent toutes des domaines
riches en Gly, leur extrémité C-terminale étant invariablement RKKKY, RRKKY ou
RRRKY. Il est intéressant de noter que le domaine riche en Gly de Shematrin-2 présente une
forte homologie avec MSI31 (98% sur 227 résidus), mais les extrémités C-terminales de ces
deux protéines différent complétement. Shematrin-5 est la seule protéine de cette famille a
présenter un domaine acide similaire a celui d’Aspein. Des analyses biochimiques de la
fraction soluble & ’'urée de la matrice des prismes calcitiques ont montré que ces protéines
¢taient présentes dans cette fraction, ce qui suggere qu’elles pourraient étre des protéines de

structure de la matrice insoluble.

N19 est, a ce jour, la derniére protéine a avoir été extraite de la couche nacrée de Pinctada
fucata et a avoir été complétement séquencée (Yano et al., 2006). Cette protéine comporte 3
domaines répétés longs d’une cinquantaine d’acides aminés, ainsi qu’une région N-terminale
hydrophobe. Elle présente une capacité a inhiber la précipitation du carbonate de calcium et

semble jouer un role dans la régulation de la calcification de la couche nacrée.
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Tableau 6 : les protéines neutres ou basiques associées aux coquilles de mollusques (modifié¢
d’aprés Marin et al., 2008). (C) indique que ces protéines sont associées a la calcite et (A) qu’elles
sont associées a 1’aragonite. « Bioch. » et « Biomol. » indiquent que ces protéines ont été caractérisées
par biochimie (SDS-PAGE) ou par biologie moléculaire (transcrit, ADNCc), respectivement

Classe Espéce Protéine Microstructure MM p/  Observation Référence
(polymorphe) (kDa)

Bivalve Pinctada fucata Shematrin-1  Prismes (C) 30,3 9 Biomol.  Yano et al., 2006
Shematrin-2 Prismes (C) 33,4 9,4 Biomol.  Yano et al., 2006
Shematrin-3 Prismes (C) 29,7 9,4 Biomol.  Yano et al., 2006
Shematrin-4 Prismes (C) 28,2 9,2 Biomol.  Yano et al., 2006
Shematrin-5  Prismes (C) 28 1,7 Biomol.  Yano et al., 2006
Shematrin-6 Prismes (C) 24,8 9,7 Biomol.  Yano et al., 2006
Shematrin-7 Prismes (C) 26,8 10,3 Biomol. Yano et al., 2006

KRMP 1 Prismes (C) 9,5 9,6 Biomol.  Zhang ef al., 2006
KRMP 2 Prismes (C) 9,8 9,4 Biomol.  Zhang ef al., 2006
KRMP 3 Prismes (C) 9,8 9,4 Biomol.  Zhang ef al., 2006
Tyrosinase- Prismes (C) 54,4 9 Biomol.  Nagai et al., 2007
like 2
N19 Nacre (A) 22,9 8 Biomol.  Yano et al., 2007
Pinctada N66 Nacre + 59,8 8,7 Biomol.  Kono et al., 2000
maxima prismes (A+C)
Gastéro- Haliotis Lustrin A Nacre (A) 140 8,1 Biomol.  Shen et al., 1997
pode rufescens
Haliotis Perlustrin Nacre (A) 9,3 8 Bioch. Weiss et al., 2001
laevigata
Perlucin Nacre (A) 18,2 7,2 Bioch. Mann et al., 2000
Perlwapin Nacre (A) 14,5 8,7 Bioch. Treccani et al.,
2006
Perlinhibin Nacre (A) 4,8 8,3 Bioch. Mann et al., 2007

2.7.4 - Protéines partiellement caractérisées (Tableau 7)

En plus des protéines dont la séquence d’acides aminés a été compleétement décrite, il existe
de nombreuses protéines qui ne sont que partiellement caractérisées pour I’instant. On peut
distinguer parmi cette liste de protéines, celles qui ont été assez complétement caractérisées
par des techniques biochimiques (SDS-PAGE, purification, test d’activités...) comme RP-1,
P12, P16, Caspartin, Calprismin et ACLS40, et celles dont on ne connait que leur séquence
partielle, comme les protéines décrites chez Nautilus pompilius, Atrina vexillum et Mytilus
edulis, et la protéine de 61 kDa de Biomphalaria glabrata. 11 faut aussi noter que certaines
séquences partielles correspondent a des protéines putatives obtenues par biologie moléculaire
chez différents bivalves pour les Nacrein-like et chez des gastéropodes terrestres pour les
protéines du type Dermatopontin. Enfin, il existe certaines protéines qui ont pu étre

caractérisées par biochimie, mais dont aucune séquence primaire n’est encore connue.
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Les protéines de type RP-1 sont des phosphoprotéines solubles de la couche de calcite foli¢e
des huitres Crassostrea virginica et Adamussium colbecki (Donachy et al., 1992 ; Halloran &
Donachy, 1995). Ces protéines riches en résidu Asp inhibent la précipitation de la calcite in
vitro. Elles présentent des homologies de séquences avec les phosphophorines et des
homologies de domaine avec certaines protéines acides des matrices calcifiantes de
mollusques (MSP-1, MSP-2, Aspein et Asp-rich). Notons ici que deux protéines riches en
Asp furent purifiées de la couche prismatique de la moule Mytilus californianus (Weiner,
1983) et que deux protéines similaires furent également extraites de la couche prismatique du
bivalve Pinna nobilis (Marin et al., 2005, 2007). La premicre, Caspartin, est une protéine
non glycolylée, migrant a 17 kDa en SDS-PAGE. Un anticorps dirigé contre cette protéine
purifiée a permis de la localiser au sein de la coquille, a I’intérieur et autour des prismes de
calcite. La seconde, Calprismin, est une glycoprotéine acide de 38 kDa riche en Ala, Asx,
Thr et Pro. P20 est une protéine extraite de la couche nacrée de Pinctada margaritifera
(Bédouet et al., 2001) qui peut former des oligomeres composés de six monomeres liés par
des ponts disulfures. Récemment, de nombreux peptides de 1 kDa riches en Gly ont été
extraits du méme animal. Derniérement, une protéine de 40 kDa (ACLS40) a été extraite de la
coquille du gastéropode Strombus decorus (Pokroy et al., 2006). Cette protéine, riche en Glu,
Asp et Ala, présente la propriété originale de stabiliser la formation in vitro de vatérite.
L’obtention de séquences partielles, par RT-PCR, de protéines Nacrein-like chez divers
bivalves suggeére que les différentes protéines de type Nacrein forment une véritable famille
largement présente au sein des bivalves ptériomorphes, et dont les membres posseédent des
domaines trés conservés (Norizuki, données non publiées). La méme technique a
derniérement permis a Sarashina et ses collaborateurs (2006) de décrire plusieurs séquences
partielles de protéines du type Dermatopontin chez divers gastéropodes, permettant ainsi de
retracer 1’histoire évolutive de cette famille. D’autre part, Jackson et ses collaborateurs (2006)
ont obtenu, par EST de cellules du manteau de I’ormeau Haliotis asinina, plusieurs séquences
codant pour des protéines appartenant probablement a la matrice calcifiante, mais I’existence
de ces protéines au sein des matrices de coquille reste encore incertaine.

A ce jour, une seule protéine de périostracum a été partiellement caractérisée, Periostracin
(Waite et al., 1979). Cette protéine basique et hydrophobe de 20 kDa est trés riche en Gly
(55%), ainsi qu’en Tyr et DOPA. Il est trés probable que cette protéine polymérise et
devienne insoluble des qu’elle est sécrétée par les cellules du sillon périostracal.

Cariolou et Morse (1988) ont décrit deux protéines de 43 et 54 kDa a partir de la couche

nacrée de coquilles de juvéniles et d’adultes d’Haliotis rufescens. Ces protéines sont toutes
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deux riches en Asx et Glx, la premicre étant plus acide et la seconde plus hydrophobe. Fu et
ses collaborateurs (2005) ont caractérisé chez la méme espéce une petite protéine acide,
appelée APS8, riche en Asx et Gly, et capable de modifier la forme des cristaux de calcite
précipités in vitro. D’autres protéines acides ont été isolées de la couche nacrée du bivalve
Atrina rigida (Falini et al ., 1996 ; Gotliv et al., 2003). Ces protéines sont capables,
lorsqu’elles sont en contact avec de la chitine et des protéines de soie, de stabiliser in vitro la
formation de carbonate de calcium amorphe (ACC, amorphous calcium carbonate) et
d’aragonite. Une petite protéine hydrophobe riche en Gly, Leu et Ala, appelée P10, extraite de
la couche nacrée de Pinctada fucata, présente une capacité a induire la précipitation du
carbonate de calcium et favorise la formation d’aragonite in vitro (Zhang et al., 2006). Cette
protéine, également testée sur des cultures de cellules humaines (MRC-5 et MC3T3), a induit
une activité ostéoinductrice chez ces cellules. Dernierement, une autre protéine de 40 kDa a
¢té décrite chez la méme espece, N40 (Yan et al., 2007). Cette protéine de la matrice

insoluble, riche en Gly et Ala, est impliquée dans la nucléation de I’aragonite.
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Tableau 7 : les protéines partiellement caractérisées, associées aux coquilles de mollusques
(modifié d’apreés Marin et al., 2008). (C) indique que ces protéines sont associées a la calcite et (A)
qu’elles sont associées a 1’aragonite de la nacre ou de structures lamellaires-croisées (Lam. Crois.).
« Biochim. » et « Biomol. » indiquent que ces protéines ont été caractérisées par biochimie (SDS-
PAGE) ou par biologie moléculaire (transcrit, ADNc), respectivement

Classe Espece Protéine Microstructure Observation Référence
(polymorphe)
Bivalve P. maxima P20 Nacre (A) Biochim.  Bédouet et al., 2001
P. margaritifera  'WSM peptides Nacre (A) Biochim.  Bédouet et al., 2006
P. fucata N40 Nacre (A) Biochim.  Yan et al., 2007
Nacrein-like Nacre (A) Biomol. Norizuki (non publié)
P. maxima Nacrein-like Nacre (A) Biomol. Norizuki (non publié)
P. yessoensis Nacrein-like Nacre (A) Biomol. Norizuki (non publié)
Nacrein-like Nacre (A) Biomol. Norizuki (non publié)
C. nippona Nacrein-like Nacre (A) Biomol. Norizuki (non publié)
Nacrein-like Nacre (A) Biomol. Norizuki (non publié)
C. virginica RP-1 Calcite foliée (C) Biochim. Donachy et al., 1992
A. colbecki RP-1 Calcite foli¢e (C) Biochim.  Halloran et al., 1995
P. nobilis Calprismin Prismes (C) Biochim.  Marin et al., 2007
Caspartin Prismes (C) Biochim. Marin et al., 2005
M. californianus P12, P16 Prismes (C) Biochim..  Weiner, 1983
M. edulis 45-,21-, 5-kDa Nacr. + Prism. (A+C) Biochim. Keith et al., 1993
A. vexillum 55-, 20-, 15-kDa Nacre (A) Biochim. Zhao et al., 2003
A. rigida 30-kDa Nacre (A) Biochim.  Gotliv et al., 2003
P. fucata P10 Nacre (A) Biochim.  Zhang et al., 2006
M. edulis Periostracin Periostracum Biochem. Waite et al., 1979
Gastéro- S. japonica Dermatopontin Lam. Crois. (A) Biomol. Sarashina et al., 2006
pode
M. aureola Dermatopontin Lam. Crois. (A) Biomol. Sarashina et al., 2006
M. aureola Dermatopontin Lam. Crois. (A) Biomol. Sarashina et al., 2006
E. peliomphala Dermatopontin Lam. Crois. (A) Biomol. Sarashina et al., 2006
E. amaliae Dermatopontin Lam. Crois. (A) Biomol. Sarashina et al., 2006
E. herklotsi Dermatopontin Lam. Crois. (A) Biomol. Sarashina et al., 2006
E. brandtii Dermatopontin Lam. Crois. (A) Biomol. Sarashina et al., 2006
E. brandtii Dermatopontin Lam. Crois. (A) Biomol. Sarashina et al., 2006
B. glabrata Dermatopontin Lam. Crois. (A) Biomol. Sarashina et al., 2006
B. glabrata Dermatopontin Lam. Crois. (A) Biomol. Sarashina et al., 2006
L. stagnalis Dermatopontin Lam. Crois. (A) Biomol. Sarashina et al., 2006
L. stagnalis Dermatopontin Lam. Crois. (A) Biomol. Sarashina et al., 2006
L. stagnalis Dermatopontin Lam. Crois. (A) Biomol. Sarashina et al., 2006
S. decorus ACLS40 Lam. Crois. (A) Biochim. Pokroy et al., 2006
H. rufescens APS Nacre (A) Biochim.  Fuetal., 2005
B. glabrata 61-kDa Lam. Crois. (A) Biochim. Marxen et al., 1997
Cépha-  N. pompilius 60-, 32-, 12-kDa Nacre (A) Biochim.  Zhao et al., 2003
lopode

2.7.5 - Quelques remarques
Il est important de noter qu’un grand nombre de ces protéines ont été caractérisées au niveau
de leur transcrit, mais que peu d’entre elles ont été directement observées dans la matrice
organique. Nacrein, N14/N16, Prismalin-14, Dermatopontin, Mucoperlin, AP24 et AP7 sont

les seuls exemples pour lesquels le lien entre le transcrit et la protéine ait été clairement établi.
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Par ailleurs, si nous disposons des séquences de plus de 40 protéines différentes, nous n’avons
qu’une vague idée de leurs fonctions. En effet, les fonctions des protéines décrites a partir de
leurs transcrits n’ont pu étre proposées que par homologie de leur séquence avec des
domaines connus et sans avoir pu pour autant le vérifier expérimentalement. De plus, les
protéines appartenant a la matrice insoluble sont particuliérement difficiles a étudier par les
techniques classiques de biochimie, mais pourraient étre caractérisées a partir de la protéine
recombinante surexprimée et purifiée. Cependant, bon nombre de ces protéines possédent des
sites potentiels de modifications post-traductionnelles (e.g. glycosylation, phosphorylation),
qui, potentiellement, peuvent radicalement changer les propriétés de ces protéines (Hecker et
al., 2003). A ce jour, Dermatopontin de Biomphalaria glabrata est la seule protéine pour
laquelle la fraction glycosidique ait été complétement caractérisée (Marxen et al., 2003). La
localisation de ces protéines au sein du biominéral (Marin et al., 2000) est un autre aspect
fondamental qui permettrait d’intégrer ces protéines dans les modeles de croissance des

biominéraux (voir le modéle nacre).

Nous n’avons pas ici pris en compte les protéines du fluide extrapalléal déja décrites, ainsi
que les autres protéines sécrétées par le manteau (revues in Marin & Luquet, 2004 ; Zhang &
Zhang, 2006 ; Marin et al., 2008). Ces protéines sont potentiellement impliquées (directement
ou indirectement) dans les processus de formation de la coquille, mais dans la plupart des cas
leur rdle reste peu connu. Il est intéressant de noter que, jusqu'a présent, toutes les protéines
du fluide extrapalléal décrites sont différentes de celles observées dans la coquille! Ce résultat
souleve quelques questions quant a I’existence et au role effectif de ce compartiment dans la
minéralisation (Addadi et al., 2005).

D’autres questions restent encore totalement ouvertes. Par exemple, le nombre de protéines
associées aux coquilles et nécessaires a leur formation reste pour 1’instant indéterminé. En
effet, des observations de matrice organique de mollusque sur SDS-PAGE révelent que ces
matrices sont composées de quelques bandes majoritaires et de quelques bandes minoritaires,
parfois confondues dans un nuage de composés non-discrets (Marin et al., 2001). Par ailleurs,
la capacité a visualiser ces macromolécules dépend directement de la technique de coloration
utilisée (voir le chapitre : Matériels et Méthodes) et de la fixation des composés dans le gel
(Gotliv et al., 2003). Killian et Wilt (1996) ont remarqué, en observant la matrice soluble
extraite des spicules des larves d’échinodermes, que les bandes observées en SDS-PAGE se
décomposaient en différentes protéines lorsque la matrice était observée sur un gel a deux

dimensions, révélant ainsi qu’elle était constituée par une cinquantaine de protéines
b
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différentes. A ce jour, une telle observation n’a pas encore pu étre effectuée sur les matrices
des coquilles de mollusque.

La question de la diversité des protéines de coquilles au sein des différents mollusques est elle
aussi ouverte et pour l’instant sans réponse. En effet, depuis 1996 et la premicre
caractérisation de Nacrein, le nombre de types différents de protéines associées aux coquilles
de mollusque ne cesse de croitre. Cependant, il est a noter que plus des 2/3 de ces protéines
proviennent de deux modeles biologiques, I’huitre perliere Pinctada sp. et I’ormeau Haliotis
sp.. On peut se demander si le nombre de familles de protéines de matrice ne pourrait pas
encore croitre avec 1’étude d’autres modeles. En effet, Jackson et ses collaborateurs (2006)
ont récemment caractérisé, par une approche globale analysant des EST, un trés grand nombre
de génes exprimés par le manteau d’Haliotis asinina (dont certains produits de traduction
semblaient étre sécrétés). Ces auteurs ont remarqué que peu de ces protéines présentaient des

homologies avec celles déja observées chez les autres espéces d’Haliotis.

2.8 - Aspects évolutifs
L’origine des mécanismes de la calcification de la coquille des mollusques ainsi que celle des
protéines associées est une question fascinante. La classe des mollusques forme un groupe
monophylétique qui tire son origine du début de I’émergence des métazoaires (Précambrien).
Les observations fossiles relatent la présence d’organismes potentiellement identifiés comme
des mollusques primitifs sans coquille deés 555 M.A. (e.g. Kimberella quadrata ; Fedonkin &
Waggoner, 1997). Cependant, des évaluations de 1’ancienneté des mollusques, basées sur des
observations de la divergence moléculaire entre les différents métazoaires, dateraient
I’émergence de ce groupe plus profondément encore dans le Cambrien. Quoi qu’il en soit, il
est intéressant de noter que I’apparition de la coquille chez les mollusques remonte au début
de la radiation des eumollusques a plus de 545 M.A.. Cette période correspond a la ‘fameuse’
explosion cambrienne de la diversit¢ des métazoaires et elle a vu I’émergence et la
diversification précoce des grandes familles de mollusques a coquilles, les conchiferes (Figure
15). Ce point parait essentiel quant a 1’¢laboration d’un scénario évolutif des mécanismes de

mise en place de la calcification dans ce phylum.
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Figue 15 : Origine de la minéralisation et phylogénie du phylum des mollusques (modifi¢ d’apres
Marin et al., 2008). Dans la phylogénie proposée par Brusca & Brusca (1990), les solénogastres et les
caudofovéates occupent une position basale au sein du groupe. Le noeud 1 correspond a 1’apparition du
sous-phylum des eumollusques et le nceud 2 a celle de la super-classe des conchiféres, les mollusques
a coquille vraie. A I’exception des scaphopodes, dont les premiers enregistrements fossiles remontent
a 450 M.A., tous les eumollusques ont émergé¢ au Cambrien, les monoplacophores et les bivalves
émergeant en premier lors de I’explosion cambrienne de la diversité des métazoaires.
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D’un point de vue embryologique, physiologique et structural, les coquilles des conchiferes
(monoplacophores + gastéropodes + céphalopodes + bivalves + scaphopodes) sont des
structures homologues. La mise en place de la coquille se produit des les premieres étapes du
développement larvaire, elle est sécrétée dans tous les cas par le méme tissu, le manteau
calcifiant, et les organisations structurales et microstructurales des coquilles des adultes sont
trés semblables. Aujourd’hui, I’hypothése de ’origine unique des coquilles de ces différents
mollusques est largement acceptée et aucune donnée ne semble la contredire. Le paragraphe
suivant s’efforcera de présenter les différents arguments permettant d’affirmer ou d’infirmer
cette hypothese.

L’hypothése de 1’origine unique des coquilles des mollusques provient de 1’observation des
fossiles. La description des échantillons les plus anciens a montré que, dés leur origine, les
coquilles de mollusque présentaient des structures complexes et variées. Il est important de
remarquer que les microstructures prismatiques et probablement aussi nacrées étaient
présentes dés le Cambrien (Feng & Sun, 2003). Ces observations suggerent que les
mollusques ont rapidement exploré les possibilités génétiques permettant la construction

optimale des coquilles et que les structures nacrées et prismatiques (entre autres) sont des
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structures efficaces particulie¢rement contraintes par I’évolution. En particulier, la nacre
constitue un exemple frappant de structure stable et pérenne (voir paragraphe suivant). Si I’on
considére que les différents types de nacres observés chez les bivalves, les céphalopodes, les
monoplacophores et les gastéropodes sont des structures homologues, on pourrait s’attendre a
ce que les outils moléculaires nécessaires a leurs formations (e.g. les protéines des matrices
calcifiantes) soient eux aussi homologues, mais ce point reste encore a démontrer. Marin et
ses collaborateurs (1999) ont observé, dans une étude sérologique des matrices des coquilles
de différents mollusques, que ces matrices présentaient une réactivité croisée interclasse qui
ne semblait €tre liée ni aux microstructures, ni a la phylogénie. Ce résultat suggere cependant
la présence d’épitotes communs entre les matrices coquilliéres de certains groupes étudiés.

L’analyse des séquences de protéines de coquille n’a pas permis pour ’instant de distinguer
clairement « une boite a outils » moléculaire commune aux différentes familles de mollusques
ou aux différentes microstructures. En effet, on peut s’étonner que Dermatopontin, protéine
majoritaire de la matrice de Biomphalaria glabrata, essentielle a la formation de sa coquille,
n’ait pu étre détectée dans la matrice des Haliotis sp., et ce malgré le nombre d’études portées
sur ce dernier modele (Jackson et al., 2007). Une étude phylogénétique de cette protéine a
suggéré qu’elle avait été recrutée deux fois et de fagon indépendante comme protéine de
matrice coquilliére chez les gastéropodes d’eau douce, au Carbonifére et au Tertiaire
(Sarashina et al., 2006). 11 est toutefois possible que ce gene n’ait été recruté qu’une seule
fois, mais qu’il ait pu étre « délaissé » ultérieurement par certains organismes. Parall¢lement,
une protéine de nacre, homologue a Nacrein de Pinctada sp., a récemment été décrite et
séquencée chez le gastéropode Turbo marmoratus (Miyashita et al., 2003). Ce résultat isolé
reste cependant a confirmer. Quoi qu’il en soit, il semble que le cocktail de protéines sécrétées
pour former la coquille subisse une pression de sélection moindre que celle a laquelle on
aurait pu s’attendre (compte tenu des données relatives a la conservation des microstructures).
Marin et ses collaborateurs (2008) ont proposé qu’au moins une partie des génes codant pour
les macromolécules des matrices coquilliéres pourrait étre sujette a une évolution « rapide »,
comme semble le montrer 1’é¢tude du transcriptome de cellules du manteau calcifiant

d’Haliotis asinina (Jackson et al., 2006 ; 2007).
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3 — La biominéralisation de la nacre
3.1 - Répartition de la nacre dans le phylum des Mollusca

La nacre est une microstructure, exclusive des coquilles des mollusques, qui est souvent
considérée comme primitive (Kouchinsky, 2000 ; Checa et al., 2006) ; les enregistrements
fossiles font état de sa présence des le début de I’apparition de la coquille des mollusques au
Cambrien. La nacre est présente chez des représentants actuels des bivalves, des gastéropodes,
des céphalopodes et des monoplacophores. Chez les bivalves actuels, on retrouve la nacre
dans les coquilles de certaines espéces appartenant a quatre sous-classes: les paléotaxodontes,
les ptériomorphes, les paléohétérodontes et les anomelodesmata (Taylor et al., 1969 ; Taylor,
1973). Alors que la nacre était présente dans la coquille d’un grand nombre de taxons fossiles
de céphalopodes aujourd’hui éteints, désormais on la retrouve exclusivement chez les
nautilidés. Chez les gastéropodes, la nacre est présente dans certains taxons des
paléogastéropodes, tels les trochidés ou les haliotidés (Ponder & Lindberg, 1997). La nacre
est également observée dans les coquilles des monoplacophores. Chez ces derniers, la couche
nacrée occupe une position médiane dans la coquille, contrairement a celle de toutes les autres
classes de mollusques chez lesquelles cette couche est située en position interne. Notons la
présence d’une structure calcitique analogue a de la nacre dans le squelette d’un phylum de

bryozoaires (Weedon & Taylor, 1995).

3.2 - Généralités/description

La nacre constitue un modele de choix pour I’étude de la biominéralisation. Les raisons d’un
tel intérét sont multiples : ses remarquables propriétés mécaniques et plastiques, son succes
évolutif au sein des mollusques, son apparente simplicité structurale ainsi que certaines
considérations d’ordre économique. En effet, ce biomatériau est 1’objet d’une grande quantité
de travaux de recherche dans des disciplines trés diverses : physique structurale (Lin et
Meyers, 2005), climatologie (Ricken et al., 2003 ), ingénierie (Sellinger, 1998), chimie
(Addadi et al., 2008), écologie (Ravera et al., 2003), biologie évolutive (Kobayashi, 1991) ou
médecine thérapeutique (Atlan et al., 1997).

A macro-échelle, on reconnait souvent la nacre par son aspect iridescent caractéristique, mais
le terme de « nacre » désigne exclusivement un type de microstructure bien défini. Les
couches minérales nacrées se distinguent a micro-échelle par la présence d’une superposition
réguliére de couches de tablettes d’aragonite coalescentes, mesurant 0,5 um d’épaisseur
chacune (Figure 16), recouvertes d’une fine couche organique de 20 nm d’épaisseur, le tout

formant une structure compacte d’une apparente simplicité. Les tablettes peuvent étre de

58



Chapitre I: Revue des connaissances

formes hexagonales, rectangulaires ou arrondies et semblent se comporter comme des

monocristaux.

Figure 16 : La nacre d’Haliotis sp. (modifi¢ d’aprés Lin & Meyers, 2005 (A,B) ; et observations
personnelles (C)). A) Représentation schématique de ’empilement des tablettes de nacre (épaisseur
0,5 um ; largeur 20 um). Les tablettes de nacre croissent dans un premier temps majoritairement selon
I’axe c, puis uniquement selon les axes a et b ; B-C) Observations au MEB de I’arrangement des
tablettes de nacre mature sur cassure fraiche de coquille, en vues intérieure et transversale,
respectivement.

A c

3.3 - Les deux types de nacres

On distingue classiquement deux types de nacre résultant de modes différents d’agencement
des tablettes entre elles : la nacre en mur de brique (« sheet nacre »), présente chez les
bivalves et les monoplacophores, et la nacre columnaire (« columnar nacre ») présente chez

les gastéropodes et les céphalopodes (Figure 17).
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Figure 17 : Structures des deux types de nacre (modifi¢ d’aprés Nakahara, 1991 (E-F) ; Marin et
al., 2008 (A-D)).. A-B) Observations au MEB de la couche nacrée sur cassure fraiche de la coquille
d’un bivalve, en vues oblique et transversale, respectivement ; C-D) Observations au MEB de la
couche nacrée sur cassure fraiche de la coquille d’un gastéropode, en vues oblique et transversale,
respectivement. Les barres d’échelle représentent 10 um ; E) Représentation schématique du modeéle
de la nacre en mur de brique des bivalves ; F) Représentation schématique du modele de la nacre
columnaire des gastéropodes. Notons que ces modeles, adaptés a partir d’observations au MET sur
coupes de coquille décalcifiée, d’apres les travaux de Nakahara (1991), ne prennent pas en compte la
présence de pores dans la matrice interlamellaire, la zonation de la nacre au sein des tablettes, ou
I’existence d’une fine couche de carbonate de calcium amorphe autour des tablettes. Les abréviations
sont: E, épithélium calcifiant ; M, couche de matrice organique ; Mf, couche de matrice organique en
formation ; Cr, cristaux d’aragonite ; S, sommet du dernier cristal en formation.
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La nacre des bivalves présente des tablettes qui sont co-orientées selon les axes a, b et ¢ ;
I’axe c étant perpendiculaire a la surface des tablettes et I’axe b étant paralléle a 1’axe de
croissance de la coquille (Checa et al., 2006). Dans la nacre du second type, celle des
gastéropodes et des céphalopodes, les tablettes semblent alignées et croissent les unes sur les
autres formant ainsi des piles de cristaux (Lin & Meyers, 2005). Les tablettes de la méme pile
sont toutes co-orientées selon 1’axe ¢, mais les tablettes des piles adjacentes ne partagent pas
la méme orientation selon les axes a et b. Il semble que ces deux types différents
d’agencement des tablettes de nacre résultent de mécanismes de nucléation et de croissance
des tablettes bien distincts, décrits sur les Figures 18 et 19. Ces modeles synthétiques,
¢laborés a partir de 1’observation de la nacre en formation et de la nacre mature, reposent sur
des principes de nucléation différents pour les deux types de nacres, mais permettent assez

bien d’expliquer leurs différences d’organisation structurale. Notons cependant, que malgré
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ces différences, les tablettes de nacres présentent, dans tous les cas, une remarquable
régularité en épaisseur (0,5 um), en largeur (10 um) et qu’elles sont toujours enrobées d’une

matrice organique mesurant 20 nm d’épaisseur.

Figure 18 : Formation de la nacre en mur de brique des bivalves (modifi¢ d’aprés Rousseau et al.,
2005). A) Observation au MEB de la zone de croissance de la nacre en mur de brique, en vue interne.
Les nouvelles tablettes se forment par hétéro-épitaxie au niveau de la limite de séparation des tablettes
de la couche inférieure, lorsque ces dernieres deviennent coalescentes. B) Modele de la séquence de la
formation de la nacre en mur de brique. (1) Mise en place de trame organique (zone grisée), (2)
nucléation des nouvelles tablettes et croissance majoritairement selon 1’axe c¢ (3) croissance
concentrique des tablettes selon les axes a et b uniquement, (4) les tablettes se rejoignent, deviennent
coalescentes et prennent leur forme polygonale, (5) nacre mature.
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Figure 19 : Formation de la nacre columnaire des gastéropodes. A) Observation au MEB de la
zone de croissance de la nacre columnaire sur cassure fraiche, en vue oblique. Les nouvelles tablettes
se forment sur la couche supérieure, formant ainsi des empilements. B) Modé¢le de la séquence de la
formation de la nacre columnaire. Les nouvelles tablettes se forment par des ponts minéraux qui
diffusent au travers de la couche organique poreuse (modifi¢ d’aprés Lin & Meyers, 2005).
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3.4 - La matrice organique de la nacre
La matrice organique de la nacre représente entre 1 et 5% de la masse totale du biominéral
(Hare & Abelson, 1965 ; Goffinet & Jeuniaux, 1979). La trés grande majorité des
informations concernant la composition de cette matrice provient de 1’analyse du produit
d’extraction obtenu par décalcification du biominéral mature. Au sein des tablettes de nacre,
la matrice organique est localisée autour des tablettes, on parle de matrices intra- et inter-
lamellaires, mais aussi a I’intérieur du biocristal, on parle alors de matrice intra-cristalline

(Figure 20).
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Figure 20 : Organisation de la matrice organique au sein de la couche nacrée. Observations au
MEB (A-B), au MET (C) et au cryo-MET (D) de la couche nacrée en vues transversales (modifié
d’aprés Nakahara, 1991 (C) ; Clark, 1999 (B) ; Levi-Kalismann et al., 2001 (D) ; et observations
personnelles (A)). A) Cassure fraiche, sans traitement ; B) Lame mince polie d’une coupe transversale
de coquille, apres décalcification compléte de la phase minérale a I’acide acétique. Seules subsistent
une couche organique inter-lamellaire continue (ici horizontale, 0,1 um d’épaisseur), qui sépare les
différentes couches adjacentes de tablettes de nacre, ainsi qu’une fine couche organique (ici verticale,
0,02-0,05 wm d’épaisseur) qui sépare les tablettes contigués de la méme couche. C) Observation d’une
coupe fine de la zone de croissance de la nacre aprés décalcification, la zone claire correspondant a
I’emplacement du minéral avant décalcification. On distingue les différentes couches de la matiere
organique (A, emplacement du minéral ; E, enveloppe organique péri-tablettaire ; Ch, chitine ;
S, couche organique inter-lamellaire ; F, fenétre dans la couche organique inter-lamellaire) ; D)
Observation de la couche organique inter-lamellaire apres décalcification. On distingue une zonation
au sein de cette couche organique chitino-protéique.

Des travaux pionniers d’observation de la nacre au microscope électronique a transmission
ont montré qu’une matrice organique délimitait les différentes couches de nacre (Bevelander

& Nakahara, 1969). Cette couche organique de 20 nm d’épaisseur détermine les limites
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inférieure et supérieure des tablettes. Ces auteurs ont également observé qu’une fine couche
organique séparait les tablettes de nacre adjacentes de la méme couche (matrice intra-
lamellaire). Des analyses de la composition en acides aminés ont dévoilé que la matrice
entourant les tablettes de nacre était riche en Ala et Gly (Grégoire, 1972). Cette composition
particuliére confére a cette matrice des propriétés d’hydrophobicité semblables a celles des
protéines de soie des arthropodes. Des travaux d’observation des tablettes, apres différents
traitements chimiques, ont permis a Weiner (1979) de montrer que la matrice organique
présente a la surface des tablettes était essentiellement composée de glycoprotéines acides.
Notons qu’a ce jour, les protéines extraites de la nacre n’ont présenté que des p/ faiblement
acides, comparativement a celui des protéines extraites des couches calcitiques (Figure 14).

Crenshaw et Ristedt (1975) ont mis en évidence une zonation des tablettes de nacre. Ils ont
observé au centre des tablettes la présence de polysaccharides sulfatés et de protéines acides
probablement impliqués dans la nucléation des tablettes (Figure 21). Mutvei (1980) a décrit
une zonation circulaire au centre des tablettes, suggérant que leur croissance pourrait étre
concentrique. Il a également mis en évidence une sectorisation des tablettes de nacre en quatre
parties. Parallelement, différents travaux ont démontré que la chitine (Goffinet & Jeuniaux,
1979) et tout particuliecrement la f(-chitine (Weiner & Traub, 1980) était un composé

important de la matrice organique de la nacre chez la majorité des especes étudiées.
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Figure 21 : Organisation de la matrice organique de la couche nacrée. Observations au MEB
(A), au microscope optique (B), a PAFM (C) et au cryo-MET (D) en vues internes (modifi¢
d’aprés Blank er al., 2003 (B) ; Bruet et al., 2005 (C) ; Nudelman et al., 2006 (A,D)). A) Zone de
croissance d’une couche de nacre de bivalve ; B) Lamelle de nacre mature décalcifiée, observée au
microscope a force atomique. On distingue les filaments chitino-protéiques de la matrice intra-
lamellaire, formant un maillage autour de chaque tablette ; C) Lamelle de nacre observée a I’AFM.
Notons la présence d’une zonation des tablettes qui apparaissent constituées d’une zone centrale plus
riche en composés organiques ; D) Lame mince de nacre fixée/décalcifiée, découpée selon un plan
paralléle a ’axe de croissance de la couche nacrée, aprés coloration a I’aminoacridone. Ce traitement
permet de visualiser/localiser les groupements carboxyliques des protéines au sein des tablettes de
nacre. Notons la présence d’une zonation des tablettes qui présentent en leurs centres et leurs
périphéries des zones riches en groupements carboxyliques.

Weiner et Traub (1984) intégrerent ces nouvelles données dans un modele synthétique de la
structure des tablettes de nacres, prenant en compte la présence de chitine, de protéines
hydrophobes de type fibroine de soie et des glycoprotéines acides (Figure 22A). Dans cette
représentation, la couche de chitine est bordée par deux couches de protéines hydrophobes,
elles-mémes cernées par deux couches de protéines acides en contact avec le minéral. Plus
récemment des observations de la matrice inter-lamellaire au cryo-TEM ont permis a Levi-
Kalisman et ses collaborateurs (2001) de constater que cette couche était majoritairement

formée de fibres de chitine qui présentaient une grande organisation structurale (Figure 22B).
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Figure 22 : Modéles schématiques de ’organisation structurale de la matrice organique inter-

lamellaire au sein de la nacre. Notons que ces illustrations ne sont pas dessinées a I’échelle. A)

Modele a cinq couches, d’aprées Weiner & Traub, (1984) ; B) Modéle montrant 1’organisation des

couches de chitine, d’apreés Levi-Kalisman et al., (2001).
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Plus récemment, Addadi et ses collaborateurs (2005) ont proposé un modéle dynamique des

mécanismes de la formation de la nacre. Ces auteurs considérent que, méme si différents

points restent encore indéterminés, il est actuellement envisageable de présenter un scénario

synthétique reprenant les différentes étapes de ce processus (scénario illustré dans la figure

23):

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Les protéines hydrophobes, semblables aux fibroines de soie, forment un gel hydraté
sursaturé en ions, qui pré-remplit le micro-environnement ou la minéralisation va
avoir lieu.

Les fibres de chitine constituent une phase structurale ordonnée qui va contraindre
’orientation et la mise en place du cristal mature.

Les différents constituants de la matrice se répartissent spécifiquement dans 1’espace
de minéralisation.

Lors de la précipitation des ions, le carbonate de calcium amorphe (ACC) va se former
en premier et ce, de fagon transitoire, avant de se convertir progressivement, par perte
de molécules d’eau, en un polymorphe cristallin plus stable, I’aragonite.

La nucléation se produit au contact de la matrice et la croissance de la phase minérale
cristalline se produit aux dépens de I’ACC.

Durant la croissance du minéral, des protéines acides sont incluses dans les cristaux

du biominéral.
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Figure 23 : Modéle schématique représentant la formation de la nacre, avant et aprés
minéralisation (A & B, respectivement) (modifi¢ d’aprés Addadi et al., 2005). A) L’assemblage de
la trame organique précede le dépdt de la phase minérale. Le micro-environnement de la
minéralisation est un hydrogel de protéines de type fibroine de soie, délimité par deux couches de p-
chitine. Le gel, chargé en particules minérales, est capable d’inhiber la précipitation des ions. Les
protéines de nucléation sont adsorbées sur la couche de chitine inférieure, délimitant les zones de
nucléation (notons que ces zones sont placées différemment dans les deux types de nacre). B) Couche
nacrée minéralisée. La nucléation de ’aragonite est induite par des protéines acides. Au fur et a
mesure de la croissance des tablettes, 1’hydrogel perd des molécules d’eau et les protéines de type
fibroine de soie sont déplacées et concentrées entre les tablettes adjacentes et les couches de chitine.
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Méme si ce modele permet d’imaginer comment se forment les tablettes de nacre, le lien entre
ces mécanismes et les protéines extraites des matrices organiques, reste encore parfois
incertain. A ce jour, trés peu de travaux ont permis de localiser les différentes protéines de
matrice coquilliére au sein du biominéral mature ou des tablettes en formation. Marin et ses
collaborateurs (2000) ont pu montrer que Mucoperlin était présente principalement au niveau
de la matrice inter-tablettaire. Ces auteurs ont suggéré que cette glycoprotéine, semblable a
des mucines et capable d’inhiber la précipitation du carbonate de calcium in vitro, pouvait trés
vraisemblablement étre une protéine de I’hydrogel permettant de controler la précipitation des
ions (Marin et al., 2008). Nudelman et ses collaborateurs (2006) ont pu co-localiser au centre
des tablettes de nacre des groupements carboxyliques, des sucres sulfatés et des protéines

capables de lier le calcium. Ces auteurs ont proposé que des glycoprotéines portant des sucres
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sulfatés et capables de lier le calcium étaient responsables de la nucléation des tablettes
d’aragonite.
Il apparait donc que, dans la grande majorité des cas, le role effectif des protéines extraites

des coquilles dans les processus de minéralisation reste encore énigmatique.

4 — Acquis du chapitre et objectifs de la thése
Dans ce chapitre consacré a la revue des connaissances, nous avons pu décrire la diversité des
biominéralisations au sein du vivant et nous avons tout particuliérement présenté¢ I'une des

structures biominérales les plus étudiées, la nacre des coquilles de mollusques.

Parmi les 60 types différents de minéraux pouvant étre biologiquement formés, les carbonates
de calcium semblent occuper une place toute particuliere. En effet, ce minéral représente a lui
seul 50% des biominéralisations formées a la surface du globe. Parmi les nombreux phylums
d’eucaryotes capables de controler la formation de ce biominéral, les mollusques constituent
un exemple fascinant a de nombreux égards. Apparu probablement durant le Paléozoique, ce
taxon a acquis dés le début du Cambrien la possibilit¢ de former une structure calcifiée
particulierement remarquable, la coquille. Ce squelette externe calcifié est organisé en une
superposition de couches minéralo-organiques de structures et de compositions différenciées.
Parmi ces différentes couches, la nacre constitue un modéle de choix pour I’étude des

biominéralisations.

La nacre est apparue chez les mollusques au cours du Cambrien et a connu un certain succes
évolutif. Aujourd’hui, on observe des couches nacrées dans les coquilles de différents
représentants des monoplacophores, des céphalopodes, des gastéropodes, mais aussi des
bivalves. La nacre est un matériau biocomposite formé sous controle biologique d’un tissu
minéralisateur, le manteau. Lors de la précipitation des cristaux de carbonate de calcium, de
nombreuses macromolécules participant a 1’édification de cette structure sont intégrées dans
le biominéral. Le biominéral formé est donc une structure hautement organisée aussi bien a
micro- qu’a nano-échelle. La couche nacrée est composée a 95-99% de minéral, 1’aragonite,
et de 1-5% de matériel organique précisément répartis dans et autour des cristaux et
comprenant essentiellement des protéines, des glycoprotéines et des polysaccharides dont la
chitine. On pense que ces composés organiques sont aussi bien impliqués dans la structure du
biominéral que dans les processus de sa formation. La majorité des informations que nous

possédons sur ces mémes macromolécules proviennent d’un nombre restreint de modéles
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biologiques, principalement le bivalve ptériomorphe du genre Pinctada et le gastéropode du

genre Haliotis.

Il parait intéressant de se demander si les différentes nacres, apparemment trés conservées par
I’évolution, constituent des structures homologues et si leurs mécanismes de formation sont
les mémes chez les différents groupes de mollusques nacrés.

Dans cette optique, nous étudierons et caractériserons, dans ce travail, les matrices organiques
associées aux couches nacrées de coquilles de deux modeles biologiques peu étudiés a ce jour
dans cette perspective : le bivalve (= lamellibranche) Palacoheterondonta Unio pictorum et le
céphalopode Nautiloidae Nautilus macromphalus , dont les positions taxonomiques
respectives paraissent propices a une comparaison avec les deux modeles mieux connus,
précédemment cités. Ce travail se positionnera dans I’optique de déterminer si les pressions
de sélection qui s’expriment sur les protéines minéralisantes des coquilles de mollusques sont
aussi importantes qu’on aurait pu I’imaginer, compte tenu de la remarquable conservation de
cette structure au sein du phylum. Est-ce que la pression de sélection, qui s’est exercée tout au
long de I’histoire de cette microstructure coquilliére trés conservée, s'applique plutdt sur le
produit final, la coquille et/ou la microstructure du biominéral, ou alors sur I’ensemble ou

certains des génes/protéines qui sont impliqués dans sa formation ?
Enfin, dans un but comparatif et évolutionniste, nous confronterons en derniére partie de ce

manuscrit nos données a celles obtenues chez d’autres lophotrochozoaires a coquille calcifiée

(« out-group »), les brachiopodes Rhynchonelliformea.
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Chapitre I1: La biominéralisation de la coquille chez Unio pictorum

La biominéralisation de la coquille chez Unio pictorum

1 - Introduction

1.1 - Description, biologie et cycle de vie
Unio pictorum (Linné, 1758) est un mollusque bivalve d’eau douce, appartenant a la sous-
classe des Palaeoheterodonta et a ’ordre des Unionoida. Cet animal est considéré comme une
espece courante des cours d’eau européens et de 1’ouest de 1’ Asie, des travaux font état de sa
présence dans de nombreux fleuves, dans des cours d’eau plus modestes, des canaux et méme
des lacs. U. pictorum est également trés courant en région Bourguignonne, puisqu’il peut étre
retrouvé aussi bien dans le canal de Bourgogne que dans des rivieres comme 1’Ouche, la
Vouge ou la Seine. Il partage le nom commun de « moule d'eau douce » avec d'autres
membres du genre Unio. On lui donne aussi le nom plus spécifique de « mulette des
peintres », ou « unio des peintres », en référence a 1’utilisation de sa coquille par les peintres
pour mélanger les pigments.
Comme chez tous les bivalves (= lamellibranches), le corps mou de cet invertébré est
recouvert d’une coquille calcifiée, composée de deux valves (reliées par un ligament en
position dorsale) plus ou moins symétriques pouvant s’ouvrir et se fermer, laissant dépasser
les siphons inhalant et exhalant par lesquels I’animal aspire puis rejette I’eau pour se nourrir et
respirer. Cet animal aquatique a respiration branchiale crée un courant d’eau autour de ses
branchies grace a la multitude de cils vibratiles qui les recouvrent. L’animal utilise également
ce courant pour aspirer les micro-organismes planctoniques dans sa cavité palléale et les
piéger sur un tapis muqueux qui recouvre les branchies. Les particules alimentaires, engluées
dans le mucus, transitent alors vers I’estomac ou elles seront broyées par une tige cristalline.
Contrairement aux moules marines comestibles du genre Mytilus, U. pictorum ne possede pas
de byssus pour s’ancrer sur un support, mais un pied bien développé qui lui permet de se
déplacer et de s’enfouir dans le sédiment. La Figure 24 présente ’anatomie interne d’un
Unoinoidae. Notons que, contrairement aux autres classes de mollusques, les bivalves ne
posseédent ni téte, ni pharynx, ni radula. Le corps est complétement enveloppé dans le manteau
qui sécrete la coquille de I’animal. Les deux valves sont reliées par un ligament dorsal et deux
muscles adducteurs assurent la fermeture de la coquille. La charniere, la zone de jointure entre
les deux valves, constitue un caractere morphologique important dans la détermination
taxonomique des bivalves. La charniere des Palaeoheterodonta présente des caractéristiques

« modernes » qui la font ressembler a celle des hétérodontes.
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Figure 24 : Anatomie d’un Unionoidae (modifié¢ d’apres Ellis, 1978).

Vue latérale de 1’animal en entier (gauche) et section transversale (droite) ; bex, branchie externe ; bin,
branchie interne; cq, coquille ; cr, crochet ; lg, ligament; mu, muscle ; man, manteau, mv, masse
viscérale ; pd, pied ; sex, siphon exhalant ; sin, siphon inhalant.

Les adultes d’Unio pictorum peuvent vivre plus de 20 ans et atteindre pres de 15 cm de
longueur (Aldridge, 1999). Les Unio sont gonochoriques. Leur période de reproduction a lieu
a la fin du printemps. Les males émettent leurs gametes directement dans I’eau a proximité
des femelles qui les aspirent par leur siphon inhalant pour féconder leurs nombreux ceufs. Les
ceufs sont incubés par la femelle dans la cavité palléale. Apres 1'éclosion, les larves sont
rejetées dans le milieu. La suite du cycle de vie des Unionoidae présente quelques singularités
(Figure 25). En effet, les larves glochidies exigent pour se développer de s'enkyster dans les
branchies (essentiellement) d'un poisson qui les aura ingérées. Une fois bien fixées, les
glochidies vont se nourrir pendant 4 a 9 mois du sang qui transite abondamment dans les
branchies de I’hote. Cependant, il semblerait que ce type de parasitisme ne nuise que tres
modérément a 1’h6te qui peut porter plusieurs dizaines de larves par lamelle branchiale.
Notons qu’en plus de fournir de la nourriture a la larve, cette stratégie permet a I’espece de
coloniser rapidement de nouveaux milieux. En contrepartie, cette association implique que,
pour perdurer, les especes de moules d’eau douce ont besoin nécessairement d’un hote
poisson.

A la métamorphose, le jeune Unio atteint sa forme définitive (mais d'une taille minuscule),
quitte son hote et tombe sur le fond ou il poursuit son développement et entame son nouveau
mode de vie de filtreur. Durant toute leur vie, ces animaux vont filtrer I’eau, avaler les
particules alimentaires, mais aussi accumuler dans leurs tissus des métaux et des polluants.
Pour ces raisons, les moules d’eau douce servent couramment de bio-indicateurs de pollution

des cours d’eau (Ravera et al., 2003).
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Figure 25 : Cycle de vie d’un Unionoidae (modifi¢ d’aprés Cummings & Mayer, 1992).
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1.2 — Phylogénie et position taxonomique
Unio pictorum appartient a I’'une des cinq sous-classes qui constituent la classe des Bivalvia
(= Lamellibranchia), celle des Palaeoheterodonta (Figure 26). Ce taxon est constitué¢ de 848
especes actuelles, regroupées en deux ordres : les Trigonioida, qui comprennent six especes
exclusivement marines, présentes dans les eaux c6tieres ou saumatres du Pacifique Sud, et les
Unionoida, qui constituent un groupe monophylétique regroupant I’ensemble des « moules
d’eau douce » (842 spp.) présentes dans les six régions €cologiques (Neartica, 302 spp. ;
Neotropica, 172 spp. ; Afrotropica, 85 spp.; Paleartica, 42 spp.; Indotropica, 208 spp. ;
Australasia, 33 spp.). Ces différentes régions comportent toutes des lignées endémiques,
suggérant que les époques de divergence entre les peuplements remontent a I’époque (fin du
Trias) ou la Pangée s’est séparée pour former les continents actuels. Notons que d’autres
bivalves non Unionoida peuplent également les cours d’eau du globe (endémiques ou non),
mais ces especes (e.g. Dreissena sp. ou Corbicula sp.) appartiennent aux Heterodonta et

n’entrent pas dans la dénomination « moules d’eau douce » (également appelées naiades).
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Figure 26 : Arbre phylogénétique des Bivalvia (= Lamellibranchia) (modifié¢ d’aprés Adamkewicz
et al., 1997). Notons que, d’apres cette étude, les Pteriomorphia constituent un groupe paraphylétique.

Les Unionoida représentent un groupe taxonomique composé de 842 especes réparties sur
tout le globe (sauf les régions glacées), dont 1’origine remonte a plus de 200 M.A.,
probablement au cours du Trias. Ce taxon exclusivement dul¢aquicole est depuis peu le centre
d’intérét de nombreuses €tudes macro-évolutives, retracant les différentes hypotheses de

colonisation des bassins continentaux (Graf, 2001 ; Graf & Cummings, 2006).

Figure 27 : Arbre phylogénétique des Palaeoheterodonta (Modifié d’apres Graf, 2001).
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Le genre Unio est composé de sept especes biologiques différentes présentes en Europe.
Notons que la multiplicité des descriptions de ces especes au cours des siecles passé€s a donné
lieu a de nombreuses synonymies. En effet, on peut dénombrer pres de 125 dénominations
différentes décrivant Unio pictorum et ses sous-especes. La grande plasticité phénotypique de
la forme des coquilles, ainsi que le nombre tres réduit de caracteres morphologiques
permettant de discriminer les différents especes, expliquent en partie 1’abondance de ces

synonymies.

1.3 — Description de la coquille
Chez certains Unionoidae, la forme de la coquille peut présenter un léger dimorphisme sexuel,
les femelles possédant souvent une caréne dorsale plus prononcée, mais cette éventualité n’a,
a ce jour, pas €té testée chez U. pictorum. L’épaisseur de la coquille peut €tre mise en relation

avec I’écologie de I’animal ou la composition chimique de I’eau (Rhoads & Lutz, 1980).

Figure 28 : La coquille d’Unio pictorum. Valve gauche et valve droite en vue externe et interne,
respectivement.
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L'examen de la surface externe des valves révele trés souvent des bandes paralleles a la

bordure de la coquille. Ces bandes peuvent étre de deux catégories: des bandes larges et
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sombres, régulicrement espacées ou des bandes plus fines et plus discretes, dont I’espacement
relatif est plus irrégulier (Figure 28). La signification et la formation de ces bandes sont
reliées aux différentes périodes de croissance de la coquille. Chez tous les bivalves, la
croissance de la coquille est continue et se déroule durant toute la vie de I’animal, constituant
une archive des événements qu’il a vécu (Ravera et al., 2003 ; Ricken et al., 2003).

La coquille se forme des les premiers stades de développement de la larve glochidie. Cette
« premiere coquille » est majoritairement formée de composés organiques. Chez certaines
especes, la bordure apicale de ces coquilles comporte des crochets servant a I’enkystement de
la larve dans les tissus du poisson hote. A la métamorphose, la coquille devient plus épaisse et
les crochets vont disparaitre, entrainant le détachement de la larve qui va rejoindre le

sédiment.

Figure 29: La coquille d’Urnio pictorum, vue générale et observations au MEB (A-F). A)
Couche prismatique en vue interne. B) Ensemble des couches de la coquille en vue transversale sur
cassure fraiche (C-E, détails). C) Limite entre la couche prismatique et la couche nacrée. D) Couche
nacrée en « mur de briques ». E) Couche nacrée en formation. F) Couche nacrée en vue interne.

78



Chapitre I1: La biominéralisation de la coquille chez Unio pictorum

Comme la coquille de nombreux bivalves, celle des Unionoida est composée de deux couches
minéralisées (la couche externe est prismatique, la couche interne est nacrée). L’ensemble de
ces couches est recouvert d’une couche organique, le périostracum. Cette couche chitino-
protéique sert de support a la croissance de la phase minérale lors de la séquence de formation
du biominéral (Towe & Hamilton, 1968). Notons que chez certaines especes d’Unionoidea, la
couche prismatique est absente. Chez U. pictorum, la coquille est épaisse et présente une
couche prismatique externe réduite au dixieme de I’épaisseur de la coquille. L’épaisse couche
nacrée présente 1’organisation microstructurale classique de la nacre en « mur de briques »

des bivalves.

Contrairement aux coquilles nacro-prismatiques des Ptériomorphia, mais de maniére similaire
a celles de certains gastéropodes et de certains céphalopodes, celles des Unionoida est
entierement aragonitique. C’est en cela qu’on considére que la coquille des Unionoida
présente une texture plut6t primitive car ce caractere est partagé par différentes familles dites
anciennes, dont les Trigoninoida avec lesquels ils forment la sous-classe des

Palaeoheterodonta.

1.4 — Echantillonnage
Les coquilles fraiches d’organismes adultes de 10 a 16 cm de longueur ont été prélévées sur
des moules d’eau douce Unio pictorum collectées dans le canal de Bourgogne, ainsi que dans
la Vouge (Bourgogne, France). Les coquilles ont été¢ méticuleusement nettoyées par un bain
prolongé dans de I’hypochlorite de sodium afin de retirer toutes traces de contaminants
exogenes ou de tissus non calcifiés. Les coquilles ont ensuite été abondamment rincées a 1’eau

déminéralisée, puis séchées, avant d’étre étudiées.

1.5 — But de I’étude
A Dinstar des bivalves Pteriomorphia a coquilles nacro-prismatiques, les Unionoidae
possedent des coquilles dont I’assemblage microstructural est souvent qualifié de primitif.
Cependant, contrairement a celles des Pteriomorphia, leurs coquilles sont entierement
aragonitiques. Une question semble essentielle : est-ce que des microstructures coquillieres
similaires, présentes chez différents taxons, sont produites par un méme systéme
macromoléculaire ? L’exemple de la nacre chez les bivalves (= lamellibranches) semble
particulierement propice a cette étude. La nacre est présente chez certains représentants de

quatre sous-classes de bivalve (Palaeotaxodonta + Pteriomorphia + Palaeoheterodonta +
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Anomalodesmata). Or, toutes les données moléculaires publiées sur la nacre des bivalves
concernent exclusivement les Pteriomorphia (deux genres étudiés, Pinctada et Pinna).

Aucune donnée concernant les trois autres sous-classes n’est a ce jour disponible.

Notre travail a pour but de caractériser, par des techniques de biochimie, les différents
constituants de la matrice calcifiante extraite de la coquille du bivalve Unionoida, Unio
pictorum. 11 s’agit de savoir si les différents constituants macromoléculaires qui controlent la
formation de la micro-structure nacrée chez U. pictorum « ressemble » a ceux identifiés chez
d’autres bivalves a coquille nacro-prismatique, en particulier, les bivalves Pteriomorphia, dont
I’huitre perliére Pinctada sp. constitue le modele prédominant, en ce qui concerne I’étude de

la biominéralisation.

Les trois articles de recherche présentés ci-apreés sont consacrés a 1’étude des composés
organiques de la couche nacrée, notamment les protéines et les glycoprotéines. Dans ces
travaux, nous avons souligné I’importance du role de la fraction saccharidique des
glycoprotéines dans les processus de minéralisation de la nacre. Ces articles, présentés ici en
langue anglaise dans leur format de publication ou de soumission, sont précédés d’un résumé

en francais.

Le lecteur trouvera a la suite, quelques résultats complémentaires qui font encore 1’objet
d’études et de travaux d’approfondissement. En fin de chapitre, une conclusion retracera les
résultats majeurs obtenus dans le cadre de cette étude, leurs implications, ainsi que les

questions qu’ils soulévent et les pistes de recherches ultérieures a suivre.
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2 — Calcification in the shell of the freshwater bivalve Unio pictorum, In
Biomineralization: from Paleontology to Materials Science - Proceedings of

the 9th International Symposium on Biomineralization (2007), pp. 273-280.

Résumé

Cette étude vise a ¢lucider la séquence primaire des protéines extraites des coquilles du
mollusque Unio pictorum. Ce bivalve d’eau douce possede une coquille externe calcifiée de
structure nacro-prismatique, qui est exclusivement constituée d’aragonite. La matrice acido-
soluble de la couche nacrée a été extraite et analysée sur gel de polyacrylamide en conditions
dénaturantes. Les cinq composés protéiques majoritaires migrent aux alentours de 95, 50, 29,
14 et 10 kDa, respectivement. Cette matrice présente la capacité a modifier la forme des
cristaux de carbonate de calcium précipités in vitro. Les trois composés de masses
moléculaires les plus importantes sont acides, portent des groupements poly-saccharidiques et
sont capables de lier les ions calcium en solution. Certaines de ces protéines ont été purifiées
par électrophorése préparative. Les propriétés biochimiques de ces composés sont comparées
a celles des autres protéines extraites de la nacre d’autres mollusques, comme Pinctada sp.,

Pinna nobilis, Haliotis sp. et Turbo marmoratus.
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Ed#orial Universitaria, Santiago, Chile, 2007, pp. 273-280.

Calcification in the Shell of the Freshwater Bivalve Unio
pictorum

Benjamin Marie'', Nathalie Guichard’, Jean-Paul Pais De Barros®, Gilles Luquet’
and Frédéric Marin*'
"UMR CNRS 5561 Bioghosciences, University of Burgundy, & Bd. Cabriel, 21000 Dijon, France.

U 496 INSERM, University of Burgundy, ” Bd. Jeanne d"Arc F.2107% Dijon, France.

ABSTRACT

The scope of the present study is to elucidate the primary structure of the shell proteins
of the mollusk Unio pictorum. This freshwater bivalve exhibits an aragonitic shell with
nacro-prismatic microstructures, The acetic acid-soluble matrix of the nacreous layer
has been extracted, and analyzed on standard polyacrylamide gel under denaturing
conditions. Five main proteins can be observed. Their respective apparent molecular
weight is 95, 50, 29, 14 and 10 kDa. The three high molecular weight bands are acidic,
glycosylated and bind calcium in vitro. These proteins are purified by preparative SDS-
PAGE. In addition, these fractions are tested to check their ability to modify the shape
of CaCO, crystals. The biochemical properties of these proteins can be compared to that
of other proteins of nacreous mollusks, such as Pinctada sp., Pinna nobilis, Haliotis sp.
and Turbo marmoratus.

INTRODUCTION

Among metazoans, the shells secreted by mollusks are a remarkable example of
a natural composite biomaterial, synthesized at ambient temperature. Despite
numerous detailed studies carried out on molluscan shell biomineralization,
it still remains obscure how mollusks produce and shape their shells. Various
taxa of mollusks exhibit a shell with a nacreous layer characterized by highly
oriented calcium carbonate crystals of aragonite embedded in a small amount
of organic material (1-5% weight). At macroscale, this matrix is, among others,
responsible for the remarkable fracture toughness of the shell (Weiner, 1986).
At molecular scale, it is mainly constituted of proteins, polysaccharides and
lipids. It has been shown to regulate the crystal nucleation, the crystal size and
morphology, and to act as a growth inhibitor (Weiner and Addadi, 1997).
Recently, a number of shell matrix proteins that are involved in nacre
formation have been characterized among gastropods and bivalves (Marin and
Luquet, 2004). In this latter group, all the molecular data published so far concern
the pteriomorphids. To date, very little is known on the shell macromolecular
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constituents of Paleoheterondont bivalves. Our knowledge is mostly limited to
the extrapallial fluid components (Moura et al., 2000; Lopes-Lima ef al., 2005).
The shell of the Unionidae is indeed entirely amagonitic, and made of two
mineralized layers; the external one is made of prisms, and the internal layer is
nacreous (Checa et al., 2000).

The aim of the present study is to investigate the protein content of nacre
from the freshwater painter’s mussel Unio pictorum.

MATERIALS AND METHODS

Shell matrix extraction

Lake mussels with 10-16 mm of shell length (Fig. 1-1), belonging to the species
Unio pictorum, were collected from the canal of Burgundy (Dijon, France).
The shells were immersed in 1% (v/v) NaClO to remove the periostracum and
superficial contaminants. The shells were mechanically abraded, cleaned and
crushed. The powder of the two aragonitic layers (nacreous and prismatic) or of
the nacreous layer alone was decalcified overnight at 4°C in cold dilute acetic
acid (10% v/v). The entire extract was directly centrifuged at 3900 g (15 min,
4°C). The supernatant solution was filtered (5 pm) before being concentrated
by ultra-filtration (cut-off 10 kDa). The concentrated solution (about 5 mL) was
dialvzed against MilliQ water (3 days) before being freeze-dried and weighed.

Figure 1, Shell of Unio pictorum. 1] General view. 2} SEM internal view of the nacre {scale bar 30

par). 3] Transversal view (scale bar 20 wm). 4) 15'% SDS-PAGE profile of ASM stained by CBB, A

molecular weight markers (116, 97.4, 65, 45, 31, 21, 144 0t 6.5 kDa) ; B : ASM (95, 50, 29, 14 and
10 kDa)
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Mono and two-dimensional PAGE

The macromolecules of the Acido-Soluble Matrix (ASM) were fractionated
by denaturing SDS-PAGE (Mini Protean [II, Bio-Rad). Gels were subsequently
stained by Coomassie brillant blue (CBB), silver nitrate, alcian blue, PAS, “Stains-
All' or blotted on a polyvinylidene difluoride membrane for Ca*-binding test or
for Western blot analysis, as described by Marin et al. (2005). The ASM was
also fractionated on 2-D electrophoresis. The first dimension was performed
by isoelectric focusing in IPG strips (pH 3-10) in presence of ampholytes. The
second dimension was subsequently run under denaturing conditions (4-10%
SDS-PAGE).

Protein purification

The denatured matrix was fractionated on a preparative SDS-PAGE as described
by Marin et al. (2001). Fractions containing purified proteins were detected
immunologically by dot-blot performed with the anti-nacre of P. nobilis matrix
antiserum, The purity of the fractions was assessed on a mini-SDS polyacrylamide
gel, which was subsequently stained with silver nitrate. Fractions of the same
proteins were pooled, thoroughly dialyzed against MilliQ water and freeze-dried.

Protein-calcite interaction test

Synthetic calcite crystals were grown by slow diffusion of ammonium bicarbonate
in 500 ul of 10 mM calcium chloride solution (Albeck er al., 1993) in presence
of different concentrations of ASM (24 h, 4°C). Blank tests were performed
without any macromolecule. Dried crystals were observed by scanning electron
microscopy (JEOL 6400).

REsuLTS

Unio pictorum shell consists of an outer aragonitic prismatic layer and an inner
nacreous layer with the prismatic layer comprising only 10-30% of the total
thickness. Prisms are fibrous polycrystalline aggregates. Transition to nacre is
gradual. In Unionidae, ‘the first nacreous tablets grow by epitaxy onto the distal
ends of the prism fibres’ (Checa, 2000) The inner surface of the nacreous layer
shows a terraced disposition of aragonite sheets, which grow towards the shell
margin. The shape of aragonite tablets is thombic (Fig. 1-2 and 1-3).

The ASM represents 0.04 % of the dry weight of the shells of Unio pictorum,
whereas the acid-insoluble matrix accounts for 0.5 %. SDS-PAGE of the ASM
reveals the presence of 5 prominent components with apparent molecular
weights of 05, 50, 20, 14 and 10 kDa which all stain with CBB (Fig. 1-4). Matrix
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extracted from the two aragonitic layers (prisms + nacre) or from the nacreous
layer alone show similar electrophoretical pattern. This demonstrates that all
five protein bands are present at least in the nacreous layer. No supplementary
major product can be detected with other coloration performed, like the much
more sensitive silver nitrate stain (Fig. 2, lanes B). The 95, 50 and 29 kDa bands
stain with nitrate silver, CBB, PAS, alcian blue, and *Stains-All’ (Fig. 2, lanes B-
F). In addition, they all bind Ca* in vitro (Fig. 2, lane G). These results indicate
that the three high molecular weight proteins are acidic and glyvcosylated, and
additionally, bind calcium ions. In the other hand, the 14 and 10 kDa bands
observed with CBB, do stain neither with alcian blue, nor with PAS. They do
not bind calcium and exhibit a negative staining with silver nitrate and ‘Stains-
All' (not shown). They exhibit biochemical characteristics of acidic proteins
associated with biominerals, as reported by Keith ef al, 1993,

The 2-D electrophoresis profile reveals that bands observed on 1-D SDS-
PAGE gel are composed of numerous isoforms exhibiting various pl (Fig. 3). The
95 kDa-band exhibits 8-9 isoforms, which represent the most acidic pl of the
ASM. On the other hand, the 29 kDa-band seems to be composed of 2 distinct
protein groups, one represented by a single spot with an acidic pl, the other one
composed of four basic spots.

The in vitro crystallization of calcium carbonate shows that the morphology
of the crystals is dramatically modified when ASM is added to the medium (Fig.
4). In a blank experiment without any protein added, the crystals obtained are
rhombohedric with smooth surfaces. The effect of ASM starts to be apparent at
concentrations of 5 ug/ml. At this concentration, the crystals produced have a

A
E—

» - —

e S —

» - -
—

G

*

» —

2 Ik
P

»

Figure 2: SDS-PAGE 12% A] Molecular weight markers (116, 97.4, 65, 45, 31 and 21.5 kDa). B-
G1 Unio pictorum ASM. A and B: Silver staining, (: Coomassie Wue, D: PAS, E: Alcian Blue, F:
‘Stains-All" and G: Autoradiography with €%,
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bigger size. They are characterized by the formation of numerous steps on their
sides. By increasing the ASM concentration to 10 ug/ml, the crystals produced
are bigger and are all polycrystalline. At higher concentration (20 pg/ml), an
inhibiting effect is recorded: the crystals are smaller, less numerous, and exhibit
more complex shapes.

The western blot patterm of ASM obtained with an anti-serum raised against
P. nobilis nacre matrix (Fig. 5), allowed us to perform a large-scale fractionation
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Figure 3; Two-dimensional gel electrophoresis of the ASM (50 ug load/ged

), stained by Coonnassie

Wue (Bio-rad), 3-10 pH and 4-10% polyacrviamide, The first dimension was run with ampholytes

Figure 4: In vitro crystallisation of colcium carbonate with differmmt concentrations of ASM of
Unio pictorum, 1] Blank test. 2) 5 wg/ml. 31 10 pg/ml. 4] 20 pg/mi (scale bars are respectively 20

60, 80 and 20 um)
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Figure 5: Purification of the P25 on 12; SDS-PAGE, silver staining [A, B and C) and Western-biot
with anti-nacre of Pinna nobilis (D and E). A) Molecular weight, B and D) ASM. C and E) P95

of the matrix by preparative electrophoresis and to purify the 95 kDa protein.
When tested again on a minigel in denaturing conditions, the purified product,
provisionally called P95, appears like a single band.

DISCUSSION

The electrophoresis results show the presence of many components in a wide
range of molecular weight, in the nacre ASM. In regard to dye patterns, the
three high molecular weight products are acidic, densely glycosylated, and bind
Ca* in vitro, The biochemical characterization of these proteins is in progress,
in particular, amino acid analysis, N-terminal sequencing, and glycosylation
studies, In parallel, because ASM strongly interacts with CaCO, crystal in
vitro, the purified products will be tested individually, to estimate the relative
contribution of each of them in the modulation of crystal growth.

Former studies showed the existence of glycoproteins in the nacreous laver
of numerous mollusks (Keith ef al., 1993, Marxen and Becker, 1997, Sarashina
and Endo, 1998, Bédouet et al., 2001, Yin et al, 2005). One can suppose
that the contribution of glycans in molluscan shell formation is still widely
underestimated. In our future work, we plan to investigate the role of glycosyl
moieties in the glycoprotein/crystal interactions (Albeck et al., 1996).

The production of a polyclonal antibody raised against the purified 95
kDa protein of the nacreous ASM is in progress. This will constitute a useful
tool for detecting the protein within the shell layers and within the calcifving
epithelium. This antibody will also be used for immuno-screening of a cONA
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expression library (Marin et al., 2003) constructed from mantle tissues. The new
DNA sequences obtained will be compared to those found in pteriomorphid
bivalves, for evolutionary purposes.
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3 - The shell matrix of the Unionoid freshwater mussel Urnio pictorum :
Acidic polysaccharides of matrix glycoproteins involves in mineralization of
nacre. FEBS J. (2007), 2933-2945.

Résumé

Chez les mollusques, les processus de biominéralisation de la coquille sont contrdlés par un
cocktail de macromolécules extracellulaires, qui sont sécrétées par le manteau calcifiant.
Malgré de nombreuses études, ces composés sont essentiellement connus chez les bivalves a
partir de I’étude de quelques espéces appartenant a 1’ordre des ptériomorphes. Dans le cas
présent, nous avons étudié les propriétés biochimiques de la coquille aragonitique du bivalve
d’eau douce Unio pictorum (Paleoheterodonta, Unionoida). L’analyse de la composition en
acides aminés a révél€ la présence d’une quantité importante de résidus Gly, Asx et Ala dans
la matrice acido-soluble, alors que la matrice acido-insoluble est majoritairement composée
de résidus Ala et Gly. L’analyse de la composition en monosaccharides a montré que la
matrice insoluble était constituée en grande partie de glucosamine, le monomere précurseur de
la chitine. De plus, nous avons observé qu’une grande quantité de sucres de la matrice soluble
étaient sulfatés. L’analyse électrophorétique de la matrice acido-soluble par SDS-PAGE en
conditions dénaturantes a révélé la présence de composés macromoléculaires de masses
moléculaires discretes. Les colorations de ces composés au Stains-All, au bleu Alcian, au
PAS, ainsi que l’autoradiographie avec le *Ca a permis d’observer trois composés
majoritaires: trois glycoprotéines sulfatées, poly-anioniques, capables de lier les ions calcium
en solution et de masses moléculaires apparentes 95, 50 et 29 kDa, respectivement. Les
analyses par électrophorése a deux dimensions ont montré que les trois bandes,
provisoirement appelées P95, P50 et P29, étaient composées de plusieurs isoformes qui
présentent majoritairement des points isoélectriques acides. La déglycosylation chimique de
cette matrice a 1’acide trifluorométhane sulfonique a induit une diminution importante de la
masse moléculaire de ces trois compos€s majoritaires, mais a également modifié€ leur point
isoélectrique respectif. Ce traitement a également provoqué la modification de la forme des
cristaux de CaCO, formés in vitro en présence de matrice soluble, et la perte de la capacité a
lier les ions calcium de deux de ces protéines majoritaires (P95 et P50). Nos données
démontrent que les modifications post-traductionnelles - comme la présence de motifs
saccharidiques - peuvent jouer un réle important dans les processus de calcification de la

coquille des mollusques.
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Among molluscs, the shell biomineralizaton s a
performed  extracellularly.
Thas matnx 15 a complex mxture of protans, glyco-
protans, polysacchandes and lipads, whach are secreted
by the mantle calafying epithelium, together wath the

matnx«mechated process,

Abbreviations

Among molluscs, the shell omineralizatson process is controlled by a set
of extracellular macromolecular compoments secreted by the calafyving
mantle, In spite of several studics, these components are mainly known in
bivalves from oaly few members of ptenomorph groups. In the present
case, we investigated the biochemical propertics of the aragonitic shell of
the freshwater bivalve Unido pictorsen (Pakoheterodonta, Unionoida). Ana-
lysis of the amino acd composition reveals a high amount of glycine, as-
partate and alamine in the acxd-soluble extract, whereas the acxd-insoluble
one is nch i alamine and ghyaine, Monesacchandie analysss indicates that
the insoluble matnx comprises a high amount of glecosamine, Further-
more, a high rato of the carbohydrates of the soluble matnx s sulfated.
Electrophoretic analysis of the acd-soluble matnx revealed dascrete bands.
Stuns-All, Alaan Blue, penodic aod/Schifl and auwtoradiography with
“'Ca after electrophoretic separation revealed three major polyamionic cal-
crum-hinding glycoproteins, which exhabit an apparent molecular mass of
95, 50 and 29 kDa, respectively. Two<imensional gel electrophoresas shows
that these bands, provisonally named P95, P50 and P29, are composed of
numerows soforms, the majonty of which have acdic sockcine pomnts.
Chemscal deglycosylatson of the matnx with tnflucromethanesulfonse aad
mduces a drastic shuft of both the apparent molecular mass and the soclec-
inc point of these matnx components. Ths treatment induces also a mods-
fication of the shape of CaCO, crystals grown in vitro and a Joss of the
calaum-binding ability of two of the main matnx proseins (P9S and P50).
Our findings strongly suggest that post-transhational modifications display
unportant functions in molluse shell calafication.

mineral precursors [1). Al these components are
released in the extrapalhal space, where they are sup-
posed to sclf-assemble m an orderly manner. The mat-
rix may have several funchons: it orgamizes spatially a
3D framework, concentrates locally mineral sons above

AM, acd nsoiuble matrag ASM, acd solubie matriy; BCA, bcnchonine acd, C38, Coomasse Brikant Blue, DMB, 1. Sdmetyimethyiene
blue, IEF, soslectric focusing: IPG, immobidaed pH gradent, PAS, penadc scd/Schfl, TRMS, trifluwmometheresuionc soa,
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B. Mane aral
A silver nitrate CBB
kDa MM ASM AIM ASM AIM

HL

11— —

Aoon 00 2000 ™ 2000 Va0G Voo o
Wnarurster fom ')

Ag. 2. Macromolecutar and funcsonal composition of the organc
marix of U pictorum. (A} Bectrophorete analyss of organe frac
Dons Oblaned by decaloMcanon of [ poronem macresus lyens
with 5% acetic aod. 12% SDE/PAGE of the ASM and the AIN.
The AM was suspended n B m wrea (B0 °C, 2 M) tefore elecyo
phorass, MM, molecutar mass markees. (B) Infrared specina of the
ASM and the AL

bands, 1 sdditon to a diffuse pattern made of non-
discrete components (Fig. 2A). The ASM pattern
extubits three mam bands at 95, 50 and 29 kDa wath
both slver nmurate and Coomsssuie Balhant Blue
(CBB). The AIM appears predoounantly as & smear,
with few duscrete then bands, around 90 kDa, whoch
are revealed only with silver mtrate staming, and
around 35kDa, the latter bung stamed only with
CBB.

Charactorization of the abwell matrix of Sreahwatir museel

Fourier transform IR analysis of the ASM
and AIM

The IR absorplion specirn of the ASM and of the
AIM are shown m Fig. 2B. In both extracts, the thack
bend around 3270 am™' 1s attnibuted to the amude A
group (N‘H bound) and two strong IR bands near
1650 and 1540 cm™' were atinbuted to the amude |
(C-O bound) and the anude II (C'N bound) groups,
respectively. This 5 m agreement with the findimgs of
Marxen and Becker [§] for the orgame mainx of Bwo-
mphatarta shell, Inferestingly, 2 strong carboxylate
sbsorption band at 1420 cm™ and an mmportant
carbohydrate band at 1060 cm™' are observed with the
ASM extract, The distnct band at 1200-1250 em™" 15

mamly due {o the sulfate groups, stromgly sugpesting
that polysscchandes are sulfated [17)

Amino acid composition of the ASM and AIM

The total amounts of ammo acds represent 67 and
52% wjw of ASM and AIM, respectively. Table 1A
shows the composiion m amune aads (m mel?%) of
the soluble and the msoluble malnces. Due to the con-
version of anudaled soumo acuds (Asn, Gin) dunag
hydrolyss, one should note that the Asx and Glx res-
dues represent Asan + Asp and Gin + Glu, respect-
tvely. In the ASM extract, Gly, Asx and Ala represeat
promumnent amuno acxis, foliowed by Glx, Ser and Pro.
The three first constitute 40% of the total aouno acid
composition, snd the eight amuno acxis together
(bocause Asx and Gix represent two amuno sads,
respectively), almost two-thards of that composition
The ASM matnx does not seem particulsrdy acidic as
regard to Asp and Glu percentspe (22%). On the other
hand, the composition of the AIM is donunated by
Ala and Gly ressdues, whach, together, represent 29%
of the total composition.

Monosaccharide composition of the ASM
and AIM

The total amounts of neutral and ammo sugars
obtained after tnflucroncetic acd hydrolysis represent,
i each mainx, 3.1 and 2.8% w/w of ASM and AIM,
respectively (Table 1B), However, 1n the case of the
AIM, the standard sugar extraction procedure that we
wsed probably does not release the tolality of the
monosacchandes, Even after the standard hydrolyss
with 2 M tnfluoroncetic acd, we observed an msoluble
remdue that may still contam a hugh amount of carbo-

hydrates. Thus, it 15 bkely that the percentages are
underestimated. Furthermore, a few umdentified peaks
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B. Mane aral

Charactorization of the abell matrix of Srealwater musssl

ClB
kDa ASM
':: ——
Fg. 3. Analyus of U pectorum ASM by gel Fra

woctriophoress. (A) One dimensiongl 12%
potyacrdamide gol secorophoress of ASM,
Under denatunng conamen, afler staneg
with siver narate, CBE, PAS, Alcan Biue,
Suars All and alfter stocadogripty with
4Ca. Servlar aroums of shed rmatx were
analyzed W0 uglane™'l. MM, molecus
ek s markers
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added mmatrix) the pH decreases wathout any tume
lag (spproxumstely &0 s5), corresponding to the rapd
preapitation of icum carbonate (Fig 4). When
ASM was present m the solution, we observed 2 delay
of CaCO; precapetation. The effect of the matrix was
efficent from 10 pg and the delay observed was dose
dependent when 25 or 50 pg of ASM were added.
Above 50 pg, the mhubiion was tolal. We usad poly
Laspartic acd (10 gg) as a positive control of miete.
tion. The result oblained with the matnx of the
U. pectorsen shell 1s consistent with that obtamed from
ivalve nacre extracts [21],

ASM deglycosylation studies

We performed a chenmcal deglycosylaton rather than
an enzymatic one. In our hands, the enzymatic degly-
cosylstion was not efiaent (data not shown). We
assumed that this was due to the lack of sccesuibadity
of enzymatse cleavage sites. As recommended by Edge
et al. [22], the chenncal deglycosylat:on was performed

pH »
4

Sark o Poly-As0 (10 9 |

——dSM (1,100,290 g |
LR

“m R ——
120 300 240 300 0 40 M w0 0

Time {s)

Fig. 4 In wirc nhisition of precpasson of CaCOy by ASM. The oM
of Mo sohmon was recorded as a function of ume, The graph
thows ot ASM sts 1o be effectve at 10pg The delay
observed 18 dose deperdent

at 0 °C, under a nitrogen atmosphere, to preciude pep-
tde bond hydrolyais but allow the removal of most of
the sugars. The tnfluoromethanesulfome acd (TFMS)
deglycosylabon produced a drastic effect on the ASM
(Fig. 5). Thus s parboularly vighle when the samples
were tested on gel (lanes 2-3). We observed a shifl of
the three promment prolems, fowards a lower mole
cular mass: deglycosylated P95 (deg P9S) mugrates al
70 kDa, deglycosylated PSO (deg PS0) at 38 kDa, and

kDa MM 1 2 3 4
116 =
974~ R
65— -
Sl "
3~ -
21— .

Fig. 8. Chermcal degheosytion ssudy of UL piciorum ASM with
TEMS 2 0 *C. Analysis of ASM and fetun deghcosylation on a
CHB swned 12% acrylamide gel Frolen concenyations ware
dererminad with the BCA method, In order 10 adpust ™ concentra
bon and 10 oad the same amount of grotens in Yested and non
reated samples with TEMS: 40 19 of ASM o deg ASM protees
wero loaded. We esamate ™t 256 30% by weight of L. picrorum
ASM s compoted of carbobwirales which e removed with
TAMS. Lane 1, molectfar mass markers, Bne 2, nonmreated ASKM.
une 3, deg ASM leme 4, nontreated fotun & pgl; lene &, dog fetun
5 ugl
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Charecterization of the shell matrix of freshwator mussel

deglycosylated P29 (deg P29) at 23 kDa. Thus corres.
pondds to a 32%, 24% and 24% loss of apparent
molecular mass, respectively. We assume that these
shefls result from optmal sugar removal, snd not pep-
tide bond hydrolysis, because our positive control wath
fetwin mugrates a8 a4 dwscrete band at the expected
moleculsr msss. The shefls suggest that the carbohy-
drate content of the ASM is legher than that measured
by the monosacchanide analyss. The resson of ths dis-
crepancy 18 not yel explamed, but might be related to
the abidity of the standard (nfluorcacetic acad hydro-
lysis to relesse monosscchandes, withoul damsping
them.

Figure 6 shows the different profiles observed for
the ASM before and after deglycosylation, For

A silver nitrate PAS Alciaa Blue
ADa 1 2 1 2 1 2

¢ — ————————— r—————— =
116 =
Ni= - .- .-

.

5
l -

&5

3] -

- -

Ag. 6. Charactenzation of carbohywdraw resdues by chemecal
doglycosyieton of U, petoram ASM followed by staning with poly
aonic dyes and caloum binding test on SDS/PAGE. (A) 10%
SOS/PAGE staned with séver narate, PAS and Alclan Blue. MM,
molecda mass markers. Lane 1, ASM. lanwe 2, deg ASM. B) 12%
SDS/PAGE gels: staneng with Stans AN inght) and aunoradiography
weh *SCa Jofd. CaM, camodulm 15 ugl Lane 1, ASM; kne 2, ceg
ASM. Sarrw amounts of matrs (80 sg) were losded n sach well

98

B Mane aral

acourate companson, we took care to load the gel
anes with the same amounts of ASM. With the
siver stamned gel (Fig. 6A, left), we observed an
attenustion of the stmmng sfler ASM deglycosyla-
ton. With PAS stammg, the decrease of the signal 13
almost complete (Fig 6A, center). The fmnt PAS-
pontive stanung of the three majpor deglycosylated
bands may be explained by the fsct that monocsac-
chardes, whech are directly bound to the peptde
core (N-acetylglucosanmne, N-acetylgalactosanmune on
threomine and srgirune), are anot ceaved by TFMS
[23). Interestingly, we also cbserved & complete loss
of stanmg with Alksan Blue (Fig. 6A, nght), as well
as & colour change with the Stans-All dye (Fig. 6B,
lefl). In particular, the deg-P9S and the deg-PSO
protems staned red after deglycosylation, whereas
the deg-P29 15 stll stamed blue. Furthermore, the
oveday test with “*Ca (Fig. 6B, nght) shows a dra-
matc Joss of mgnal for deg-P9S and deg PS5O, but »
strong signal at low molecular mass, Taken together,
these results demonstrate that the calcvum-banding
abdity 15 carned out by the glywosyl moiweties, for
P9S and PSO, and by the peptide core, in the case
of PD

ASM analysis on 2D gel electrophoresis

Two-dimenmonal gel electrophoresis analyus of the
ASM, before and after deglycosylation, revealed dis
crete spols m both extmacts (Fig. 7). In the native
ASM (Fig. TA), the three pronunent bands are com-
posad of muemerous 1soforms exinixtng vanous woelec
tnc pomts (pl). P35 compases 6-7 isoforms, whach are
focused at acidic pl values m the range 3.5-4.5. On the
other hand, PSO appears to be composed of two dis
tnct protems of neaghbounng molecular mass, whach
aegrate m two clusters, one m the pl range 5-6, and
the other one m the pl mnge 6-7. P29 15 not homogen
eous, bul is composed of a sngle acdic duffuse spot
(with & pl sround $) and a succession of spots, repre-
seating four evenly spaced 1soforms in the pl range
6.5-7.5.

The deglycosylation has a remarkable effect on the
respective positions of the different spots 1 both
dimensmons (Fig 7B): i particular, deg-P9S 1s localized
a3 a single spot around pl 7, which means a pl shufl of
more than three pH umets. Thes result supgests that
P95 spots observed are made with the same aauno said
core beanng vanous glycosylation patterns. The pl
value of deg PSO gamns two pH umits 1 compearnson to
PSO, and deg-PSO nugrates as one custer of two bands
of neaghbourmg molecular mass. For the two popula-
tons of spots that comstitute the deg P29, a shufl
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Charscterization of the abell matrix of Sreahwatir museel

A 3 1EF 0
ADe MM ASM
I
R LR - -
oy
- ' ».
Yt -
— % ~4
o - .
B 3 IEF 10
ADe MM D ASM
FAg. 7. Two amensonal scophoress
anafyss of the effects of the TFMS degiyco e
sylition on UL pkcsorm ASM components e - —
(028 ssamng). (Al Nawve ASM.
) Deog ASM. On the left, mono dmen o -
wonal gals with mokecuda markars VMY ' — -
and navve {4, ane ASM or deglycosyRated o -
ASM @, lane D ASMY, showirg The corres
pordence between the proden bands and e @» . . - -
e 8000, Forty fracrograems of metrices
were kaded on gels. Approdmane pl values
e indiceted 81 e 10p of the 2D geis .

towards basic pl can be observed, although thus is far
less apparent than for P9S and P50. Our dats demon-
sirate that the sugar moseties have an mmportant effect
on the electrophoretse behaviour of the ASM. Qlearly,
the supgar moteties ‘acidfy’ the proteinaceous compo-
neats of the ASM.

Growth of calcite crystals in the presence of
native and chemically deglycosylated ASM

The results of the crystal growth expenment are shown
m Fig. 8, When no matnx 5 added to the sclubon,
calcnem carbonate crystals, oblmined de move by the
sow diffusion method, form thombohedra, typwal of
calaate (Fag. SA). The orysials present smooth surfaces
and sharp edges. The length of thewr edge 15 approxi-
mately SO pm, The effect of ASM starts to become wis-
e at concentrations above 0.5-1 pgmL™’, where
some polycrystaline agzregates are formed. They exha
bit omcrosteps and the development of new faces
(Fig. 8B). At hgher concentrations (5 pgml ™',
Fig. 8C), the size of the crystals produced increases

(typically 70-100 ym) and they are all polycrystaline
aggregates. Al 20 ugmlL™' the sze of the polyerystal.

bkoe sggrepates decresses (asround 20 um, Fig 8D),
whuch suggests that the ASM starts to mbobit crystal
growth,

The results obtamned from the degiycosylated ASM
(deg-ASM) are shown in Fig. SE-H We observed
mportant differences between the two extracts: at
low concentrations of deg-ASM (1 ygmlL™’, Fig SE),
crystals are shightly modified. Higher concentrations
are requred before observing a significant effect (S
pemL™, Fig. 8F) At hugh concentratsons (20 pgml ™',
Fig. 8G H) and contrary to the native ASM, no mhebat-
mg effect is observed, Thas suggests that the sugar moset-
1es are mvolved 1 the inkobition process. One specific
effect observed wath deg-ASM 1s the formation of trun-
cated corners (Fig. SF-H) without any microsiep, In the
present case, these pattems are never observed with un-
deglycosylated ASM,

Discussion

In the preseat paper, we have charactenzed biochem:-
cally the calafyimg matnx assocated with the nacreous
shell layer of the paleoheterodont freshwater bivalve
U. pictorem. As regards the dealafication method

99



Chapitre I1: La biominéralisation de la coquille chez Unio pictorum

Chatuegallzarian = tha ahall nvnts o 1 dasatan nooasd

kowat-ary

By d. S i deone meagdes

Sunail<l oadld<nanl - W AT ed

P 3 b i d ative A7V 0 Lok 950

SHCXZ T NITHCS VNI TEAD N LOIMWOrs rot wrie Loz ugnrl." wala UMM AU ¢TTA ST iun., b Sih O

Tt o vien IR Y B T T b

=
M SN

sred, D nser T ovmarize: T TSt #42, £AT SonLic
sodachilv: ane the ooy, acels acd- seulys The
RS 7. CRTRESS TR T IACRY, [Ty I TP T P L [P R D T
el seluoez vnd ttouaables wevs koo, sspzriezls,
Th ASM s davw e Thy Srcag o
seevnis i Tl Ina s ASM 20 etk ner
s |22) Pas s o0 A o G mesthaes e
e e bewee iy e meehnone sl aniees
[E76) The TR 2ol s Uiz siyme: e o7 el ot
e 2 Cmeidbmes e o GOy el AN et hsloary
s lb 2k ibner Vet g |RTEED Tnieeasi gy, e
ErAt A renpeeshieme 2T 1 ATl BT pererage
caamiolag Thil rpelal My Yesine clod [26] e Man
Qe e a0e e, 300IACY Aaledctrrodeat avaly,
In peracadal SO0 S0 SoWGAEAR ock of Lan
i i 6 wosvival, Gy Al S ool Asa. Sau-
dy: v wore ubioucd sl e awelubl eaicuas
atuces ol 1 vl Laasse, 24 s vy, wlolav
wple lopul, Memntas powpsie |20, oo el e Besb-
weler awesd, Ansebany segave |3) e Lati: Lane
vsay wanlal o L) glavevam

Huweia, O weboslen bolmau @ ostoalbe sau
i wainx s purcly leimacs., R, nlies o
wgws Cen olvovawsst diveoves Juee sageesaod L.,
e st=e Lo meelubl' ciivo ey deosesnclod s o
aqueous @ |1, 1w wiacd ok arsoveln wene kol
T avrnized Fem fem sar anenitay wleiawm o
wearer [T peeviap exwrFapely e ooax o
orrrrs, £ AcMienTy migpend Iy Witrhner [32] T
aroalin cvmar zxz a4 2 phwesaveciaz, vhah oy 2.
2 ha poawing A8 ra e o v anhixded v e
S 21 Tlhe seus’>x Focned e 29 pel and fis ooie

100

[ IR0 7 B |
A HOEAP eIy Y TR0 R T TR 2R T v Y YR IOTRe 7 -

IR RIS & BETI TR | T TGO |

dic pyeoprorcnz iz el emhadded Tetmaen el
Tryerw, wlhiel digpyay a Fumsmenss Sowrion [34] Wa
sxoauznale vssicoz Leel e ool e e eriraac ke,
wooxlrchelvpoarnl Bveoves, Saen Us L Sndurmer,
Fuzless,, olee e plboavw wsud2chelenaan nias 2aln
B T IENT S TR P TS S I NS e (I S SN T8 | T
I1155) Turhamione, iy awew
creshit ez lese [P8) Dol car Iy conznne
dita: nrmshende Sz pblenzl Sen plEsomier®
szl Aaes Tish se® " cenilianny Jhel o'l v el
Grerschoes cre o0 b e o e 2 A8V
weliryl ach T oowes HuTl SHEHT T A IR P
e b a0 W haee w2 astieilal neetes
15.253-27.22.57 . SomLd, Lo sxubt & Jow:: casscly
“3an arlellc-a@onsied LAILS [0 MO cakaun cat-
Zuus e s w w fae pHawcles doo CallOs pie-
asdlebon abaleowe Weste  GE2EZE . Tlad, s
szl L seea vie s owizusc o o U sael Lz
wr et Liarseaiy, Jupl saweaats ol s i
doawiw 2t colh celtewis BUa v woaslviesl Labl-
g Steveesty Loluoiesad i san Jxdiuavss, we e
Aol wshuewen alaussocis Bow gl Newcia kel
RETIREVIPEEPIN I STF JO Ty PAPSIT | SR 0 ARy TOT
Jowsin e U awselaile shell awecive ol cowese
soups o mollasss. sxb ows plecvawspil asaleg
134,27 #12]). sed = propsed o oov crecved e 2D
atnrearrrion o5 Ow mnte [3 Ty a2 noa'vres, suee
At miae 1 rea e d ueen vacartizd iy i AT Do
n chix ASNV Thia atrnazly sugsrts dvit on lasan
sveaar o7 rthr Arrcerzd puessmine avin s
Fwn Dwe A hwedinlw 2 o alvria b rridasinacsris
a0if

srnlirasg il D




Chapitre I1: La biominéralisation de la coquille chez Unio pictorum

L. vwecorat

"y ckx precesl pansr we Foee unecuronin 'ty dernr -
sracedl ks rhe sracas neatsine of e ASAWIPAT PN
el P28 o heavals woyersylatal, Tre sagie aone
waerhe eorpocel &7 actlie saries, i e ticw e salteet
ars, whick zre rsiponsiv'e ar e Tanesring o e 7T
al” ANM weamincuen s Sinmbarlz the rame al” e
ariomcii:, Fomedname gaeynedd, alee csh Bas g
waithe s conhie wene coid conmmmsatien e Fgh sraoard
IS CORSSTIPRHY , THNEY RN QRN RE AR, TR H RENTH RY ISP (TN
112 Presaies shabizs Fase e 22 the poveronee ol
aclzted segrs e ke ellase e oAs [ 1s 20 Mars
=eeartve Marser el Heehes 5 aloz=esl that wcl:ne
w2 e gueaehtdeels coepaataal e e ASM
sl vepacdad ae tbe ALM W e zacl of e [ezaveale.
v v, Eenphiesys pletwvea, We alae damene
shawd  dut Jwe pocesadosnde auiee gacvi oa
ca.aue-biodine ceuate wluch oz duaoucally aiacs
alle. Jeerdwgdabon, lleee @ 4 sabdae caaseple
wrous eetlednules wlwne woadde seekyndiv sl
ol & wdeide usgesdoraled 2lees oda wdulils a
ca.aue-laodans savacdy Mol Calduc-luctoe avaedls
dJuo te gaeela.ades @ 42c sewen e Lbe vebiosdeoco
ske'mmn’ ruric )L el has esr oseenasie] arang
uwdugd sbdl douucends 172 0 Allbuael v dud ol
uwasuse be a0t <f Uu oo Jus waleiao v Sug-
ned rkas it i T, s Eerin azreerent cE=rk s
iy a7 the mrrAv, whick Aemnorarni’y sspiseen
catmrr iare aad re'mices chrrowhsrs reonicet W)

L AR TR TR T (TR TR IT1 'L T M | QPR T YOS DTS PR
maiey 07 rhe el slzzanmesine maiulaes e skons
af ca'cirs eeeseals gZreavsy meoogen Troreetiimlae, ks ds-
chorrey wicy o7 rhs ASY lewds 1 the Farmvtian of
el oecmrems o wathaal oy oanieres ops e lemest

inzlz similar e reseae ners Sl iy an rnleees.

el matric sxv af che weednmaTh eenllee
Awizie ripian | 7] woel sntabioe nnzres Cps nin 2T et
vbsgrved wath grenss b el e e e e,

l. K. 4.

Crne cenzl finding 7 ews stiel= i Ot =0 wazchs
=ehe mccbics s ks skl arame plas oo hey el
altbeagh Fanovels ooz col mdainbei Mlost ¢7 e
stiwhes pe=le=aad omrvol s b el i Peonsad o
LA aabda pavlviodua gz eoiepcaveds, dad cads L Joe
mertor s il own b R etarezlesisaion ¢ wethnhs
dintes, weomarhoda stiches by Snmrass [17)0 Coorsiawe
¥, Maace X Boadw, 0] wnd Masaa 2o |0 Lac
AL sy wlowa catusaasomi e tueaelr B
acked Fotle denaaleoocie vl b zod Bl s
wrmentrn e ol e ot wradde |1 Vaonsae o
s Loee bora vocoused Jue ASM puicsaaioand & o
CLD; sauweizaboe A zaeand wgpaals .-
W UL, AT CULOWL.GLe G e AL ae adials
af e sridic promire ivvhoare credsl receiner

dvderiyr T o nAire T Urcshes it muse

[S2 87 Trie mean abww el Fivackerica™h v Cree-
chane anel Rivewls =20 zred sanfnaesd cweerrz: b
Noadclrmine e o [33)0 Polyraczlamides res ala: plis g
ra'ein minsrl eres esssarilbior [S4] sad i Tav-
rneTY weerinn [T They alen rae e oinea’eld e
st ber o ez s vaparen el the hesivogel aoei 1o
vha ol s i n veers s o1 et e arary
amd carageeniwe e o [2LSEL s Do rinlns el
seadimiles mey dispias croaive el B vctinlicg
VL w nnins e den el zok sgmalime |[S7)
Fox For ssperirnen s mcale 2 prnns siv.cla=e el
rnor el oz ats loewex e, o sl e
Lepauei wan aad astaadiog o0 e Suatbu o0 acse
13als 21y arotaa: UL dvuuoa. e Lo,

Experlmental procedures

Shell matarial

Bzl challs boe donm e Bxopthe, ol e oeshezss e nvale
I saererave wis a0lle Acd L 00 Acsl ol Bucsoad s (Diva,
Feaaal Lo g’
fiod Wbl o Liloserd sE L wede ol Binpdseels v

The wnzhe lell s Seapienni

[COTL I B CINTTRLU T E N R PR I T

Sl ek e Iy
Far diresz micrcems axceibans, freshl: Fuagnenrs:
RTINS TR | PO
o ke seondues dlawun weds wid s JLOL $ 00 s,
ettt e LTROD Foaron SAS COvenesy tae St
Famzer gz Jdre Tathoistor: of "&wrvres des Salidsd
(RNt

clvnescmnieral won’ O Ty v’

Shell preparation and matrin cxtraction

el ez v m nxcal e T Nalnt Lo W e
reners s PRSIl LI L mL CaNT L tonTarenees, fal
Toemezl I'» hen
b eeragine dre arer wvin prseazc lvsr The sive b wse
wechar 3 o Sleadal canl alan ap & poed eacee lays
T 3ers by eseeml v witer s eniched. Thas entiie
RENETI TR L B B S TR M TR T
ol prevoale cesieaed [330), cnd ws aatiinel
A5 aad AL, Dok vore Dvvar-load wad weisaal

TRUNTTETNTERET] STCITE RN, ETIN IR RTER TR P

mArale was e

ASM and AIM analysis on meno-dimensional
SDS/PAGE

esrpAsATuer oo e coonpraens boanh e AR Sar
ANV, wie paZecnel ancs clesiraine eondiniae o
Jeoru-dimcsive ] SO D00 L D20 sulvearlicide wis
(M i Peeeny B Tlis Taad, TTeoanes CAL VS jwereiling
LESH ISR TTIN I Bl B B TR S SR TR TR TR B R R A TTRT B  TR Y B |
wie ehmwarns wirh e bicacwrenic ade TW Y] ey
PNCAD Prctcie 3coas Sie PPoey, R Bl 1L US4

101



Chapitre I1: La biominéralisation de la coquille chez Unio pictorum

Charccderzes e crtrc shell mwr s o rzoeesater szl

T2 icragar of ASM wave vl eicl well. Cre g
ALY ez pacCly Aaelenl o S s A s el e
f2 a0 Twadls bl v lle ALM v Tead aF o,
o cwad cgkealval o eX AT 218 e wath Sl
ke [Y9] ety O R 200, T thet 2 rhe veprndicibilies
T e A ey ne e 3t et meeda’ da e -

caboi o sl #leTle, oo e Jveaal sools o2 sk L,

lnfrared asabysis on ASM and AIM

IR 2907 wxicoedoded conh o0 Sapeighe o @apsa’ s
Lim rmnldon wich es cme e o Feaner Fansforn
IR 2aatsoeta Baicky vays " iKal Il o (oo dayl
cppet vk o3 Spvoer Golice Gaalde ATIC duvia
[ETE Sl g

ACC 2Cuem

Amina ark composition of ASM and AIM

Tas arvirs cie coapadrar< of the wwa flsetions wae
Joeeaic oy L Lucosen deda: Do sses e dw
Baalodar 81 Fosar-de 23 2a0aples e L adie vl win
57 [IC0 in by 3ns plossc cov - S lows 20 o2, T vesus-
sectplalynsies wnrr Al oeras BEO s Sy v
e Loy, Polo Alle, CA, US30 by g gu.oaianal
ST TR TN TN Y| ORI R TRy TR} TS TR Y Y R BT
rheass aed NeteLavoac o alvescacbres Lo seaneday
A AR LRI e ceqd LR war ety Sy pndae
G prapho 3 et csescter,

Monosaccharide anahysis of ASA and AIV

Fon oo aanda &0 wenfial e SAac ol Swins
opbilie sl o2 AIAT A’ AAM Y gt weoe Teed -
seal ool T meracdr S0 AL TR N L 300
Arnpls: mere evyponrse ko crvnes before kaing dissabead
=ch 100 L 20 NI CThe s arvlaarea saelr
coris ol O Eadowiysnes wete Crbaiconsd Uy Jisk pae-
[ I TEE WIS TR TTRY  [H TR BT BT BYPY B T T AT TTR A TTI R

G ITEAE BaTh on @ Carkaluc By ol colamre ifronex
Cren o Sl L0 LS Gl shian giaadasds
atizwe Sr Loens 100 US40 weee drisctec oL 15, 3 ued
A ooen Nl il el wac Ay s macky 1
ol te anvavsaeadatides Lel vvold gees soneac il
Ty srwaly Aecapodhalyses Nl 1 s T ey e e
sor il aw dor ik ficsden of adlic swiils, wltch tre e

avaed Caniep badowcyads wo b dJuososieds avid.

Sealiv ad ¢ascaisbon vz polloiesy by LiJAL-TAD
Al A weld™y hahrlazs NG W e ard <o
A O, e cleiniasd av Koheer [60). The sabieny contarn

e b XA ciale 4500 wag ca e veal anad 1Ml
Weraterny,  kThu ot 2F Vil - pees, Tsdfanc, MAL US4
Jen Jusd wadv vavuue, Sacoly woe tedisalerd O
Wil O sy S llipare far wesiarers

102

L ST YT B O TR I SN TOR T N I B U

L. wez orol

Spectrophotometric dotermination nf sufated
cirbohydry les

SR TR B TS | (ENVETR S B BV | It AT | ITEN I YT

Arg o frer polssiwe weeiles [0 ] mun smcatel Sor
racsipte tsuT g At Ao ar Clandremr J o hite wne
Laaad vz sbaadasd o e gueabiacion U 30 aad Al
saltved so_ack

ASM polysaccheride staining and ASN
calcium-kinding ability on qals

Ty elvanvlibves o ASM o sceccvaiesules v
suachic:lgon itisvele, e porrocas, <cichasies rier s wae
Lvasiaad oo Crogwear oweaieels By Aol
P =& 02 S g H O o v 213 s gt wadly o sl
saeetr 29 wad LAY sldnics. wracite ol glova W
ealaby A=A’y e [9F] T SR me-bead apoalaliy 2F
SOM o god AN vux e’ witl cae oy dw
i navancsiueas des Sk Al ey [29] el rhe
YO ovetlay prevasa ] $ ).

It vides inhibition ol calcivim cyrbunale
precipilation by the ASM

Sl e 21

AN e S s panlly gl e G
valvum ACbogde sevipitaiog 35 T il ot ok
Cawl mers il y sedesd o T of e NUITO Lan
Ly satabl dueac.t 0opwan sy o e Lo
exla eam nent, e pli o wdh woptiinls aeladed ad o
vrmbiasd sl Cvibude soupad wide o allmass tnedil
Col 1 (g Kemame s
e, oy corzener For oo becke 1 woalicite, Ton s peces
wers anrarasd i asewe oF peaesny, Pogve conun <
wise peloueet Wil pooy Leagacbe saad o,

SEEn L s ey el Le A Soupme

ASM deglycosybkslion sludies

Clerisd clegl-coszhiriony of Yz o ALY mun parared
with L3l ol o zioluey ol TVMS ale (20 0 wAvrm
G foe 31, ancsr N mracplere, moby car<hint mininae
gvandoy w e wrot |22 Al neawcdiziloc vl
I T 1 s 1) TS T (TR | TR TR N RN R S TR B TR
tad lews wik divbs, alwe g bo goaivey dislaal
iggrease waer 10 dav<h kefore heng wopilirsd. Tend w<
wanwd sonlally wod et s g postier sone w0 Gl
SLSE I TTTTIN FTNN oS LY | | (TR R SR TR Fl I S N TR T T

geclvacd va aeaedionvasionsl S0SAPAC S

ASM analyars un 20 yel vleclruphoresis

Tallomgag irc camnqficcror bx weamn TOY ez, be ASM
g wiTlocs O chonecals deelewsylaled ASM, wone ac-
(ETETRY I () I e N FRTRRTESRTIETUN SRR (RSN TR AU IO TR 1 | o T



Chapitre I1: La biominéralisation de la coquille chez Unio pictorum

L. vwecorat

cirfa: oz e o Pmten T cel o Rws), Praci<r
TruleeAs pH S v el pl oA P shoge
wer eldialed vsaieeln g 30V 2R CCH W b L0 pl
ol u e =t e A8 o Ao A, AW A,
A% v Caips Doy wdisdeein: S eagl il
T I W R T E T RS TE) ORI TR g T TR D1} FTORT
LU v mocd oue we 250 oo 3 i, [Ollead by
REEE S wund TEEEE G P T &7 o v 2ol a1 s
reenrvses oren irw 2l sk BeFer i
ve) UNONDE Mt e e HED pH R S, nl:o't‘.'l-ll"-
corsnrng vored dicheatuwwal wed 10 i e b e
batle: evataaniae L33 wr aoduscybaanid o, Suwipe wiw: dess
e 250 Tas 192 i eleviar wad (220 SDS0TCOS8), posi-
nEey e Cope ol peeesa 4 Ne AT Bl o Seavls
ADA polziwrelirds gels Jrvaaesy, Culhiue, Ca URAL
aed Jiwed L oplave Wi e ovilay svholoc ol 030
igguvze - TS dw s, Tletrreovevesic 3t rhen paarrasd or
MEV sl

Growth of calcite crystals in the prasance of
native and chamically deghlycosylstad ASM

2LC0, prsdpeadea 3wz peloores & ine b oslow didka
ST W P R T I R FeT B R PR TTRE B I CANTTRU I+ I EAR B
sohiir [(2] Tre et wis sibeate 3 Fellomeer 200 .
v VS CaCls a3 Ve A e® sl Al
woosmemdaly dveleoslasd ASM T paal w20
poul SLUANT A TR PP | IS [ FTTIR I [T ] b
Ta e Newesy Trczivanr. Tronzlie laze, NL TSy
Ty
oy
Fade v 'L

B ]

)
et on

I uh e il vz
wevedracaitas e 28 v ar 4 o0 clesel desaianey
e ARIA R A e DR e

Seamn] wilnen wey kol

I“n
wasd, cickeny uurrsrel s chesverl s
ol e vadse ety CIRLEL AL

H R

Acknowledgemsanta

T wesk o anprewe e broan Ak Croweor e
Tacitivee Jeeres Chencksrs o ACT JOSIN aerrdel

n T Werdr ke ke Trsnck Viriders TOAR=e 2 D
Rozhareihe o0 aas Bonees s Cleelraieges, B Vame
i irerond b oo A0 Pelaesinn dNe 1335110 e
= iriees TAemie 5 T Rethechs er oany N
dos Teelraloges, Tohe Corsal Regiemal e Eewean
e’ o Drameeh provicde:l wli vl seppore s le-
Heodgditaior o af orew cmepatien ane e B
mescweave: wesesdhe oo, SLMROONRS Srel: Ul
Maoe aad KoM tbade Coadee Jogse SLasul-
vime e Rémewnds e weliizs Deaserals ¢ e
Ficwlyl 1o felprew te Fredle Beoseammg clezinor
uuavsdsys 424 Laaede Bavilivl- Lkalvocck: (UMK
My LSS0 Caewady ol Buoeguaier Juo e LR
(IR RIS XA T K

dvderiyr T o nAire T Urcshes it muse

Rafsrancses

L

e

o

12

15

103

Arzibuzi 1., Doecrny T, N i T8 Wener & Q2003
Alucluse 200D Jocieadv o s B0 VDI T s S
codeestaar ap P ensd cA o e 325w G
12 6eC 37,

Swrlacs K& Wilkar KW [ @86
Lo Biatar s oaenn Mo Dopaveyr A0 s Peas,
[ ST BIRTIEN Gt

Sad D, Dy g B, Lo B ode ML 200 ) Lol o
RRl TR O B PRRTE] PR K- TH FESRTCN B Y B ENFTTTR R AN I T
W P s, o e aosbion ol 20 sadely i
Al 2 nfu Lo 22l oo tans 1Ryl dad ﬂ:v-'u."-:-. WWenuw
Zo 33 LA Led,

Vana F A L w7 droed) VAL mraa sha b o g
<R orReyE L Jd0G G2,

Waraan N Ha b @ 1N e
wo L Leadreast siedl Soveeitann 2iadoes Cemy
Evcdem Feoodd N 1T S s

Eousse:nn M, Dedovec L, Lud C, Guever [P, Le ™ K é
Layprs B DA RIS A ol s AR w1
racie Cpiiz (R0 wesaidime it o dE

Acn ety SRS e b A0E, B R Sae e 1)
o Dl <0 a7y Sgeolie e sleloeaay ol e wivalse
el s A0 e At 14 FIN 40

Yeant Ui Wilkuinha 1, Cieeces T8 & Viwhi a T foeen
T webeen sl Tzeey snzba’s won U svidesnie
[rovess oF Amsadiers awea d0nieaeedin nitve war
e apyand Saoapee Sl St 32 Reteen W4 Y
Kiveer: 0, € ena T Tisone CVV Thor ks 7 22 T
S T e A ol vt rAan®aE o sl =a s
raesels s mzvaplane s veli e ra rhace in rheir
vaeiooece.. S Lo 2 el T

Tomes [ £ [Taenilzoc < F%08Y Dlusveouce ool
wlenesbealtlie S0 20 o0 et vl e

veve e mwrs i besbee mlbzes sk e s 1
e FLYE

Cher & & Tz Navaer: A ddin ) Gearserice |
dod alloveypbi. soe cais Jococis Qe sl
ke o7 e sk rvovaernwebiess i Theonide s
v’y 0 VoMl Frae Do S0 26K 771 T
Kivewlaw by AT &2 Tesjmmnes Kivabami by M
17 TS Zasaniead aclaee ol G sl ol colle sz -
Sl e R Avaz A wealed Joveniing
IR USSR TR oAty Bivegyacdl w0 4

Fade [T2 0056 5 Senval tle @ winéridizidon ey es
ttioaid e, fiatore LLLEL LSS

HNEEEA NN

S et nAln.

RIS

= Vagangss o Ao WM Caralea R X S GOl Sarn »

o b L v veladiadog i e e savaas v D sk AL
L RIS IR R S O IR TSUNIS [0 I [ R AR
Tosloe D, Koo e WY T A Lses: Do &3]
senwchare iwed woes o of dre THvdva, Tabezaction,
Muvolsoss Toeves:an Sl O I e S0 Zoed 3,
e



Chapitre I1: La biominéralisation de la coquille chez Unio pictorum

Charcclerzoten e be shell mwtry o roosater ruszl

L Wi T, Te Civnar B dz Wecthiniek 2 (200000 Siveenire
[t IR T BN ST S T S TS |Il| Suleghll
el walsedivs, Foud Beoress Sone 30, 20£ 250,

I taay Zhan e boa lenees P2evg Shigoehzn oal
pecpeimics iwed anAnuror idvtie of wivs silak e
vAL e Sl B S e e S utha] e Rluese el
sgvaduede Jandedred Bor ML 2280 2254,

14 Crenlam MO B aal ol 01 s al Mersgnad,
Koaotvcnarda <hell, f2ean NI L mroal

I Lo 4 8 Spoes K00 ) BTk WA E TR TURY T E ]
e aich Aldius basir ow pIT 0 Sgzazime (e
ciae 12302,

2 Caeobell BT NavDaomse DT & Jooseaseon A0 9850
A e e Cat' e IR TR IS ETE TN S Y TR
crhraizaling rreaeeie CLras & 0 waby Bae Lasienic
vatbosg—v dy. "Saies-AT, F bie) Zhioe 234,
na: L

M Vana b s B A Lgn F oL Ceoapaly 12 F
& Wemarnea P 2000 i< aclwalbeea exle fic:
Pieer elxx 0 S e cativeral's merpalioe 2 asell
rawin lize prateir Sivrey = racres slell Lize: of rhe
Lait usses Fovn moanyy Bzl g, oo,
2R (e TIB_ v

oRIpEAS Fohyech K R LR AT RES Weaa
310 Tiegdre:p chan o7 glecapenter: av aifaaes
webaos o s sl et Socken 1UB, 231 227

40 Pdge AN 20 Deg vered LR a0 glzopeieent < 2
wilecveeDgees phomie =3 Jbcidalye o seolivesea
sepzcnue sutd Fanch.n. veaslsom TG, B6 Gar

2 Nekates L Devdosdes G & Lk B LSED) Dcue
raiase e Smirmne i sdisi an b evcber Lo
[WTTET S [F3 AR EN . ST 'Y versors, Yo o)L 23 1S

TRt L& Rada KA Vs st e o
S T NI N TTES ICRTIY| I T | TR (R | BT NI BT T
clearm civkeevirs beomresecshrabion, Jm divses! §0
LIl DA%

MOoVana E A A frachae NOShess W ey A
Lavae, G Lasoulle FL Aleaa: G, Rivadel 0 &
Wil l'L o ;'JOIQ- 1 'ak'l"lllu Al 'I||u|\| r lwe

ron rasse .' (I RTE UTHE T STR TS . (18
2T e 19720 Bvruvlate of i wvllsias w‘.'l lu.
Comprniet Foniny ¥ul IEVF 20z a0 Mo S K7

elsy, ppv 4z o Ncielemree Pras N Vovz, NY

25 Saca 8 Derkiaa T Nagacn T, O0keka T,
Sebamcki K, Tocose M. N chasibes K & Tosabali ©
PRI S e 20 n st 2 DO e g
Janae B Fel el

NI S Loed HA & FHiedd | DI AR -
robor af 30 wil o verr ohe e lac sl ararsine,
Frovs ad oo A0 A0 S A

2 Kb ), Soviea .l 3, Bal D) Rewe e K, Baplan D,
URTHTIR (K BN BRTEUETEN B RN | IO DT T ER IRV TH
7 < of rucrvaralesz e< in mwllase <lelli Ceme sty
wewvgs Mleeve BINS R0 B,

104

L

1

RC}

i

ML

1.
L

HY

-

L. w3z 2rot

cice TM. Tozace N Asibul 1. & Weiner 5 020025 Wl
I Tl ETRS LTI E T El PRI T FTTE I W U TR o) (Fe
Lol 2w praunes Jluse Jos grnsaes 5 B Zoe 24D,
EIREE |
Wik 1T 7 5% 3 Mocee far ke in aivdve wed
Aarand ol 2 ln Wedvwme saul Faoduen, o
atmaadtalsn d acapgead Sogiokoe ae 8 &
Nekalass Hoa 2 o 435 4130 Spe eV loe R
Sk, NV
Sweeh wn Fodizthe BoAULED Lo MWy S0
Slahwse shell fraricion: raaping b csaiarien of
ULt 2 doaipoee.s uediclvics soadiae steeod-
toaablbey e, A s e IS8 JTE LR
LovieKa 2naa Y Folen e Acadar | oah "Woent 8
G Srmaioie of e miwreenas g rubte of @
ivalve wrlasy shell vacae— b o Do Bediaed s
Farg s TTAL o S Ml I T
ATulend L 023500 The merasas Tavve o acluscse sbells
Tz iy Adasen. o Dl adasiiae e e awd
Eigre Foepertags o)
aimpdian Yimmaay Craar W & W oeias Noe, o
A% e Tukae Laievtain Povss, Tobro
Clarrener T Melees o O dz Wenl: T7 220000 W Talhee
rentom ek A Al e S e
maac T Y T

Wi T3 Tnip aunined R sy

R P I |

2 Stvei?

TLhasuvt L. Sanlee M) Aede M0 S Lopee B A

Card 1 L0 Salckle ariees o b miwrs o b
padl waglet Fhtank sanaora aad de abeleas S
reniwiegTar arysiton sad cutha amdzeis o nacre fuo
A, S Sieckng Popzet DLES 388 00

Wheser A2, Caorge JW & Tuons CA 60 5 Conrs: of
QO aueleabon and eoesad Sovwtlo by selable sunds
TR NTS TR EEVIETRE+ R I LOC b

S M KA b S Mas KA F MR

Pemcdon sued chavacesszo b of 2erain snd Ferhe
o, vy e ol Do de $00 ol de aiecdlues

[ TN
L= 2L

Cor lin AT N lew s L20ERS Il 1w 31w vne-
e gositiia b Jv Lo vlddee dues wor e Tl J:

[ TR T LN WA H U AR ET I B s | MK SR AR
Sbegiss W r)29% ) Too wovsy we b v dw veses slwll
Covonge Wavmeen Pl 10 4700 358

Crenchaa M S Keaterl [T 9500 Thas Ficmecleriza
aLaliny oF velidve Fioe y <vakl racie S fan
s pane e, L Te Mechnmeme o Afdorataaien
’ aet Mraee JRAT L N VAL BV
T Licseeity ol Sel Cacolion Toass.

i dnte Biacenes Wepwgps Ne Comasw UG

M Naw et

Covzn na) FH
Coopss IO R MTefren W &G0 Coucior Rimeling woosia e
HUNT T BT E R B BRI R o TR L TH | TR SRR T R TTI T

Bur I Oocdom 210, 277 265

Faal-Cauvm M Cmszm 8 Coohs b a2
Ziwes I dz Wt G609 Y colowry sincing, L
Pl Rt s easialas Aneerlad o shdei




Chapitre I1: La biominéralisation de la coquille chez Unio pictorum

L. vwecorat

“

'
=

1.
P

o

a0l

5]

4

rares ko i che ssowelivvembizn, o 78 ad 10d,

[ £ B LA

Seanats Tolsa G-l adice Svagoeae o aidlsiag
shells el 6 Cavn” 1o & ol s “iaet oy Vadeer d34
[LOCI

ESERTTINL Wl REEE IS O B IR BT TR T TR YT T EET AT D2
uee aviizes 332,00 L2

Atk S A ddal bR @ ene SO0 4 latne &

ca cirs ok aerplcleee B dneswesssd Cne swiclic e
(R TR T B L TR SO W ULETE PR, TR L (R W X
Albeck &, Avreakere ToAcldocl 1. & Weaer 30025
Joarnadogr vl sacvis s Aol anearssall cvenge
o vl calale o als, S oum e See 1S,

L0 I B T e

T KL i 32, Urnre O3, Warce TIF d2 Tle YWoren 1
00 A alens o vl &lebe biosis by wsloay ey
peobeir <, L3 G 3T, W05 20EG,

Vi I HS ma W edleh s T RGES ke VO
Carkahzste; of dre cgnce <hell wivnz ud He <hell
reain, tisse e al” D 2ndil @veopaoied piaaon s
VR 1LY T,

Alaoaa L N A Dedzee W Maca o202 T,
vt qenbes VA RS et 207 cnpn sl
vanz elhiha g i ml Bompdoinl, plaladty =
e N Frecaeliel cerms e, g, sn )
lo3l, 22 a5,

= Coeewrehs LW <o 1) 2 S venshowr Y O wedl Laratr:

poc alvalyvn ol Alciae Acbvasle by aiolluscsn
rugiT. 4k, A T4, YLV 6L

Sda. L Moediog ), Stay L Mocoudes ™ & Wi
ST A e aads o the crmaeiFar o ad
Ueovs 9t vatboceZabes it &t vevall cuvlaniod: Lo
w0 e A AT Peee e vt N 0T B
2752 27l

= Trilerne I, Coovse 20 Moan &, ToeVores A [Tl kil

e W bouds 1P LEas Jaduene s o Toweeolan -
RN TR BT T ET I Y ol | CEEATIE R T P [T PR T B
Eotpaiions ol values enl v TOEnG Suc Fari

Py a0y U VARLUD CrLUJIy o P DUC ITIRRR,
Ve WAREY TEE

an

"™

33

$

e

$5

105

dvderiyr T o nAire T Urcshes it muse

Tasni €, % keilr 5. Wearer & & vibes:li 1.0 Y0 o
[TEs T TR T R TR oo R TERC TR TR I TTI S | I
shell ool acuis, Sy 271, 57 49

Davul Vadxd Vo Kingoaa FOR0FL 29 2ral-
curvarl kewrd qidic acie on B visesic: of aecir,
Bvedlo Bvewns o YT S50 290

Toa ¥ e 1, Zha J édz Kaclger< 3 (ool Tle gleen
preae PR a2 Teen S Al ez Ko Cal
wze M 178 1767

Larn o LK ; 900 oA e 2 s v ima prratans
warie g the skl o7 b Feiu o7 Biwterioahaze T,
Zeaewre 2270, €30 e¥l,

Nociaavy JIT 19800 Slaer svcdne fur poulebe L Jos-
acyln ol pal= o nrdilied peraed vt e sl

[ [ [ EIIPE] T |, DRPTERCH SNUITE T N R ] [
Lol 1o 2000 Aaaler oy sdalic weivs aeicg o ae-
rariinee tnion exchivies cwwattagaphs, Lo by
e 43,3 4.

Tacacear Lo Guzia &, Tavkier € msicsigoe W, Cinelle 12,
ESETT PO U SF RS TTR TN B UL O (TR R S T R T
I = rLa s Lo autiesd § o ezarainaegrens canrdd
v i borbowival valuwcts wad ey o ssdc acd
rascls roae shales, ey tiaiaze 1L A7 Gind

Wall R &t = S bous 2 & oo
eeaglears oy polecazlirnics gdicdng rhe crincr ele:
welsa oorevaua o gpreesd Clond Sevdom 175,
PUHENIUR

Loclecas 2, LN TE Mo JUL & Weadlo X )
NN Govsapmatar sezir ng fallvaing elestriaharess
wd Tt pde D Boies U, L1ELS2.

S Waoewt B Vilman T & Phis i & ) i Thete:

dva ol Ly valausebowia pooldes by C VU oo
Coapeapley oo e e 2y kA Al B
Codede s 1A pal el e alnasas 3 Kve e UE
IR

S dudi Lot Wadnet 318357 lilemvbves seevesa

ardu e s Snd sl stasarar o S e mene s
e weaninewalizire, Froc 2! doo 300 S 42 LG
Jdiid




Chapitre I1: La biominéralisation de la coquille chez Unio pictorum

4 — Nacre calcification in the freshwater mussel Unio pictorum: carbonic
anhydrase activity and purification of a 95-kDa calcium-binding
glycoprotein. (Soumis a ChemBiochem.)

Résumé

La formation de la partie minérale des coquilles de mollusques est contr6lée par les
macromolécules de la matrice organique coquilliere. Des résultats précédents ont montré que
la fraction acido-soluble de la matrice organique extraite de la nacre du bivalve d’eau douce
Unio pictorum présentait des propriétés remarquables: la capacité a lier les ions calcium en
solution, la présence d’une importante fraction glycosylée, ainsi que la capacité a interagir a
faible concentration avec la précipitation de cristaux de carbonate de calcium précipités in
vitro. Dans ce travail, nous montrons que cette matrice présente également une activité
anhydrase carbonique, une fonction importante des processus de calcification. Cette matrice
est composée de trois constituants protéiques majoritaires. L’un d’eux est une glycoprotéine
acide spécifique de la couche nacrée. Nommée provisoirement P95, cette protéine est riche en
résidus Gly, Glx et Asx, et présente un point isoélectrique proche de 4, alors que sa forme
déglycosylée focalise aux alentours de 7. De plus, la fraction saccharidique de cette protéine
est impliquée dans sa capacité a lier les ions calcium. Des fractions purifiées de ces trois
protéines majoritaires ont été digérées par la trypsine et les peptides obtenus ont été analysés
par spectrométriec de masse. Des séquences peptidiques internes ont été acquises par
séquencage de novo et comparées aux séquences des protéines de coquille de mollusques déja

décrites. Nos résultats sont discutés d’un point de vue évolutif.

N.B. : les données de MS/MS et leurs interprétations pour le séquencage de novo sont présentées dans
les annexes situées en fin de manuscrit.
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Submitted to ChemBilochem.

Proteans of nacre tissue

FULL PAPERS

Nacre calcification in the freshwater mussel Unio
pictorum: carbonic anhydrase activity and
purification of a 95-kDa calcium-binding glycoprotein

Benjamin Marie,* ™ Gilles Luquet,** Laurent Bédouet ™ Christian Milet,”™ Davorin

Medakovic,”! and Frédéric Marin*®

The formation of minersl in molluse shells is controfed by
macromolecules of the shell organic matriv. Previous results
have shown that e acido-soluble frection of the nacre matrix of
the freshwater pafeoheterodont bivalve Unio pictorum shell
displays @ sumber of remarkable properties, such as calcium-
inding activity. presence of extensive glycosylations, capacity
10 lorerfere #! low concentration with the in vitre calium
carbonate precipitation. In the present paper, we found that the
macre soluble matrix exhibits & carbonic anhydrase activity, an
important function i cakcification processes. This matrix /s
composed of J mek prodinsceous discrele fractions. The one

Introduction

The moliuscan shedl is an archetypal biomineralization, compoased
of one or two polymorphs of calcium carbonate. calcte and
oragonite, generally assembled In superimposed leyers of
aiferent lexhures. One of Them, the necre of moier-of-pesrl. 1S &
fascinating example of a funcional Inorganiciorganic composite
made of 95-99% arsgonte and of 15 % crganic marix [1-2)
Nacre can be descrbed as he compact juxtaposition of 0.S-um
thick mineral tablets, surrounded by a thin organic layer (3]
Ahough the organic matnx s quantitatively a minor component,
il plays an important role for e eleboration of nacre [4). This
matnx s a complex amalgamate of proteins. glycoprotens. ipeds,
and polysecchandes induding chitin. which are secreted by the
calctying epithelum of the mantie. as are the mineral precursor
lons [5) These mavix components are mvolved in critcal
funcions such as the arrangement of a spatally ordered scaffold,
the nucieation, the onentation and growth of calcium carbonate
biominerals and e nhibiton of ther growth [6]. It has also been
demonstrated that the nacre matrix controls the calchum
carbonate polymorph [7] and that it exhibits cell.signaling
propertes (8] Al last in one case it has been reported that the
matrix exhibits a carbonic anhydrase (CA) activity [9]. an

with the Mghest apparent modecwlar weight is a 95.ADa
glycoproteln, specilic of the nacreows leyer. P95, a5 It is
provisionally mamed, Is enriched In Gly, Gix and Asy and
exhitits an apparent pl vakee close fo 4, and close o 7 when

chemically degiycosylated. Furthermove, Its glycosyl molety is
invoived in binding calcium lons. Purified fractions of the J main
proseins were digostod with trypsin and the reselting peptides
were analysed by mess spectromelry. Partisd primary struciures
were obtained by de novo sequencing, and compared with
Krown sequences from other moliusc shell profelns. Our resufts
Are sSCUsSSed In a evoluTionary viewpalar

mportant funchon for the conversion of carbon dioxide info
bicarbonate jons, which are precursors of caloum carbonate
precptabon

Numerous studes on molusc shel have charactenzed the
prmary stuctures of proleins assocaled with nacre matnx (for
recent reviews, see [10-11]) The nacre proteins oflen exhibit
modular structures. composed of different functional domains
carbonic anhydrase-like [9.12). C-type lectins [13). IGF-8P [14).
mucins [15] silk fbrondke [16], hydrophobic [17]. WAP [18],
Cys-nich or Pronich domains [19] To date. about 15 complete
sequences of eflective or putative proleins assodaled with nacre
tissues have been described, but this number mary consaderably
increase by using EST or proteomic approaches [20.23] In spile

B Mase O G. Luguet, Dr F Marn
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of the Increasing number of molecular data, It remains dMiout to
sketch the cutine of The different protein famidies and domans
Involved in nacre formation. for 8 simple reason: ol the data were
cbtained from only four molluse genera. It Is uniikely that this
sampling gives an accurate picture of the whole diversity of
proteins associated wih nacre

By considering the huge size of he phylum Molusca. and by
taking in consideration the diversity of shel textures (24 one
Major QUESHION tat anses IS 10 JMeMIng 10 which @xient Similar
shell textures present in different taxa are produced by
homologous sets of proteins. The bivalve nacre s particudary
SUtabie 10r such an ISsue. The nacrecus lexiure I8 known In
representatives belonging 1o four disInct subclasses namaly the
Palssctaxodonts, the Pleromonphia. the Palssoheterodonts and
the Anomalodesmata [25-26) However. all the availlable
molecular Gata briefly mendoned above have been retseved fom
the Plenomorpiea only (Pinctada and Pinna genera). and no data
have been published so far on the three other subclasses. This
paper represents consequently a irst step in characlerizing the
profeins associated with nacre in one Palacoheterodont dévaive,
In order 10 compare he nacre profeing of boh groups. To this
end, we selected the freshwater unionold bivalve, Linko piciorum,
which exhibits an entirely aragonitic nacro-prismatic shell In a
recent paper. we characterized the whole organic matix (ASM) of
the necreous layer of Uinko pictorum [27] In the present paper. we
UsSe the combinason of Dicchemistry and protecmics Kr
charncienzing further e shell matrix In paricular. we repornt the
presence of & noteworthy carbonic anfrydrase activity within the
ASM matnx and we characlenze biochemically P95, a nacre
spedic glycoproten able 1o bind calcium ions. Finally, we obssin
by mass spectromedry analyses & sel of parsal sequences of
nacre mollusc shell proteins.

Shell matrix characterization on gels

Figure 1A and B show the two microstructures that compose the
shell layers of Unio piclorum, respectively the nacre (Fig. 1A) and
the outer pasms (Fig 18). and fom which were exiracied thew
corresponding ackdo-soluble matrices (ASM). Figure 1C shows
the electrophoretic profiles of the two ASMs. stained with
Coomassie bellant blue (CBB. nght) and with siver nitvate (lef).
Few prominent proteinaceous bands characterize the two
exIracts. i addition 10 8 Swear. partculany vistie on CBB
staning. Two bands, at about 50 and 29 kDa. are present in the
two matices. On e cther hand. a profein migrating &t 95 kDa,
provisionally called P35, is exclusively observed in the nacreous
layer, Whalever e Staning procedure used. It is 10 notce that
the neatness of he chserved slectrophoretc profile depends on

the freshness of e shells. For example. the intensity of the P35
Dand 1ends 1o Gecrease in exiracts from ‘old’ shelis (collected
years afier the death of the animal). which extibit 8 MAcroscopic
altered aspect (net shown)

Carbonic anhydrase activity of the nacre ASM

SINCe & CADONIC ANfydrass (CA) SCOVLY Was previcusly detected
in the nacre of one pleriomorphid bivalve (Pnciade sp ). we
investigatied T CA sctivity in the nacre ASM of Uno plcfonm. by
usng the phendl red colonmetric test performed by Maren 28]
The Nstogram of Fig. 2 shows that the ASM exiract exhibes a
notable CA actvity. as for the bovine erythrocyle CA contral. The
ASM extract exhibits indeed an activity of 2.1 unitsml’ of CA for
8 5Smg.mi' concentration. and of 1.2 unts.mi’ for a 3 mgmi’
concentration. This coresponds t0 a mean speafic achwity of 0.4
units.mg ' mawix. The actvites of both (contrel and ASM) are
dose.dependent. Furthermore, they are sensitive 1o
acetazolamide inhibitor and to heat-denaturation, which
demonsirates & ue enzymalic activity in ™he nacre of U,
piclorym. In the case of the heat-denaturaton of the ASM
Nowever, we nolced Tl & residusl acivily, represening one-
third of the activity of the non-treated exiract n the same
concentration. was stll cbserved afler 10 min a1t 100°C. One
explanation might be ™at some enzymatc sites may remain
stencaly protecied even after heat-ireatment.

P85 characterisation

PSS was found 10 be speciic of the nacrecus layer. It was
consequently investigated further. The fraconation of the nacre
ASM by preparatve elecrophoresis resuited in the effective one-
slep purification of PSS, The purity of the PS5 extract was
checked on mono-dimensional gef elecrophoresis with silver
nitrate staining (Fig. 3A. lane 2) A polycional ambody raised
against punfied PSS was fested against P95 and aganst the
ASM. The results. shown bessdes the silver nitrate staning (Fig
JA) ndicale & strong cross-reactivity of the antibody preparation
with al ™e discrete components of the ASM. The antbody
staning is sightly more discriminatory than the siver nivate: the
fat band at 50 kDa is indeed not homogeneous, but dssooates in
two bands of close apparent molecular weight The cross-
reactivity of the antibodies may be explained as follows P35 and
the cther discrete cOmponents Share COMMON ORGOSACCNANAC of
common prolein epitopes.

The extract was analyzed further for amine acids composlon,
Figure 3B shows that the four dominant amino acid residues are
Gly (17.6%) Gix (13.9%), Asx (10.5%) and Pro (89%) By
comparing with the amino acd composition of the bulk matix
[27). P95 is erviched in Gix and Pro residues. but depleted in Ala
and Asx residues. The sum of alphatic residues is above 37%.
The high level of alphasc resioues. on one side. and of e sum
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of asparisie and ghtamate residues. on he other side Is the
sgnature of seversl molluscan shell proteins. Interestingly. &
search based on the smiarty of amno acid composSon
(AACompldent. hip iexpasy orgAoois/aacomp/) identified several
Ctype lectins. From previous works, it is known that Coype
lecting may be consttuents of calcifying matrices | 14],

Perlodic acdd-schiff (PAS) and ANicien blue staining on SDS-
PAGE suggest that P95 Is an acidic giycoprotein (Fig. 3C). In
200mon. Stans-Al staining of P95 In Dive and “Ca ovenay test
both demonstate that P95 binds calowum lons To further
characterize its glycosyl moities. P95 was chemically
deglycosyiated with Fiucromeanesulionic aad (TFMS) 8t 0°C
and the resulting exdract was called deg-P95 When run on a g,
deg-PES shows an important st sbout 25 kDa (from 65 1o 70
kDa of apparent molecular weight) Ths shit is pnmanily the
result of he loss of covalently inked polysacchandes. it may
secondarily result in a dfference In the amount of negatve
charges (due 10 SDS) surrounding the denatured PS5 and deg-
P95, The removal of Iinked polysacchandes is characierized by a
drasic reduction of the PAS staining, and by the complete
disappearance of the Alcian blue staining. Because we used
Acian blue In low pH condtions, Tis clearty suggests Tat the
suger moieties of PS5 are sulated Furthermore, deg-Pa5 stains
red with Stains-All and does not bind caldum lons with “Ca
overiay test This dearly demonsirates that the calcium binding
abiity of P95 Is camed Dy it ghycosyl molates.

The 2-D gel shows that the PSS band is acic wit at least 5-
7 iscforms. which focuse ol p/ values ranging from 3.5 10 4.3 (Fig
30D, top) After the chemical deglycosylation, deg-P95 focuses as
8 single spot st 8 pl value between 6.5 and 7 (Fig 3D. botiom ).
This suggests sl te PS5 exiract (s & single prodein. which
exhibits different glycosylaton patierns, carrying different
negative charges, Calculation of the thecrescal p/ of the proein
core (M Awww expasy chiools/pl_tool himi) fom s amino aad
composition indicates & pl comprised between 4-10. depending
whether Asx and Gix residues are on ther ackic or amine form.
Since dog-PI% exhibits a neutral pl, our competer simulation
esimates that half of he Asx+Gix residues of PS8 are in ther
acdic form.

CaCO; precipitation intarfarence tast

The interference enalysis of CeCO, precipitation is o test
commonty performed with calcitic or aragonihc assocated
macremolecues 10 Investigate their role In calcum carbonate
colcifcabion [26-31.18]. To estmate the effects of PSS on the
marphology of caloum carbonate crystals. we examined by SEM
crystals oblained in the presance of PSS, and we compared the
results with & posfive contol experiment performed with the
whole nacre ASM (Fig. 4) Negative control experdments

produced the typical rhombonhedrons of calote (Fig. 4A). in the
presence of increasing amount of nacre ASM (0.5-10 pgs ' Fig
48.C.D), the produced precipitales appear mostly as
polycrystaline aggregetes (60-30 um diameter). At 10 pg.mi’
ASM, crystals exhibit a follation with microsteps and rounded
comers (Fig. 4D). At highest concentration (20 ugmi - ASM). the
precipiiation of calcium carbonate starts 10 be inhibiled, which
results n ?e production of small-sized crystels (nol shown)
Semilar offocts were found with shell nacre matnices [31]. In the
presence of P9S. we do not cbserve amy polycrystaline
aggregates. Furhermore. the overall morphologly of monocrysials
grown in the presence of POS develops with numercus
supemumerary faces organized In micro-steps (Fig. 4E-F.G-M).
Even a1 highest concentation of P95 (up 1o 20 ygmi’). the
inhbiton of preapitation does not ocowr. We note that the effect
on crystal meephology & lesser with P95 slone than with the
complete ASM, suggesting o synergistic effect of e dfferent
ASM components in interacting with the preapitation of carbonate
crystal, &5 proposed by Matsustwo of al [32]

Protecenics analysis

In & frst approach. we rwvestigate the pemary structure of Umo
piciorum shedl profeins by Nderminal sequencng of purified
proteins with preparative slecrophoresis. but unfortunately no
peptidc sequence was cbtained as the proteins appeared 1o be a
mbaure of iscforms of the Same Masses or ware N-temunally
blocked. Subsequently. we performed a 2.DE separaton
approach followed by intemnal sequencing, Two-dmensional
elecirophoresis of nacre ASM gave salisfaciory resolution for the
scparation of proteins [27). end 5 main spots were
unambiguously excised from the gel Tor de Novo sequencing (Fig.
§) Al the proten spots digested with rypsin were firstly analyzed
by MALDE-TOFITOF on MS and MS/MS modes  No hit was found
by pepide mass Sngerpdnt (PMF) search using e MASCOT ol
of the Expasy server. Indicaing hat the cbtained pepbdes do not
comespond 1o akeady known sequences from the dalabases
Because of the absence of genomic data on freshwater mussels
and considenng the diversity of the aiready sequenced mollusc
shell proteins, it is not surprising hatl PMF searching cannot
provide a reliable result for identifying proteins. On the oher
hand. The m values of these peplides indicate that he dierent
spot proteins share numerous peptides of the same me,
especially the spot U2 and US (Table 1). suggesting That different
proteins of the nacre ASM may share simiiar pepide sequences.
This was confimed by analyzing on the MSMS mode for de novo
sequencing the most sbundant peptides: peptides of the same
m2, such as 13137 from U2 and US spots share the same
specum patlern. This indicates that some of The prolein spots
analyzed on MS share common amino acd sequences. it is
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imponant 10 note that in spite of hese simlantes, the U2 and US
digest patterns exhibit seversl non-common peptdes (Table 1)
This preciudes the possibity of a contamination between these
two 3pots. We can as well axcliude the possbity that PR5S andior
PS0 result from the polymerization of P29 monomers, because
they exhibil very dfferent chasges. However, ths does nol rnde
out he eventualty that the higher molecular weight protens may
be preferentially cleaved in smaller fragments. For example, P29
(spot US) coukd consttute a cleavage product of PS0 (spot U2)
As the digestion of the U1 spot (comesponding %o PS5) gave very
few pepbdes. due o insulficient amount of peolein material in @
spot, punfied PSS was also simiarly analyzed. 'We observed that
the intensive digestion of PSS with trypsin ylelded 22 %0 33
peptdes (Table 1), which i less than expected (about 70)
according % the size of degiycosylated PS5 and %o its
composition In basic amine atd residues (Argelys) Thas
suggests that some cleavage sites may be masked by the
glycosy! maetes of P95

Sequence analysis and homology search
Parsal sequences of the ASM nacre proteins were cbiained by
Interpretaton of MS/MS spectrum for de novo sequencing {Fig
6). The analysis of mass differences between ions was assisted
by the Rapgid De Novo scftware and sl cbtained sequences were
further manually confirmed. '‘We only consider amino acd
possons, which were undoubtedly determined. Uncertain aming
acdds were mentioned in brackets We obtaned full or parsal
peptidic seguences only for the U2 and US spot or the PES
purified protens using MALDL.TOF/TOF analysss (Table 2) Few
peptides analyzed on MSMS mode could De Irachionad of gave
good MSMS specira for aming acid sequence nterpretations. It
Is Akely that some of these ypsin digests bear glycosyl moseties
or other post-ransiatonsl modficasons, which restram the
MS/MS fracsonation and spectra inlerpretation

A homology search was performed with the WU-BLASTP
program against the Swiss-Prot protein non-redundant database,
but mo relevant simianty was obtamed. A complementary SIM
analysis was parformed, by aligning two per two sach obtained
sequence with those of the known molluscan shell proteins [11)
We obsarved thil the newly cbtaned sequencas of Umo nace
ASM do not exhit homology with other moliusc shell protens,
except for he Gly-sepeat of the 1457 57 mvz peptide of the PS5,
which partly matches (5 aa residues) with several short motifs of
the ackic protens, MSI31 (O02401) MSIS0 [O02402) and MSIT
|Q7YWAS| These smilarbes may be fortutous, and may or may
not have any phylogenetic impicasons
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CIOSS- P0Gt Wilh the ofher dacrete cComponents of he ASM. B) Amine acke
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Tabie 1. The me values of the man peptides Yom esosed 2-DE spots UTLUS
(see Fig 5) or rom the partled PRS (Fig JA. lare 2) after dgestion wih
Fypan The dats were cttsned by MALDE TOF/TOF
Proten
T ey (MONOCharged 1wns)
name
PiSapct U1 2020 08 2057 00 2000 00 2084 04 2802 02
PSONpct U2 W02 35 100337 107345 108847 1087 28 111544
12745 110040 1247, 1260084 120605, 128002
A" 10900 133504, 134507, 181647, 1008
LATHAF. 1408 91, 1531 54 155065, 140370, 1442.71°
MOS0, 100 170187 104 T ITMTS 1TMST
48T ITSR B 1781 87, 1787 70 1804 84", 1808 04"
S840 93¢ 1H62 A5°. 1881 72 1900 91, 1532 89 1967 90
2000 84*. 2079 80°, 21T0.84" 2408 24°, 2530 23, 2037 1
200432, 200018 313745 3228 04 N1 &0
3289 37 XMW
PSONcCtUS 1130 47° 114450 119605, I3MA AT 130804 1343 70"
09T, M TN 174208, 1708 T4, MOA NS, 002"
WK 90T
P2spct U4 113040 123517 120055 121008 1AL o m
JALT T3 1804 87, 1808 B¢ 1529 81 1838 04 1842 93
SRS AT, 219850 2399 00, 2810 18°
PRonpctUS 119722 120886 1312.89° 150084, 134583 1351 61°
1263 08", 137857, 1370 08°, 1550 0", WA 04", MALON
WEL 71, 1T04ATA, 10880, 1T4E TS, 1S 0T, 1TEATY
04N 105 R, 101684 184291 1602 £3°, %067 74
WL TY, 2079 85", 217099, 2303 98" 4802y 2301
290423 270513
e MRS 89 NMOOST 11487 117981 124208 130054
1365, 122064 134488 1357 84 138447, 140608
J4S172 VATSTT WG T, 1087 7S 167079, 180203
0879, 1TI2TY, 1POS T, 202858 2NN N8 2085 99
2182 14, 2271 13, 225000, 2300 00, 2983 52°, 022
2117 392800 V1228
* peptides of Pe same vl common N et pusfied protens.
In bold: peptcden Nat gave riemal A4 or parted seguence By analyus of
MEMS spocra
| Loderkog peptde anatred on MSNS mode
Table lﬂuﬂduﬂl&—-mwuﬂv&m
figewson of perificd ASM p of Lo prcaow Sodacad from MS MS
wpoctra
Protein ~r Charge Partial or full B
Name ~.
(Spot)
2] .
M7 7 1 -TSHOG0MAG- Passcn
War e 1 KSMLLDVNY.
PsO .
war 1 KDALENTGF APK
a2 o . X PRSSS
e
M nar r KDALEHTOFAPK PRSS10
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Discussion & Conclusion

One of he challenges for understanding molluscan shel
blominersization a1 the molecular level 18 Te horough
biochemical and functional characterization of the matrix
macromolecules associaled % the biomnerals Necre is one of
the most-studed shell structures, for dferent reasons INcuding
its remarkable mechanicel properties. iis Importance in jewellery
and s polentisl In bone surgery 11 IS widespread among shel-
bearing moliluscs. Furthermore, nacre Is considered as an
ancestral shell texture [33] Thus it consttstes a fascinating
model for understanding the long-ferm evolution of molluscan
mineralized tissues. In e present paper, we characterized the
malrix extracied fom the nacrecus layer of the freshwaler bivalve
Unio pictorum. We evidenced o cardonic enhydrase enzymalic
activity of the ASM and described a novel. nacrecus layer.
specific. acidic glycoproten, P95, In addison, we used a
profecnsc spproach for chianing pertal sequences. in order 1o
compare the nacre proteins of his palecheterodont bivalve with
those previously putiished Yom plenomorphie

W recorded & substantisl Carbonic anbydrase sctivity in he
acdo-scluble shel matrix of Unio piclorum Carbonic anfrydrase
(CA) is & ubiquitcus metalicenzyme. observed in animals. plants
and bactera. that catalyses the reversible hydration of carbon
daxyde. accordng 10 e equation CO; + HO «« HCOy + W'
When intracefiular or assodated with he cytoplasm membranes,
Il possesses an essential funciion for Cytoplasmic acd-base
balance and %or transport mechanisms of CO; and cartonate kns
|34} In adaion, CA Is essental In calciication processes [35),
Snce it has Deen identified In seversl caicilying epiheda [36-38).
One pecdiarity of biomineralization Is the ocourrence of a CA
achvity in the extraceliuler skeletal mattx. o foct which has been
reporied only in few biological metazoan models he cniderian
exoskeleton [39-40|. crustacean calcium storage concretions [41),
the fish olokth [42] and e moluscan shel [9] The role of CA in
an extracedulor calcifying matnx s far fom beng elucdated
According %0 the mainsiream hypothesis, CA catalyzes the
producton of bicarbonale lons, which subseguently react with
calcium for precipitating calcum carbonate. Altemately, It is siso
possible that in extracelular matrices. CA works in a different
way. by catahy@ing ™ production of protons. which subsequenty
induce e dissohsion of calcum carbonale [43] M is also
possible that the CA activity is infegraled In a muiti-domain
protein, which imples a more complex Anctioning. The best
Hustration of this is nacrein. a shel protein. which exhibits both
CA activity and structural function [9]. Nacrein indeed comprises
two CA sub-domains (very similar to Tat of vertebrate CAl)
separaied by an acidic giydne/asparagne-ich doman. Ths
struchure suggests two successive spatio-lemporal funchons:

production of bicarbonale ons in the extapalial fuld by the CA
domains, folowed by the Incoporation within hhe biominerals as 8
component of the shel matrix ¥amework Reversely, the
structural acidic module of nacrein may be wsed as 8 mineral-
anchoring domain at he surface of he crystalite. alowing the CA
domains % provide bicarbonate ions at The vidnity of the growing
mineral. Clearly. supplementary characierizations are needed
before we can conclude on the signficance of CA actwvity in the
MAvICES 3SSOCANNA 10 MOISCAN shells.

Among the proteins extracted from the shell of U piclorum,
P95 is & major component, specfic of the nacre ASM. It is
Virtually sbsen! from the prsmalic layer. contranty %0 the obwr
discrete components. This leads us 1o suggest Tat PS5 might
plary an Important lunction in defining infer sl the stspe of nacre
microstructure during shel formasion. This also imphes that P95 is
axpressed only in the mante cells that secrete nacre matrix. POS
IS a ghycoproten. the acdity of which is entrely conveyed by its
glycosyl moieties. consisting of acidic and sulfaled
polysaccharides. From s amino add composiion, P95 presents
the ‘signature’ of an acidic protein, In parScular because of its
high content in Asx and Gix residues [44) However, #s
deglycosylated protein core exhibits an expenmental p/ of about
6.5-7. which classifies it. a1 the most, as 8 moderately addic
protein. Such a value may appear surprising but is in fact
consistent with the distribution of the theoreSicel pis (deduced
from pamary stuctures) of most of the moliuscan shell protens
Assocated with nacre. which are. as & generl nie. far kss addic
than Tose exiracted from calobic shell layers [11] Ancther
remarkable feature of PSS is its abilty to bind calaum lons. Here
again. thes property is fully conveyed by the post-ransistional
modifications of PSS in parscular. by the negatively charged
sutfeled sugars. The presence of sulfated sugers in CaCO,
Diominerslizations s known or 8 1ong Sme [45] but their role is
s¥l unclear. In mollusc nacre. two putative funcions have been
preposed for them: concentration of calcium ions st he vidnity of
the nucleating site by an lonotropic effect [46-47) and mineral
nucieation [43) Recent in sidy experments aiming at localizing
sulfate groups ot the surface of nacre tablets [49] suggest that
their funcion may be more diversified than expecied since they
are not locakzed similarly in sheet (bivahian) and columnar
(cephalopod) nacres. Differental immuncstarng of PSS and of
deg-PI5 drectly on nacre, with mare spedic antibodies than the
one used In the present study. may bring & more definitve
ANSwer

In & given shel, what is the degres of simiarity of the different
proteins consatutive of the shell matix? This question is falsely
naive. but has only been louched upon, due 1o ™e fact that mest
of e published works charscienize molluscan shel profeins one
per one. Recen! studies have identified some Tamilies'. such as
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the nacrein, N14/16. asprich, shematrins. or KRMPs (see [11] for
8 review ) but 80 far. most of hese familes have been retieved ot
the transcriptional level, and 1l is not clear yet whether all the
members of a family are present together. as far as ey have not
been identified directly in the shell matrix. In our case, he
proteomic analysis of trypsin-digested 2-DE spots and punifed
P95 generates several peplides. many of which extracted fom
different protein spots share the same m value. The MSMS
analysis of several of these pepldes unambIGUoUSly
demonstates hat some of hem are identical. In one case. the
smilerity of these peptides is tolally confirmed by the
IMerpretation of ragmentalion Spectra for de HOVO SequUencng.
Ouwr data cemonsirate that shor protein motifs can be used as
Tunchonsl blocks' by different shell malrix profeins of chearty
identfed molecular mass. In a previous paper [50]. we evoked
this eveniuality. The present data tend 1o valdate s hypothesss.
Besides the possbiity of a cross-reactty due % shared
sacchandic epilopes. our proteomic data may S0 explain why
stong crossreactivity |s recorded between an aniibody raised
against @ single protein and other matix components. All these
combined data have evolutionary impications and suggest that
moliuscan shell proteins were assembied. like a “Meccano’, by
the placing side by side (in tandem ) of short functional modules of
diverse origins. The geneSc mechanism thal underiies the
Process is unknown but mey be related 1o excn-shuffing [51) As
W PUMed oul. the Atematve Mypothess Nvoives @ preferental
clearvage of high molecudar weight matrx proteing in smalier
fragments of delermined mass. during shell mabarstion. n 8
sméar manner as cbserved for 100th matnx proteins [52] Clearty,
these two scenancs require further testing

Experimental Section

Shell preparation and matrix extraction: Living Unio piciorum
of 70-100 mm length were collected in the canal of Burgundy
(Dyon. France) For direct microscopic cbservation, ceaned
freshly fragmented shels were carbon-sputiered and cbserved In
the secondary electron mode with & JEOL 6400 scanning
electron migoscope. The shel acido-soluble mabices (ASM) of
prsSmatc and Nacrecus layers were prepared as previously
described [27).

Mono.dimensional SDSPAGE: The separation of malrix
components was performed under denatwring condfions by
mono-dimensional SDS-PAGE In 12%-polyacrylamide gels (Mini-
Protean 3. Bio-Rad) according o Laemmil (53] Fifty micrograms
of ASM were 10030d In each woll. Gels were stained with siiver
nitrate [54] or with Coomassie Blue (Bio-Sate Coomasse Bio-
Rad) For checking the reproducibility of our extraction procedure,

we performed seversl decalofcatons fom single shels, or fom
different baiches of shells.

Carbonic anhydrase activity: The ministunzed colosmedic
method develcped by Maren [28) was performed for measuring
the carbonic anhydrase (CA) actvity of the nacre ASM. The
SPAiment was Camed out under stabikzed Sow of CO, n an
lcecontaning vessel. Four hundred microiiters of phenol red
(125 mg/l in 2.6 mM NaHCO,) were mixed with 200 i of waer
and 100 wl of sample. The reaction was initisled by adding 100
ul of freshly made carbonate buffer (0.6 M Na,CO,. D412 M
NaHCO, ) and the Sime interval untl the colour change Fom red 1o
yellow was monstored. This colour change charactenzes the pH
drop of the solution (from 8 2 10 7 3), resulting of the production of
profons during e reacion catalyzed by he CA (CO; + HO «
HCO, + M) The enzyme unit (EU) activity was caladated
accordng o he following equation: actwvty units (EU) = (T, - Ty
T. where T and T, are the reaction times required for the pH
change with and without @ catalyst, respecively. Acetozolamide
was used 88 & spechic Inhiilor of the rescion  Heal-inacivation
of CA was performed, by boling the samples at 100°C for 10 min

Purification of proteins by preparative SOS-PAGE: The nacre
ASM was factionated on a preparative S0D5 8% polyacrylamide
gel under denaiuring condtions as described by Mann &f af |55]
80 fractions (5 mi each) were eluted from the preparative gel.
Alquots (100 ul) of he each of them were %sted by dot-bioing
technique (Bio-Dot apparstus, Bso-Rad) on PVDF membranes.
The membranes were subsequenty Incubated with an antbody
mised aganst the acddo-soluble matrix of Pinos notils nacre In
previous experiments, we found that this polycional antibody
Cross-reacts with several moliuscan matnces [56). iInclading
palechetercdont bivalves such as Unio and Ancdonls .
Fractons of the same profeins were pooled. abundantly dialyzed
against MIBQ water and freeze-dried. The purity of the fractions
was assessed on a mine-SOS-PAGE stained with silver ritrate.

Polyclonal antibodies against P95 and Western-blot:
Polycional antibodies raised against P95 were cbtaned, by
mmuniang subostanecusty (100 pg PSS per injection) a female
New Zesland while rabbit accordng 1o a standard procedure
(Covalab, Lyon, France) #t day 1. 14 and 28 The blood was
collected st day 1 (preserum. 4.8 mi). 39 (17 bleeding. 12-15 mi)
and 56 (fnal bleedng, 45 mi) The serum containng the
antibodes was used for western biots Brefly. the ASM and the
punfied PSS were run on SDS-PAGE. then blotted (120 mA, S0
min, Mini Trans Biot module. Bio-Red) on & PVDF membteane
The membrane was frested as previously described [55).
INCuding bIoCking With golatn solution. INcubation with a solution
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contaning ant-PSS serum (final bleedng) diuted 5000 times,
nnsng steps. Incubation with secondary anmidody (GAR-
peroxidase conjugate). rinsing steps and staining by
chemalumnescence with lumncl.

Amino acid composiSion of P85. The amino add compositon of
the purified faction of PS5 was determined by Eurosequence Co
(Groningen, The Netherands) Afer an hydrolysis wih 8.7 N HQl
(150 at 150°C). he resuiing amind BCdS Were analyzed on an
HP 1090 Aminoquant by an aulomated two-step precolumn
dertvalizetion with o-phtelaidehyde for primary and Ny9-
fuorenyl methoxycarbonyl for secondary smino adds. Cysteine
eSidues were quantfed afler cxidaton

Deglycosylation of P85: Chemical deglycosylaton of 1 mg PSS
was performed with 1.5 mi of a mbaure of TEMSianisole (21, wiv)
at 0°C for 3 h, under N; atmosphere. with constant stiming
according to Edge of &/ [57) Afer neutralisasion with 2 mi of 50%
cold pyridne, the agueous phase was extracted 2 times with
diethyl ether and extensively dialyzed aganst water (5 days)
before being lycphiized. Fetun was Yested simiany and used as
a positrve control.

Polysaccharide staining and calcium-binding ability on gels:
The giycosyleton of PO5 was studied qualtatively on denaturing
min-gels and on DIOIS. In Panicular. SACCHANde MOKDES were
Investigated on mini-gels by using Alcan Blue BGX [58] at pH 1
in order 10 stan specifically sulfated sugars [S9) and by staning
with PAS. which stans most of the carbohydrate residues [60].
The caloum-tinding stdity of PES5 and deglycosylated PES (deg-
05) was tested accordng 10 wo procedures: Stains-All staining
on mind gelis [61) and “Ca overtay test on bicts [62).

Growth of calcite crystals in the presence of ASM and
purified P3S: CaCO, precipitation was performed in wivo by slow
diffusion of ammonium carbonate vapour In a calclum chioride
solution [63] The test was adapted as follows: 500 it of 7.6 mM
CaCl, containing diferent amounts of nacre ASM or purified PS8
(0.1 pgimi 80 20 pg/mi) were introduced In S-well culture shdes
(BD Falcon). Blank controls were performed withoul arry sample.
The culture shdes were incubated 48 h at 4°C n a closed
desiccator containing crystals of ammenium bicarbonate. They
were genly dried, carbon-sputiered and cbserved 8l 15 keV by
SCAanning election micrescopry (JEOL 6400)

Separation of ASM proteins by 2-DE: The nacre ASM was
fractionsted by 2-DE. IEF was carnied cut using 8 Protean |EF
osll (Bo-Rad). Precast 7 om inear pH 310 IPG strips were re.
hydrated overnight ot 50 V (25°C) with 150 d buffer containing B0

pg ASM in & M urea, 2 M thiourea. 4% (wi) CHAPS. 20 mM
DTT. 0.1% ampholytes and 0001% bromophencl blue
Immediately aflerwards. focalisation was performed at 250 V for
15 min. Then the voltage was set at 8000 V untl reaching 10000
Vi The IPG strips were subsequently transfemed 10 min into 2
mi equitbration bufler (6 M wea, 2% SDS. 375 mM Tris/MCl pH
8.8. 20% glycercl) containing 130 mM DTT and 10 min into the
same buffer comtainng 135 mM iodoacetamide. Strips were
nnsed in TGS (25 mM Tns. 152 mM giyane and 0.1% SDS),
placed on top of precast &-10% NUPAGE" BisTris Novex SDS.
PAGE and ftxed with an overiay layer of 0.5% agarose/TGS (wiv).
ENctrophoress was performed at 200 V for 40 min

Protein digestion and MALDI-TOFITOF analysis: Afer
electrophoresss, gels were stained with Coomassie Blue. before
Spot excision. Excised spots were washed for 10 min in 100 mM
NHHCO, and the supematent was discarded Following
incubation in 20 WL 100% ACN for 10 min. under genfie stering,
the supematant was discarded and samples were subsequenty
reduced with 20 mM DTT (30 min, 56°C in 0.1 M NH.HCO,) and
alkylated with 0.1 M lodoacetamide (20 min, 268°C mn 01 M
NHHCO,) Proteins were digested in gel with 20 J of 10 pgiml
trypsin (ROCHE, France) in 0.01% TFA (30 min at 4°C). then 17
ulL supemnatant was discarded and pleces of geis were covered
with 7 ul of 25 mM NHMCO, solton kr incubation (2 b 37°C)
Peptide-containing Aquid fractons were extracted by addion of 1
pl TFA 0 5%, hen he supematint was recovered. the gof was
nnsed with 8 uL ACN and the supermnatants were pooled. Digests
were analyzed with the MS and the MS/MS mode on MALDE-
TOF/TOF Uttraflex || (BRUCKER DALTONICS) with a a-Cyano-4-
hydroxycinnamic acid (MOCA) matrix. Purified PSS protein was
simiany analyzed on MS and MS/MS afer digestion with irypsin
n sohson.

Mass spectrometry data and database searching The mass
spectra data were searched asgainst NCEI nonredundant
database (October 2007), using MASCOT search engine
(M Mwww matrixscience com ) The mass lolerance was 50 ppm
for MALDATOF MS and was 0 2 Da for MSMS experiment with 1
missed cleavage Other search paramelers were
carbamidomethyl as filxed moddcation and oxidation of
methicnine as variable modifcation. As no identification was
achieved by MASCOT searching, MS/MS spectra were analyzed
and iMerpreted de Aove manually with the assistance of the
Rapid de Novo software. All the candidate sequences were
merged Into @ MS BLAST search and were compared and
aligned one by cne with he cther sequences of moliusc shel
proteins, using the SIM tool from the Expasy server
(NP Mwww €xpasy CAOUSSIm il )
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5 — Résultats complémentaires
5.1 — Variabilité intra- et inter-spécifique

Dans une étude préliminaire, nous avons voulu tester la variabilité intra-spécifique des
macromolécules de la matrice extraite de la nacre d’Unio pictorum. Les coquilles de quatre
individus adultes de 14 a 16 cm de longueur ont été nettoyées et débarrassées du périostracum
et de la couche prismatique, avant d’étre broyées en une fine poudre, que nous avons par la
suite décalcifiée a 1’acide acétique 5%. Les matrices acido-solubles des différentes coquilles
ont été purifies par centrifugation/ultrafiltration et ont ensuite été analysées en SDS-PAGE
apres coloration des gels (contenant 12% de polyacrylamide) au nitrate d’argent. Sur la Figure
30, les composés majoritaires (P95, P50 et P29), observés sur des échantillons extraits de
« pool » d’individus, sont également présents dans les coquilles isolées de ces quatre
individus traitées séparément. On remarque cependant des différences d’intensité de
coloration pour les bandes migrant a 50 et 29 kDa, suggérant que la quantité relative de ces

composés varie 1égérement d’un individu a I’autre.

Figure 30 : Analyse en SDS-PAGE, chez Unio pictorum, de la matrice acido-soluble extraite de la
couche nacrée de la coquille de quatre individus différents.
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Nous avons également mené une étude préliminaire centrée sur différentes espeéces

31—

21—

d’Unionidae des cours d’eau européens. Celle-ci porte sur la variabilité inter-spécifique de la
composition en macromolécules de la matrice acido-soluble de la nacre. Notons que le choix
de I’étude de la matrice acido-soluble a été suggéré par le fait que cette matrice présente
beaucoup plus de variabilité que la matrice acido-insoluble, lorsque I’on compare les matrices
de différents mollusques (Weiner & Hood, 1975 ; Keith ef al., 1993). Le choix des espéces

s’est porté sur des organismes du genre Unio, phylogénétiquement proche de notre espéce de
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référence, ainsi que sur une especes du genre Anodonta, qui est le plus proche du genre Unio
(Kéllersjo et al., 2005). Les extraits de coquilles des différents Unio (U. pictorum, U. tumidus,
U. mancus et U. crassus) et d’Anodonta cygnea présentent de trés grandes similitudes, les
extraits d’Unio apparaissant méme presque identiques sur gel d’électrophorese. La matrice
d’Anodonta comporte elle aussi une bande majoritaire migrant vers 45-50 kDa, une bande de
masse moléculaire apparente proche de 29 kDa, ainsi qu’une faible bande aux alentours de 90
kDa. Notons que les similitudes de composition en macromolécules de ces différentes
matrices sont également qualitatives. En effet, les différents composés présentent les mémes
réactivités avec des colorations plus spécifiques comme le PAS (résidus sacchariques), le bleu

Alcian (sucres sulfatés) ou le Stains-All (capacité a lier les ions calcium).

Figure 31 : Analyse en SDS-PAGE de la matrice acido-soluble extraite de la couche nacrée de la
coquille de différentes espéces d’Unoinidae d’Europe.
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5.2 — Fluide extrapalléal
Le fluide extrapalléal a été précautionneusement prélevé a ’aide d’une aiguille sur des
individus adultes d’Unio pictorum maintenus en aquarium. L’extrait a ensuite été centrifugé
10 min & 14 000 rpm (4°C), puis le surnageant a directement été analysé en SDS-PAGE en
conditions dénaturantes. Le profil électrophorétique du fluide extrapalléal a été comparé a
celui de la matrice acido-soluble de la couche nacrée de la coquille. Notons que ce résultat a
¢galement été comparé avec celui obtenu a partir d’extrait de cellules du manteau et qu’il ne
présente pas les bandes caractéristiques des composés cellulaires majoritaires de ce dernier
(actines, tubulines, etc...). Le fluide extrapalléal présente une composition en macromolécules
tres différente de celle de la matrice coquilliere. En effet, aucun composé ne migre aux mémes
masses apparentes dans les deux extraits. On dénombre essentiellement quatre bandes de
masses moléculaires apparentes élevées (170, 130, 50 et 38 kDa). Ce résultat surprenant a été
reproduit au laboratoire a deux reprises et mériterait des analyses complémentaires. Quoi qu’il
en soit, nous pouvons d’ores et déja proposer deux hypothéses alternatives pour expliquer ce
résultat : 1) les protéines majoritaires du fluide extrapalléal ne sont pas intégrées dans la
matrice de la coquille ; 2) les macromolécules observées dans le fluide extrapalléal sont des
précurseurs de hauts poids moléculaires qui vont étre clivés avant d’étre intégrés a la matrice.
Pour tester ces hypothéses, deux approches complémentaires pourraient étre mises en ceuvre :
une analyse protéomique des macromolécules du fluide, et une analyse utilisant des anticorps
spécifiques dirigés contre des protéines de la matrice. Toutefois, 1’hypothése d’une

contamination par les hémocyanines de I’hémolymphe reste également a tester.

Figure 32 : Composition du fluide extrapalléal d’Unio pictorum analysée en SDS-PAGE. Ligne 1,
matrice acido-soluble extraite de la couche nacrée de la coquille ; ligne 2, fluide extrapalléal.
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5.3 — Approche protéomique

Compte tenu des difficultés techniques rencontrées dans la mise en ceuvre de I’analyse
protéomique de la matrice acido-soluble de la nacre d’ Unio pictorum par électrophorése 2-DE
couplée a I’analyse par spectrométriec de masse de type MALDI-TOF MS/MS (article
précédent), nous avons entamé une approche protéomique plus globale par ESI-QqTOF
MS/MS (IBCP, Lyon). La Figure 33 présente les deux approches pratiquées ainsi que les
données déja acquises et restant encore a traiter: 1’analyse de la matrice acido-soluble
compléte apres digestion trypsique (Figure 33A) et I’analyse de différentes protéines purifiées
en SDS-PAGE aprés digestion trypsique (Figure 33B). De trés nombreuses séquences ont été
obtenues par MS/MS suivie d’une interprétation de novo des spectres de fractionnement. Ces
données sont en cours d’analyses in silico afin de détecter d’éventuelles similitudes avec des
protéines déja décrites chez d’autres organismes.

Plus de 150 séquences internes partielles ont été obtenues a partir de I’analyse de la matrice
totale et plus de 100 I’ont été a partir des cinq protéines purifiées (Fig. 33A-B). Dans un
premier temps, les peptides sont analysés a 1’aide du logiciel MASCOT afin de comparer les
profils MS/MS obtenus avec ceux des protéines déja décrites dans les bases de données de
génomique/transcriptomique/protéomique (EMBL, Swiss-Prot, GenBank...). Dans un second
temps, les séquences obtenues par interprétation de novo des spectres MS/MS sont comparées
a celles des protéines déja décrites, afin de détecter des homologies de séquences. Compte
tenu du fait que trés peu de données de génome ou d’EST ne sont a ce jour disponibles chez
les bivalves, il n’est pas surprenant que cette approche donne peu de résultats significatifs.
Nous mettrons en ceuvre par la suite une comparaison des nouvelles séquences avec celles

obtenues a partir des matrices calcifiantes d’autres mollusques.

Au vu d’un premier traitement des données par le logiciel MS MASCOT, la protéine P12
présente une dizaine de peptides similaires a différents fragments d’'une méme protéine, une
porine de 36 kDa de la membrane externe des bactéries (SwissProt Number P24305). La
Figure 33C présente l’alignement obtenu avec les différentes séquences des fragments
peptidiques de la P12 et avec la séquence primaire complete de la porine extra-membranaire
de Comamonas acidovorans. Bien que ce résultat préliminaire reste encore a confirmer, il est
a noter qu’a ce jour aucune protéine de ce type n’a été décrite a partir d’extraits de matrices
calcifiantes. S’il est confirmé, ce résultat constituerait une originalit¢ du modele Unio
pictorum et apporterait un scénario original d’évolution des protéines de matrice calcifiante

chez ce bivalve.
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Figure 33 : Approches protéomiques mises en ceuvre pour I’étude de la matrice acido-soluble de
la nacre d’Unio pictorum par ESI-QqTOF MS/MS. A) Etude la matrice compléte aprés hydrolyse
avec la trypsine. B) Etude de cinq protéines purifiées par SDS-PAGE aprés hydrolyse avec la trypsine.
C) Alignement des séquences internes partielles de la P12, par le logiciel MULTALIN
(http://bioinfo.genopole-toulouse.prd.fr/multalin/multalin.html), travaux en cours.
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5.4 — Construction d’une banque d’ADNc
Durant ce travail de thése, nous avons également réalisé une banque d’expression d’ADNc
construite a partir de cellules du manteau d’Unio pictorum en vu de la cribler et d’obtenir les
séquences primaires de différents constituants de la matrice organique calcifiante. Nous
présenterons sommairement les étapes déja accomplies menant a la construction d’une banque

d’expression secondaire ainsi que le travail restant a réaliser.

Ont été effectués a ce jour (Figure 34) : I’extraction des ARN totaux au Tri-Reagent ;
I’extraction des ARNm a I’aide de microbilles oligo-dT ; la synthése du 1 brin d’ADNc (kit
Zap Express®, Stratagene, La Jolla, USA) ; la synthése du 2°™ brin d’ADNCc ; la ligation des
adaptateurs ; la phosphorylation des extrémités Eco-RI ; la purification des brins d’ADNCc ;

aire

I’empaquetage ; la titration de la banque I (10° pfu) et I’amplification dans une banque II*".
q

Restent a réaliser : la titration de la banque secondaire, transfert et criblage. On peut envisager

deux types de criblage : soit grice a des sondes nucléotidiques dégénérées couplées a la
digoxygenine dessinées a partir des séquences partielles déja obtenues, soit grace a des

anticorps dirigés contre des protéines issues de la matrice.

Figure 34 : Construction d’une banque d’ADNc a partir de cellules du manteau d’Unio
pictorum. A) Purification des ARN-totaux. Apres extraction au Tri-Reagent, les ARN-totaux sont
observés sur gel d’agarose 1,2%. On note la présence de deux bandes majoritaires correspondantes aux
ARN 18S et 5S. Ligne 1, marqueurs moléculaires; lignes 2-3-4, ARN-totaux extraits. B) Extraction
des ARNm. Apres purification a 1’aide de microbilles oligo-dT, les ARNm sont observés sur gel
d’agarose 1,2%. Lignes 1 & 9, marqueurs moléculaires ; Ligne 2, ARNm extraits ; Lignes 4-8, ARNm
totaux. C) Fractionnement des ADNc en fonction de leur taille. Aprés fractionnement sur colonne de
Sépharose, les différentes fractions d’ADNc éluées sont observées sur gel d’agarose 1,2%. Lignes 1-2
& 10-11, marqueurs moléculaires ; lignes 6-7-8, fractions d’ADNc E1, E2 et E3, respectivement. D)
Quantification des ADNc. La quantit¢ d’ADN des fractions E1, E2 et E3 (a gauche) est estimée par
comparaison avec différentes quantités d’un échantillon étalon (ADN de sperme de saumon, a droite).

¢ N
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6 — Les acquis des travaux effectués chez Unio pictorum

Méme si notre étude de la matrice organique associée a la nacre de la coquille d’Unio
pictorum ne nous permet pas encore de conclure définitivement quant a ’homologie de ces
protéines avec celles déja décrites chez d’autres bivalves nacriers (du genre Pinctada, entre

autres), il est possible de dégager, au terme de ce travail, plusieurs informations.

- Alors que la matrice acido-insoluble extraite de la nacre d’Unio pictorum est constituée
entre autres de protéines hydrophobes et de chitine, la matrice acido-soluble est
majoritairement composée de trois glycoprotéines acides portant des sucres sulfatés. Ces
glycoprotéines sont capables de lier le calcium grace a leurs groupements saccharidiques. Il
est aussi ressorti de notre analyse que ces groupements saccharidiques étaient impliqués
dans la capacité de ces molécules a interagir avec la formation du biominéral (cela est di
a leur capacité a lier les ions calcium et a interagir avec la précipitation du carbonate de
calcium, mais aussi a leur capacité a moduler I’acidité des glycoprotéines). Méme si
I’implication des groupements saccharidiques dans les processus de calcification avait
déja été évoquée par le passé, elle n’avait jusque-la jamais été démontrée chez les
mollusques. Il reste a déterminer si ce résultat représente une constante insoupgonnée a toutes
les matrices de nacre de mollusque ou s’il constitue une originalité exclusive du modele Unio

pictorum.

- Sur gel 2-D, on observe que I’ASM est constituée d’au moins une vingtaine de protéines
différentes. De plus, on remarque que les différentes bandes polypeptidiques de I’ASM
observées sur SDS-PAGE 1-D se décomposent en de nombreuses isoformes migrant entre les

pl3,5et7.

- En ce qui concerne leur acidité, les trois glycoprotéines possédent des p/ semblables a
ceux des autres protéines de nacre déja décrites a ce jour. Cette observation permet, a cet
¢gard, de classer les protéines d’Unio pictorum dans le groupe homogeéne des protéines de

nacre qui semblent jusqu’a présent toutes présenter un p/ faiblement acide ou neutre.
- La matrice acido-soluble d’Unio pictorum présente une activité enzymatique anhydrase

carbonique, a I’instar d’autres bivalves appartenant au genre Pinctada. Le constituant de

la matrice portant cette activité reste a identifier. Bien que la fonction de cette enzyme semble
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essentielle a la formation des biominéraux de carbonate de calcium, son implication exacte

dans les mécanismes de minéralisation des coquilles reste encore énigmatique.

- P95 est une glycoprotéine acide de p/ 3-4, spécifique de la couche nacrée, capable de
lier le calcium et qui interagit avec la précipitation du carbonate de calcium. Sa
composition en acides aminés suggere que cette protéine pourrait appartenir a la famille des

lectines de type C.

- L’analyse protéomique et I’observation de la réactivité d’anticorps dirigés contre P95 nous
montre que les trois protéines majoritaires de I’ASM possédent des épitopes identiques,
notamment des séquences partielles internes, mais sans doute également des motifs
saccharidiques. Ces observations suggerent que ces trois glycoprotéines pourraient avoir une

origine commune et/ou que les plus petites dérivent du clivage de la P95.

- Une analyse protéomique, en cours, semble démontrer qu’une protéine de la matrice d’Unio
pictorum de faible masse moléculaire, P12, serait une homologue des porines de bactérie.
Ce résultat, a confirmer, constituerait la premiére observation de porine dans les matrices
calcifiantes et tendrait a montrer qu’Unio pictorum pourrait avoir, au moins sur ce point,
une machinerie moléculaire originale par rapport a celle d’autres bivalves nacriers

étudiés.

Au vu de ces résultats, plusieurs pistes de recherche ultérieures paraissent particuliérement

intéressantes a explorer :

- L’étude approfondie de ’anhydrase carbonique de la matrice d’Unio. Chez les
mollusques, cette protéine a été décrite pour la premiere fois chez le bivalve Pincatada fucata.
Appelée Nacrein, elle présente une protéine « homologue » chez le gastéropode Turbo
marmoratus. 1l serait particuliérement intéressant de déterminer si I’anhydrase carbonique,
présente chez Unio pictorum, appartient elle aussi a la famille des protéines de type Nacrein.
Pour ce faire, on peut envisager de mettre en ceuvre une approche par RT-PCR, couplée a
une ¢tude de protéomique, ainsi qu’une étude par purification biochimique couplée a

une détection de ’activité enzymatique.

- L’étude approfondie des protéines de la matrice coquilliére au sein des Unionoidea

européens (genres Unio, Anodonta et Margaritifera). Nos travaux préliminaires nous ont
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montré que le cocktail des protéines constituant la matrice calcifiante était trés semblable chez
ces especes phylogénétiquement proches. L’étude de I’évolution de ces protéines au sein de
ce groupe, nous permettrait sans doute d’aborder la question de la pression de sélection et des
vitesses évolutives qui s’exercent sur les geénes codant pour les protéines de matrice
calcifiante. Ce travail nécessiterait, chez Unio pictorum, une approche RT-PCR (a partir
des séquences déja obtenues par protéomique), suivie d’'une RACE-PCR afin d’obtenir
les séquences complétes. L’obtention d’une séquence complete d’une protéine de matrice
chez Unio pictorum, permettrait alors d’envisager d’obtenir par RT-PCR celle des

autres protéines étudiées et d’observer le degré de conservation de ces séquences.
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La biominéralisation de la coquille chez Nautilus macromphalus

1 - Introduction
1.1 - Description, biologie et cycle de vie

Les nautiles actuels sont des prédateurs marins pélagiques des eaux cotieres tropicales du
Pacifique Sud, répartis dans un secteur allant de I’Océan Indien a 1’ Australie. Ces organismes
vivent sur les pentes externes des récifs coralliens, principalement entre 100 et 800 m de
profondeur, et rarement dans les lagons. Ils peuvent remonter la nuit pres de la surface pour se
nourrir (essentiellement de crustacés et de petits poissons) ou se reproduire. On pense que
vivre le jour en eaux profondes permet aux nautiles d’échapper a leurs prédateurs. Ces
animaux possedent de nombreuses adaptations physiologiques spécifiques (métabolisme
aérobie tres bas, hémoglobine a forte affinit€ pour ’oxygene) leur permettant de subsister

dans ces eaux profondes, généralement hypoxiques.

La partie antérieure du pied est modifiée en tentacules préhensiles (environ 90), alors que la
partie postérieure forme 1’hyponome, qui permet a I’animal de se déplacer « a reculons » par
émissions de jets d’eau. La Figure 35 présente une vue anatomique d’un nautile. Le corps de
I’animal est uniquement réparti dans la derniere loge de la coquille externe. Un capuchon
calcifié permet de fermer complétement la coquille, protégeant ainsi tous les organes. Le
systeme circulatoire est clos et I’animal posséde un unique cceur contractile. En amont de la
bouche, ces organismes possedent deux pieces squelettiques mandibulaires calcifiées en
forme de bec. Chez ces céphalopodes, et contrairement aux autres classes de mollusques, le
systéme nerveux est trés centralisé et forme un cerveau protégé par une capsule rigide
remplissant la fonction de crane. Les nautiles possédent deux gros yeux pédonculés situés de
chaque coté de la téte. Ces yeux, dépourvus de cristallin et fonctionnant selon le principe de
« chambre noire », possédent des pupilles contractiles laissant entrer plus ou moins de
lumiére. Contrairement aux Coleoidea (I’autre phylum des céphalopodes actuels), les nautiles
posseédent deux paires de branchies, situées dans la cavité palléale, que I’animal ventile

continuellement grace a un courant d’eau produit par I’hyponome.

La coquille externe des nautiles est fortement calcifiée et présente une double fonction
protectrice et hydrostatique. Elle est composée de carbonate de calcium et comprend une

grande chambre d’habitation, contenant le corps de 1’animal, ainsi qu’une série de chambres
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cloisonnées (35 en moyenne chez un individu adulte). Lors de la croissance de 1’animal, la
coquille s’agrandit sur ses bords externes et forme successivement des nouvelles chambres
pour atteindre sa taille maximale (de 150 a 250 mm selon les espéces) a la maturité sexuelle

(environ 5-6 ans).

Figure 35 : Anatomie interne et externe de Nautilus sp. (modifié d’apres Wiirtz, 1989 ; Westerman
et al., 2005).

Contrairement a la plupart des céphalopodes qui ne se reproduisent qu’une seule fois pendant
leur vie, le nautile peut se reproduire plusieurs fois (polycyclique ) et posseéde une période de
fécondité qui peut durer plusieurs années. Apres la parade nuptiale, le male et la femelle
s’enlacent au moyen de leurs tentacules pendant un accouplement qui peut durer jusqu'a 24
heures (Figure 36).

Les spermatophores sont introduits dans la cavité palléale de la femelle par un tentacule
buccal spécialisé du male, le spadix. Les ceufs fécondés subissent une segmentation partielle
avec persistance d’une importante réserve vitelline. La période de ponte semble s’étendre sur
toute I’année. La femelle nautile peut pondre en moyenne entre un et deux ceufs par mois
(Norman, 2000). Deux semaines apres I’accouplement, les ceufs, particulierement volumineux
(25-35 mm pour 4 g), sont individuellement déposés sur un rocher (le plus souvent dans une
cavité) et fixés grace a une membrane souple qui est perforée a son sommet. Cette membrane
laisse circuler I’eau de mer entre la gaine externe et la capsule ovale qui contient 1’embryon
et le vitellus. Le développement de la larve est direct et a I’éclosion, qui a lieu prés d’un an
apres la ponte, le jeune ressemble en tous points a I’adulte. Il mesure alors prés de trois

centimétres et sa coquille posséde déja sept loges.

132



Chapitre I1II : La biominéralisation de la coquille chez Nautilus macromphalus

Figure 36 : Cycle de vie de Nautilus (modifié d’aprés Norman, 2000 ; Arnold J.©). A) Nautilus sp..
B) Accouplement face-a-face du nautile. C) Les ceufs volumineux sont fixés au rocher ou ils vont
continuer leur développement pendant un an. D-E) Larves de nautile extraites de leur coquille a 1 mois
et 4 mois, respectivement. F) (Euf de nautile a 10 mois de développement. Durant la fin de
I’incubation de I’oeuf, la coquille perce la membrane de I’ceuf alors que le reste de 1’animal reste
protégé a I'intérieur. G) A I’éclosion, le jeune mesure prés de 3 cm et sa coquille posséde 6-7 loges.

1.2 — Phylogénie et position taxonomique
Les céphalopodes sont des mollusques exclusivement marins dont les premiers fossiles, issus
de la sous-classe des Nautiloidea, datent de la fin du Cambrien. On pense que les
céphalopodes tirent leur origine d’un ancétre qui ressemblait & un monoplacophore. Le plus
vieux fossile de céphalopode connu est Plectronoceras cambria du Cambrien Supérieur (~510
M.A.). Ce groupe a connu une importante diversification lors de I'Ordovicien (~440-500
M.A., Figure 37), suivi d’importantes extinctions au cours du Paléozoique. C’est au
Carbonifere que les Nautiloidea connaissent 1’apogée de leur diversité avec pres de 75 genres.
La sous-classe des Coleoidea (a laquelle appartiennent tous les céphalopodes actuels a
I’exception du nautile) semble, quant a elle, étre apparue au cours du Dévonien (~350 M.A.).
Les sous-classes des Nautiloidea et des Coléoidea ont connu un déclin important au cours du
Tertiaire, mais ont perduré jusqu’a nos jours. Les nautiles constituent les seuls représentants
des céphalopodes a coquille externe calcifiée depuis la disparition massive des Ammonoidea
au cours de la crise Crétacé/Tertiaire (65 M.A.). Les seuls représentants actuels des
Nautiloidea sont des Nautilidae (seul groupe de la sous-classe a avoir franchi la crise du
Permo-Trias). La famille des Nautilidae, a laquelle appartient le genre Nautilus, semble avoir

conservé la plupart des caractéres morphologiques ancestraux propres au phylum.
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Figure 37 : Diversité et abondance des différentes sous-classes de céphalopodes au cours des
temps géologiques (modifi¢ d’aprés House, 1988).
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De nombreuses especes de nautile ont été décrites sur la base d’observations de caractéres
morphologiques, mais des études phylogénétiques récentes prenant en compte des données
moléculaires (génes mitochondriaux) n’ont distingué que trois espéces réparties en deux
genres : Nautilus macromphalus , Nautilus pompilius et Allonautilus scrobiculatus. Depuis
une dizaine années, des études suggerent que 1’origine de la spéciation de ces espéces est
relativement récente (quelques millions d’années) et que ce genre connait actuellement une
période de diversification génétique (Wray et al., 1995 ; Bonnaud et al., 2004). L’espeéce
Nautilus macromphalus (Sowerby, 1948) est endémique des cotes de la Nouvelle-Calédonie,
des iles de la Loyauté et du nord de 1’Australie. Chez cette espéce, 1’ombilic est tout

particulierement marqué et les coquilles mesurent jusqu’a 18-20 cm.

1.1 — Description de la coquille
Comme chez tous les mollusques conchiferes, la croissance de la coquille de Nautilus est
continue durant toute la vie de I’animal. La coquille est sécrétée par un épithélium hautement
différencié, le manteau, qui entoure la partie viscérale du corps de I’animal (Westermann et
al., 2004). La coquille des nautiles est considérée comme étant un tissu calcifi¢ homologue a
celui de ’ensemble des mollusques conchiferes. Elle se développe dés les premiers stades
larvaires de I’animal (Figure 36 D-E). Chez les Nautilida, la coquille présente la particularité
d’étre enroulée et divisée en loges de taille croissante. La coquille des nautiles constitue un
enregistrement de la vie et du développement de I’animal. Cette propriété est utilisée pour
déterminer les conditions physico-chimiques de I’environnement dans lequel évoluent les
stades juvéniles (Auclair ef al., 2004) ou pour retracer 1’ontogénie de I’animal (Landman et

al., 2003).

Chez cet animal, le r6le de la coquille est double. Elle sert aussi bien a protéger le corps de
I’animal contre des prédateurs (poissons), qu’a assurer sa flottabilité. En effet, les chambres
cloisonnées de la coquille contiennent principalement un gaz composé a plus de 90% d'azote,
a une pression d’environ 0,7-0,9 Atm et du liquide en faible quantité. Ce volume de gaz
permet a I’animal de compenser le poids important de sa coquille et d’adapter sa densité
moyenne a celle de I’eau de mer, procurant ainsi a I’animal une flottabilité neutre. La coquille
résiste a la pression hydrostatique de l'eau environnante jusqu’a 800 m de profondeur, la
pression et le volume de gaz dans la coquille étant indépendants de la profondeur. Les nautiles
peuvent ainsi flotter dans toute la gamme des profondeurs auxquelles ils évoluent sans avoir a

changer significativement le volume de gaz contenu dans leur coquille. Notons cependant,
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que les nautiles sont capables d’ajuster légerement la quantité de liquide présent dans les
chambres de leur coquille grace a leur siphon. Le siphon constitue un mince tube enveloppé
par une gaine calcifiée et protéique qui va de la partie la plus postérieure de I’animal a la loge
la plus interne (ancienne) de la coquille. En effet, le corps de 1’animal n’occupe que la
derniere loge formée, mais reste en contact avec les loges précédentes par un ligament dorsale
qui traverse 1’ensemble des loges au travers du siphon, permettant ainsi la régulation de la

pression des loges.

Comme la coquille de nombreux céphalopodes aujourd'hui disparus, celle des nautiles est
entierement aragonitique et est composée de deux couches minéralisées : la couche externe est
prismatique tandis que la couche interne est nacrée (Figure 38). L’ensemble de ces couches
est partiellement recouvert d’une trés fine couche organique, le périostracum (Westermann et
al., 2004). Celui-ci sert de support a la croissance de la phase minérale, lors de la séquence de
formation du biominéral (Towe & Hamilton, 1968). Notons que, dans la zone d’attachement
des muscles, la couche interne de la coquille est de structure sphérulitique et que dans la zone
des septa, cloisons qui séparent les différentes loges, la coquille est composée sur toute son
épaisseur par une couche uniforme de nacre (Meenakshi et al., 1974). L’ensemble de la
coquille de Nautilus est aragonitique (prismes + nacre + sphérules). Une étude
cristallographique aux rayons-X a montré que la couche nacrée présente des similitudes de
structures avec celles des gastéropodes et des monoplacophores (Chateigner er al., 2000). A
échelle micrométrique, la nacre du nautile présente la structure classique de la nacre
columnaire, telle qu’elle est décrite chez les gastéropodes (e.g. Haliotis) (Velasquez et al.,
2006).

La nacre de nautile a été 1’objet de nombreux travaux pionniers de caractérisation de la
matrice organique extraite du biominéral (Goffinet, 1969 ; Goffinet & Jeuniaux, 1979). C’est
Grégoire (1962) qui en premier observa la matrice organique située autour des tablettes de
nacre et, depuis, de nombreux travaux sont venus compléter ses observations. La matrice
organique de la nacre de Nautilus représente 4-5% du poids total du biominéral et est
composée de protéines, de glycoprotéines (Crenshaw & Ridstet, 1975 ; Weiner et al., 1975,
Keith et al., 1993 ; Dauphin, 2006) et d’une fraction importante de chitine (Goffinet &
Jeuniaux, 1979 ; Weiner & Traub,1980). Jusqu’a présent, peu d’études se sont penchées sur la
caractérisation des macromolécules de cette matrice et seules trois courtes séquences

partielles de protéines ont été décrites (Yano et al., 2003).
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Figure 38 : La coquille de Nautilus macromphalus: observations au MEB (modifié¢ d’aprés
Meenakshi, 1974 (A,C-F) ; observations personnelles (B). A) Couche prismatique externe en vue
externe. B) Epaisseur de la coquille sur cassure fraiche, en vue transversale. C-D-E) Couche
prismatique, limite entre la couche prismatique et la couche nacrée, et couche nacrée sur cassure
fraiche, respectivement, en vues transversales. F) Couche nacrée en formation, en vue interne.

VEl .
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1.4 — Echantillonnage
Des individus adultes appartenant a 1’espece Nautilus macromphalus ont été péchés dans les
eaux cotieres de Nouvelle-Calédonie. Les coquilles ont été prélevées a 1’Aquarium de
Nouméa sur des organismes mesurant entre 12 et 15 cm. Les coquilles ont été
précautionneusement nettoyées par un bain prolongé dans de 1’hypochlorite de sodium afin de
retirer toutes traces de contaminants exogenes ou de tissus non calcifiés. Les coquilles ont

ensuite €t€¢ abondamment rincées a 1I’eau déminéralisée, puis séchées, avant d’€tre étudiées.

1.5 — But de I’étude
D’un point de vue évolutif, la nacre constitue un modele d’étude fascinant. Premieérement, elle
est apparue trés tot dans les enregistrements fossiles et a perduré jusqu’a nos jours.
Deuxiemement, la nacre est considérée comme une microstructure « primitive » dont la
formation nécessite 1’incorporation d’une grande quantité de matrice organique calcifiante.
Troisiémement, la présence de nacre est restreinte au phylum des mollusques, et appartient
aux coquilles de représentants de quatre des cinq classes de mollusques conchifeéres. De ces
constatations semblent se dégager une question essentielle: est-ce qu’a l’origine des
mollusques conchiferes, les types de nacre présents chez différentes classes étaient construits
a partir d’un assemblage macromoléculaire similaire ? A ce jour, les compositions
macromoléculaires des matrices associées a la nacre ont été décrites chez certains bivalves et
certains gastéropodes, et trées peu de données sont disponibles chez les céphalopodes et les

monoplacophores.

Notre étude a pour but de caractériser par des techniques de biochimie les différents
constituants de la matrice calcifiante extraite de la coquille du céphalopode Nautiloidea,
Nautilus macromphalus. Notre objectif est de déterminer si la nacre du nautile est construite
avec les mémes outils macromoléculaires que celle des gastéropodes du genre Haliotis, ou
que celle des bivalves des genre Pinctada et Pinna, qui servent couramment de modele pour

I’étude de la biominéralisation chez les mollusques.

Nous avons concentré notre attention, au sein de 1’article de recherche présenté ci-apres, sur
I’étude des composés organiques de la couche nacrée, notamment les protéines et les
glycoprotéines. Cet article, présenté ici en langue anglaise dans son format de soumission, est
précédé d’un résumé en frangais. Dans ce travail, nous avons notamment souligné

I’importance du réle de la fraction saccharidique des glycoprotéines dans les processus de
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minéralisation de la nacre. Parallelement, nous avons mené une approche protéomique de la
matrice soluble et de la matrice insoluble extraites de la nacre. Enfin, nous discutons de
I’implication de nos résultats dans les mécanismes de formation de la nacre, ainsi que dans

I’évolution des protéines associées a cette microstructure chez les mollusques.

Le lecteur trouvera en fin de chapitre quelques résultats complémentaires acquis récemment,
une conclusion retracant les résultats majeurs obtenus dans le cadre de cette €tude, leurs
implications, ainsi que les questions qu’ils soulévent et les pistes de recherches ultérieures a

suivre.
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2 —Evolution of nacre : biochemistry and ‘shellomics’ of the shell organic

matrix of the cephalopod Nautilus macromphalus. (Soumis a J. Biol. Chem.)

Résumé

Chez les mollusques, la structure coquilliére calcifiée la plus étudiée est la nacre. Cette
couche aragonitique iridescente est présente en position interne des coquilles de plusieurs
bivalves, de quelques gastéropodes et d’un céphalopode, le nautile. A I’instar d’autres textures
coquilliéres, la nacre contient une fraction mineure de composés organiques qui sont
impliqués dans de nombreux processus de formation du biominéral. Méme si la matrice
organique associée a la nacre a fait ’objet de nombreuses caractérisations moléculaires, la
grande majorit¢ des informations disponibles provient de 1’¢tude de deux modeles
biologiques, I'huitre perliere Pinctada sp. et ’ormeau Haliotis sp.. Dans ce travail, nous
avons caractérisé par des techniques biochimiques la matrice organique extraite de la nacre du
céphalopode Nautilus macromphalus. La matrice acido-soluble est constituée d’un cocktail de
protéines, de glycoprotéines et de polysaccharides, qui sont capables d’inhiber la précipitation
du carbonate de calcium in vitro, qui interagissent avec la formation de cristaux de calcite, et
qui sont également aptes a lier les ions calcium en solution. Bien que la fraction
polysaccharidique de cette matrice ne soit pas impliquée dans la capacité a lier les ions
calcium, elle participe significativement a la modulation de la forme des cristaux de calcite
précipités in vitro. De plus, nous avons mis en oeuvre une approche de protéomique appliquée
a I’étude des matrices acido-soluble et acido-insoluble de la nacre, mais également a celle des
protéines de la matrice soluble purifiées par électrophorése a deux dimensions. Nos données
démontrent que ces deux matrices contiennent de nombreuses séquences peptidiques
communes. De plus, alors que la majorité des nouvelles séquences partielles obtenues ne
correspondent a aucune protéine déja caractérisée a partir des matrices organiques des
coquilles de mollusques, certaines sont partiellement semblables a des protéines de coquilles
de bivalves. Nos résultats ont des répercussions sur les scénarios macro-évolutifs des matrices

calcifiantes des coquilles de mollusques.

N.B. : les données de MS/MS et leurs interprétations pour le séquencage de novo sont présentées dans
les annexes situées en fin de manuscrit.
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SUMMARY which inhibits the in vitro precipitation of
calcium carbonate, interacts with the formation
In mollusks, one of the most studied of calcite crystals, and binds calcium ions in
shell texture is the nacre, also called mother- solution. Although the saccharidic moieties are
of-pearl, the lustrous aragonitic layer that not involved in binding calcium, they
constitutes the internal part of the shell of participate to the modulation of the shape of
several bivalves, a few gastropods and one calcite crystals grown in vitro. In addition, we
cephalopod, the nautilus. Like other shell have used a ‘shellomic’ approach (proteomics
texture, nacre contains a minor organic applied to the shell matrix) on the acetic
fraction, which displays a wide range of soluble and acetic insoluble matrices, as well
functions in relation with the biomineralization as on spots obtained after 2-D electrophoresis.
process. Although the nacre matrix is the focus Our data demonstrate that the so-called
of numerous characterizations at the molecular insoluble and soluble matrices contain
level, most of our knowledge arises from two numerous shared peptides. Furthermore, while
biological models, the pearl oyster Pinctada most of the obtained partial sequences do not
sp. and the abalone Haliotis sp. In the present fit with known molluscan shell proteins, few of
paper, we have characterized biochemically the them partly match with shell proteins of
nacre matrix of the cephalopod Nautilus bivalvian origin. Our findings have
macromphalus. The acido-soluble matrix implications in the knowledge of the macro-
contains a mixture of polydisperse and discrete evolution of molluscan shell matrices.

proteins, glycoproteins and proteoglycans,
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INTRODUCTION

The calcification of the molluscan
shell is a genetically controlled process. It
results from the subtle interactions between an
extracellular matrix, which is synthesized by
the epithelial cells of the calcifying mantle, and
the mineral ions precursors of calcification
(calcium, bicarbonate, and minor elements
such as magnesium). The proteins,
glycoproteins and polysaccharides that are
incorporated within the forming shell and
which constitute the shell matrix, are supposed
to display several key-functions in
biomineralization [1]: to provide an organic
template for mineral growth, to create locally
physico-chemical conditions for promoting
nucleation, to select the calcium carbonate
polymorph (calcite versus aragonite), to guide
the mineral growth in privileged directions, to
organize the crystal architecture in well-
defined microstructures, and to inhibit the
crystal growth when necessary [2]. In addition,
the matrix is suspected to possess a feedback

signaling function towards the mantle
epithelial cells [3, 4].
For several reasons related to its

economical interest and to its remarkable
mechanical properties, nacre is by far the most
studied molluscan shell texture. On a structural
viewpoint, it consists of a regular

superimposition of polygonal flat aragonitic
tablets of 0.5-um thickness, embedded in a
peripheral thin organic matrix [5, 6]. Recent
ultrastructural advances have shown that each
nacre tablet exhibits a hierarchical organization
[7] and is composed of nano-domains [8].
Furthermore, the interface between the organic
and the mineral phases exhibits a thin layer of
ACC [9]. In parallel to these investigations,
biochemical characterizations have shown that
the nacre matrix comprises a wide set of
macromolecular components: chitin,

hydrophobic ‘framework’ proteins [10, 11],
proteins with elastomeric properties [12] and
soluble proteins and glycoproteins, with
diverse functional domains: enzymatic [13,
14], lectin-type [15], mucin-like [16], growth
factor-binding [4]. At present days, about
fourteen completely sequenced and twelve
partially characterized proteins have been
shown to be specifically associated with nacre
tissues [17, 18]. For few years, one assists to
the emergence of new dynamic models of
nacre formation, which try to conciliate both
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biochemical and ultrastructural data [1]. Are
particularly emphasized the prominent role
played by chitin in structuring spatially the
organic framework [1, 19], the distribution of
key biochemical functions at the surface of
nacre tablets [20], the likely existence of a
transient precursor amorphous phase [21], the
growth of nacre tablets in a hydrophobic gel,
which subsequently becomes insoluble when
nacre tablets reach coalescence [22].

From an evolutionary viewpoint, nacre
constitutes also a fascinating model of study.
First, nacre appeared early in the fossil record
[23], somewhere in the Cambrian period, and
since then, has been remarkably perennial
throughout the whole Phanerozoic time until
now. Secondly, nacre is usually considered as
a rather primitive texture [24], with its high
organic content required for controlling the
mineralization process [25]. Thirdly, nacre is
restricted to the phylum Mollusca, where it
occurs in four of the five classes that constitute
the conchiferan mollusks, namely
monoplacophorans, bivalves, gastropods and
cephalopods [24, 26]. Such a phylogenetic
distribution in association with the apparent
textural stability of nacre throughout the
geological times give rise to two fundamental
questions: at the origin of the diversification of
conchiferan mollusks, were all nacre textures
constructed from similar ‘matrix assemblages’
— among which matrix proteins - or did the
different classes develop specific
‘macromolecular tools’ for controlling their
nacre biomineralization? Consequently, are the
nacre matrix proteins evolutionary constrained
or not? Giving an answer to these questions
will shed a light on the process of recruitment
of shell matrix proteins at the dawn of the
Cambrian, and on their subsequent evolution
during the Phanerozoic times.

To this end, we investigated the
biochemistry of the nacre matrix of the
cephalopod Nautilus macromphalus. The
choice of this biological model is dictated by
the basal position of the genus Nautilus in the
diverse phylogenetic trees of the class
Cephalopoda [27]. It is the representative of
the order Nautiloida, the most ancient lineage
among extant cephalopods [28] and the single
one to have conserved an external calcified
shell with a nacro-prismatic texture, truly
homologous to that of bivalve or gastropod. In
an evolutionary perspective, the comparison of
the shell secretory repertoire of nautilus with
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those of better-known models, such as the
pearl oyster bivalve Pinctada or the gastropod
abalone Haliotis, 1is fully relevant.

Furthermore, although the nautilus has been
the focus of several ultrastructural studies [5,
29-36] and of different biochemical

characterizations on the bulk shell matrix [10,
37-45], an extremely limited number of papers
deal with the characterization of its
macromolecular components [46-48] and only
3 N-terminal sequences of 13, 15, and 6 amino
acid residues are available so far [49]. The
present work attempts to fully characterize the
shell nacre matrix of the nautilus by combining
the biochemical and proteomics approaches.
Furthermore, it emphasizes the key-role
displayed by saccharidic moieties in the
modulation of calcium carbonate crystals. At
last, it catches a first glimpse on the
macroevolution of matrix proteins associated
with nacre tissues.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Shell material. Fresh shells of 20/25-mm
length of the cephalopod Nautilus
macromphalus were collected on the coast of
New Caledonia  (Pacific).  For direct
microscopic observations, cleaned freshly
fragmented shells were carbon-sputtered and
directly observed in the secondary -electron
mode with a JEOL 6400 scanning electron
microscope at the “Laboratoire de Réactivité
des Solides”, Dijon.

Shell preparation and matrix extraction. Most
of the external prismatic layer was removed by
abrasion under cold water. Whole shells were
mechanically crushed and fragment of the
siphon were removed. The shell fragments
were immersed in 1% (v/v) NaOCI for 24 h to
remove the periostracum and superficial
contaminants, then thoroughly rinsed with
water. All the following extraction procedure
was performed at 4°C. The shell powder (<
200 um) was decalcified overnight in cold
dilute acetic acid (5% v/v) added by an
automatic titrimeter (Titronic Universal,
Schott), untili pH 4. The solution was
centrifuged at 3900 g (30 min). The pellet,
corresponding to the acido-insoluble matrix
(AIM), was rinsed 6 times with milliQ water
and finally freeze-dried. The supernatant
comprising the acido-soluble matrix (ASM)
was filtered (5 um) before being concentrated
with an Amicon ultrafiltration system on a
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Millipore” membrane (YM10; 10-kDa cut-off).
The concentrated solution (about 5-10 mL)
was extensively dialyzed against MilliQ water
(3 days, several water changes) before being
freeze-dried and weighed.

Infrared spectra analysis. Infrared spectra
were directly recorded from dry lyophilized
samples at a 2 cm” resolution on a Fourier
Transform Infra Red (FTIR) spectrometer
Ucker Vector 22 equipped with a Specac
Golden Gate™ ATR device in the wave
number range of 4000-500 cm’'. For each
extract, we obtained several spectra with a high
reproducibility.

Shell matrix analysis on mono-dimensional gel
electrophoresis. The separation of matrix
components was performed under denaturing
conditions by mono-dimensional  sodium
dodecyl sulfate  polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) containing 12%
polyacrylamide (Mini-protean 3; Bio-Rad).
Protein concentration of the ASM was
estimated by using the BCA-200 Protein Assay
kit (Pierce, Rockford, US). The ASM was
directly suspended in Laemmli sample buffer
containing f-mercaptoethanol and heat-
denatured [50]. Fifty micrograms of ASM
were loaded in each well. One mg of AIM was
partly dissolved in 400 4L 8 M urea at 60 °C
(2 h). Twenty ul of urea-soluble AIM were
loaded on gel after heat-denaturation with
Laemmli sample buffer.

Because the classical CBB staining is often
inefficient to reveal all the proteins associated
with calcified tissues, we chose to visualize
proteins on gel with both silver nitrate [51] and
Coomassie brilliant blue (CBB) R-250. For
checking the reproducibility of the extraction
and the variability of matrix composition, we
performed different decalcifications from
single shells.

Amino acid composition of ASM and AIM. The
amino acid compositions of the two fractions
were determined by Eurosequence (Groningen,
The Netherlands). Freeze-dried samples were
hydrolyzed with 5.7 M HCI in the gas phase
for 1.5 h at 150°C. The resulting hydrolysates
were analyzed on an HP 1090 Aminoquant
[52] by an automated two-step precolumn
derivatization with o-phtalaldehyde (OPA) for
primary and N-(9-fluorenyl)methoxycarbonyl
(FMOC) for secondary amino acids. Cysteine
residues were quantified after oxidation. The
hydrolysis procedure does not allow the
quantification of tryptophan residues.
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Saccharide analysis of AIM and ASM.
Composition of neutral monosaccharides was
determined as follows. Lyophilized sample
matrices (100 ug) were hydrolyzed in 100 ul
of 2 M trifluoroacetic acid (TFA) at 105°C for
4 h. Samples were evaporated to dryness
before being resuspended with 100 w1 of 20
mM NaOH. The neutral and amino sugar
contents of the hydrolysates were determined
by high performance anion exchange-pulsed
amperometric detection (HPAE-PAD) on a
CarboPac PA100 column (Dionex
P/N043055), according to the Dionex corp.
instructions. Non-hydrolyzed samples were
analyzed similarly, in order to detect free
monosaccharides that could have contaminated
the sample during dialysis. This technique does
not allow the quantification of sialic acids,
which are destroyed during hydrolysis with
TFA.

Sialic acid determination was
performed by HPAE-PAD after a moderate
hydrolysis (0.5 M acetic acid, 3 h, 80°C), as
described by Rohrer [53]. The solution
containing the released sialic acids was
centrifuged and filtered (Centricon, 3-kDa cut-
off), then dried under vacuum. Samples were
re-dissolved in Milli-Q water for measurement.

The direct 1,9-dimethylmethylene blue

(DMB) method for quantifying sulfated
polysaccharides [54] was adapted for
microplate reading at 655 nm using the
Blyscan™ kit provided by Biocolor
(Newtownabbey, UK). Chondroitin-4-sulfate
was used as a standard for the quantification of
matrix sulfated sugars.
Biochemical characterization of ASM on ID-
gels. Putative glycosylations of ASM
macromolecules were studied qualitatively.
Saccharide moieties were investigated on
denaturing mini-gels by using PAS [55] and
Alcian Blue 8 GX staining [56], which, at pH 1,
is specific of sulfated sugars [57].

The calcium-binding ability of the
ASM was investigated by ‘Stains-All’
(cationic carbocyanine dye) staining [58] and
by the *Ca overlay test [59]. For the second
one, the gel was transferred on a PVDF
Immobilon-P membrane (Millipore Corp.),
with a mini-Trans Blot module (Bio-Rad) for
90 min at 120 mA. The membrane was
subsequently incubated 3 times 20 min in an
overlay buffer (60 mM KCIl, 5 mM MgCl,, 10
mM imidazole-HCI, pH 6.8), then 30 min in
the same buffer containing 45CaC12 (40
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MBgq/liter, 1.4 uM). After a brief washing
(50% ethanol, 2 x 2 min), the membranes were
air-dried and exposed to a film (X-Omat,
Kodak) for 1 week. Troponin C, a calcium-
binding protein (T1771; Sigma), was used as a
positive control.

At last, the ASM was tested against
rabbit polyclonal antibodies raised against
ASM of the pearl oyster Pinctada
margaritifera [60]. To this end, the ASM was
transferred on a PVDF membrane, which was
subsequently treated as previously described
[16]. The second antibody used was a goat
anti-rabbit, peroxidase-conjugated, antibody
(A6154; Sigma). The peroxidase activity was
revealed by chemoluminescence, after a 5 min-
incubation in luminase buffer, and a quick
exposition to an X-Omat film.

In vitro inhibition of calcium carbonate
precipitation. ASM were subsequently assayed
for in vitro inhibition of calcium carbonate
precipitation [61]. Three ml of 40 mM CaCl,
were rapidly added to 3 mL of 40 mM
NaHCO; containing variable amounts of
protein extract (1-100 ug). For each
experiment, the pH was constantly recorded
with a combined glass electrode coupled with a
pH-meter (Crison, model GLP21), connected
to a computer. Each concentration was tested
in triplicate. Blank tests were performed in
absence of protein. Positive controls were
performed with poly-L-aspartic acid (Sigma).
ASM deglycosylation and calcium-binding
ability. Chemical deglycosylation of 5 mg of
ASM was performed with 1.5 mL of
TFMS/anisole (2:1, v/v) for 3 h, under N,
atmosphere, with constant stirring [62]. The
temperature was maintained at 0°C, to
preclude peptidic bond hydrolysis. After
neutralisation with 2 mL of 50% cold pyridine,
the aqueous phase was extracted twice with
diethyl ether and then extensively dialyzed
against water (5 days) before being
lyophilized. Fetuin was treated similarly and
used as a positive control. All the
deglycosylated extracts were analyzed on
mono-dimensional  SDS-PAGE and
monosaccharide composition of the
deglycosylated ASM was controlled by HPAE-
PAD.

To test the effect of glycosyl moieties
on the calcium-binding ability of the ASM,
similar amounts of native and chemically
deglycosylated extracts were dot-blotted on a
PVDF membrane. The membrane was treated
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with “’Ca as described above for the calcium
overlay test.

Growth of calcite crystals in the presence of
native and deglycosylated ASM. CaCO;,
precipitation was performed in vitro by slow
diffusion of ammonium carbonate vapor in a
calcium chloride solution [63]. This test has
been performed with soluble matrices
extracted from both calcite and aragonite [64-
67]. The test was adapted as follows: 500 uL
of 10 mM CacCl,, containing different amounts
of native or chemically-deglycosylated ASM
(0.1 yg.mL" to 20 yg.mL™") were introduced in
a 8-well culture slide (BD Falcon). The culture
slide was closed with a plastic cover, which
had been pierced with 1-mm holes. It was
incubated 48 hours at 4°C in a closed vessel
containing crystals of ammonium bicarbonate.
After incubation, the slides were gently dried
by capillarity and then by rapid incubation at
50°C. Blank controls were performed without
any sample. The polymorph identity of the
calcium carbonate crystals was determined by
direct observation on FTIR spectrometer as
described above. Samples were subsequently
carbon-sputtered and observed at 15 keV by
scanning electron microscopy (JEOL 6400).
ASM analysis  on two-dimensional — gel
electrophoresis. Following its quantification
by micro-BCA assay, the ASM was fractioned
by 2-D electrophoresis. Isoelectric focusing
(IEF) was carried out using a Protean IEF cell
(Bio-Rad). Precast 7 cm linear pH 3-10 IPG
strips were re-hydrated overnight at 50 V
(25°C) with 150 ul of buffer containing 80 ug
of ASM in 6 M urea, 2 M thiourea, 4% (w/v)
CHAPS, 20 mM DTT, 0.1% ampholytes and
0.001% bromophenol blue. Immediately
afterwards IEF was carried out at 250 V for 15
min in linear mode. Voltage was then raised up
to 8000 V in rapid mode and maintained at
8000 V until 10000 Vh were accumulated. The
IPG strips were subsequently transferred 10
min to 2 ml equilibration buffer (Urea 6 M,
SDS 2%, 375 mM Tris-HC1 pH 8.8, glycerol
20%, DTT 130 mM) and 10 min to the same
buffer (without DTT) but containing 135 mM
iodoacetamide. Strips were rinsed in TGS (25
mM Tris, 192 mM glycine and 0.1% SDS),
positioned on the top of precast 4-10%
NuPAGE®  BisTris Novex SDS-
polyacrylamide gels covered with 0.5% w/v
agarose in TGS. Electrophoresis was then
performed at 200 V for 40 min.
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Spot protein digestion and MALDI-TOF/TOF
analysis. Excised gel fractions were washed
for 10 min in 100 mM NH4HCO;, and
incubated in 20 L 100% acetonitrile (ACN)
for 10 min, under gentle stirring (the
supernatants were discarded). Samples were
subsequently reduced with 20 mM DTT (30
min, 56°C in 0.1 M NH4HCOs3) and alkylated
with 0.1 M iodoacetamide (20 min, 25°C in 0.1
M NH4HCOs;). Proteins were digested in gel
with 20 uL of 10 ugmL™ trypsin (Roche,
France) in 0.01% TFA (30 min at 4°C), then
17 uL supernatant were discarded and pieces
of gels were covered with 7 4L of 25 mM
NH4HCOs; for incubation (2 h, 37°C). Peptide-
containing fractions were extracted by addition
of 1 uL TFA 0.5%, then the supernatant was
recovered. The gel was rinsed with 8 uL. ACN
and the supernatants were pooled. Digests
were analyzed with the mass spectrometer
(MS) and the MS/MS modes on matrix-
assisted laser desorption/ionization time-of-
flight (MALDI-TOF/TOF)  Ultraflex 1I
(Brucker Daltonics) with a HCCA matrix (ref.
201344, Brucker Daltonics).

LC ESI-QqTOF/TOF analysis of whole ASM
and AIM. One mg ASM was dissolved in 20
uL 100 mM NH4HCO; and proteins were
reduced at 60°C for 15 min with 5 mM DTT,
followed by alkylation with 2 mM
iodoacetamide, in the dark at room temperature
for 25 min. Samples were diluted in 400 ul
NH4HCO; buffer with 20 uL acetonitrile and
incubated for 18 h at 37 °C with 10 ug of
trypsin (Proteomic grade, Sigma). After
centrifugation, the supernatant was lyophilized
and stored at -20°C. One hundred mg AIM
were suspended in 5 mL 100 mM NH4HCO;
and treated as described above for the ASM.
Then the sample was lyophilized. One mg of
the dry residue was dissolved in 100 uL
NH4HCO; buffer containing 5% acetonitrile
and incubated for 18 h at 37°C with 10 ug
trypsin. After centrifugation, the supernatant
was lyophilized and stored at -20°C. The
peptide digests were dissolved in 50 uL
milliQ-water and 5 uL were used for
proteomic analysis. HPLC of the tryptic
peptides was performed on a capillary 0.32
mm-diameter C18 column (Discovery ® Bio
wide pore 5 um, Sigma) at a flow rate of 50
uL.min" with a gradient of acetonitrile in 1%
formic acid (5 to 80% in 60 min). The
separated peptides were analyzed with an
electrospray ionization hybrid quadripole time-



Chapitre I1II : La biominéralisation de la coquille chez Nautilus macromphalus

of-flight (ESI- QqTOF) hybrid mass
spectrometer (pulsar 1, Applied Biosystems)
using information dependent acquisition
(IDA), which allows switching between MS
and MS/MS experiments. The data were
acquired and analyzed with the Analyst QS
software (Versionl.l). After 1s acquisition of
the MS spectrum, the two most intense
multiple charged precursor ions (+2 to +4)
could be selected for 2s-MS/MS spectral
acquisitions. The mass-to-charge ratios of the
precursor ions selected were excluded for 60s
to avoid re-analysis. The minimum threshold
intensity of the ion was set to 10 counts. The
ion-spray potential and declustering potential
were 5200 V and 50 V, respectively. The
collision energy for the gas phase
fragmentation of the precursor ions were
determined automatically by the IDA based on
their mass-to-charge ratio (m/z) values.

Mass spectrometry  data and database
searching. The mass spectra data were
searched against NCBI non-redundant database
(October 2007), using MASCOT search engine
(http://www.matrixscience.com). The mass
tolerance was 50 ppm for MALDI-TOF MS or
0.5 Da for ESI-QqTOF MS and was 0.2 Da for
both MS/MS experiments with 1 missed
cleavage. Other search parameters were
carbamidomethyl as fixed modification and
oxidation of methionine as variable
modification. As no identification  was
achieved by MASCOT searching, MS/MS
spectra were analyzed and interpreted de novo
manually with the assistance of the
RapiDeNovo software (Brucker) or the
Analyst QS1.1 software. All the candidate
sequences were merged in a MS BLAST
search, compared and aligned two by two with
the other sequences of mollusk shell proteins,
using the SIM tool from the Expasy server
(http://www.expasy.ch/tools/sim.html).

RESULTS

Extraction of organic matrix. Like other
nautiloids, the outer wall of the shell of M.
macromphalus exhibits a bi-layered structure,
made of an outer prismatic and an inner
nacreous layer and the septal inner shell is only
constituted of nacre (Fig 1). The whole shell is
aragonitic.

We  carefully removed the
periostracum, the septa and the prismatic layer
from the shell preparation. We subsequently
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extracted the matrix exclusively associated
with nacre. The AIM represents around 4% by
weight of the nacre powder and is composed of
46% carbon and 16% nitrogen. The ASM
represents only 0.1% by weight of the nacre
powder and contains 70-75% proteins as
determined by bicinchoninic acid assay. These
results are consistent with previous data
obtained either using EDTA or other acids for
extraction [10, 41, 47, 48]. We note that nacre
AIM represents between 3-5% of Nautilus sp.
shells, around 1.5% for gastropod shells and
only 0.5-1.5% for bivalve shells [10].

FTIR profiles of AIM and ASM. Figure 2A
shows the FTIR profile of nacre AIM and
ASM, testifying that the decalcification was
complete since no aragonite band was
observed [68]. Both AIM and ASM exhibit
characteristic bands of proteinaceous and/or
glyco-proteinaceous components: the thick
band around 3270 cm’ is attributed to the
amide A group (N-H bounds), the two small
bands at 2916 cm' and 2850 cm’ were
assigned to the C-H bounds, and the two
noteworthy bands near 1640 cm™ and 1530 cm’
! were ascribed to the amide I (C-O bound) and
the amide II (C-N bound) groups, respectively,
commonly associated with protein contents.
This is in agreement with other previous works
on mollusk shell organic compounds [45, 48,
69-71]. Carboxylate (COO") and sulfate (SO4%)
absorption bands are also present in both
extracts, around 1420 cem” and 1234 cm'l,
respectively [69, 72]. On the other hand, ASM
exhibits a strong carbohydrate absorption band
around 1060 cm™ in ASM, while this band is
weaker for AIM. This suggests that ASM
contains a more important sugar fraction.
Interestingly, the AIM nacre profile of
Nautilus macromphalus  exhibits many
similarities with that of the nacre AIM of the
bivalve Unio pictorum [71]. The slight
differences between our results and those
obtained previously on the same species [48]
might be due to differences in extracting the
shell matrix components, or in preparing the
samples for FTIR analyses, as we directly
observed the lyophilized matrices without
inclusion within KBr tablets.

Characterization of matrices by SDS-PAGE.
The treatment of the AIM with urea dissolves
only partly the insoluble components. The
urea-treated fraction is called urea-soluble
AIM. When run on mini-SDS-PAGE and
stained with silver or CBB, the urea-soluble
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AIM and the ASM are composed of various
distinct macromolecular components (Fig. 2B).
The urea-soluble AIM shows two main bands
migrating around 50 and 18 kDa. Few minor
bands around 30 and 20 kDa are also visible,
only after silver staining. Silver and CBB stain
the nacre ASM in different ways. The silver
staining reveals high molecular weight
components between 200 and 100 kDa, two
thick bands around 63 and 52 kDa and small
discrete bands between 20 and 12 kDa.
Although silver staining is much more
sensitive than CBB, its reproducibility is
lesser: the 100-200 kDa components
sometimes appear negatively stained, and the
other components exhibit variations in the
staining intensity.

CBB does not reveal the high
molecular weight components between 200
and 100 kDa, suggesting that these

components are either heavily glycosylated or
are strongly negatively charged. CBB stains
fairly the two thick bands around 63 and 52
kDa and few compounds between 40 and 22
kDa, and heavily stains the small discrete
bands between 20 and 12 kDa. Previous
observations of CBB-stained electrophoretic
profiles obtained from EDTA- or acetic acid-
soluble matrices of Nautilus pompilius shell
[46, 47] revealed similar patterns, comprising
thick bands above 45 kDa and few discrete
compounds between 20 and 10 kDa.

Amino acid composition. The total amount of
amino acid represents 16 and 66% w/w of the
shell nacre AIM and ASM, respectively, when
determined from amino acid quantification.
We consider that the weak solubility of the
AIM, even in 5.7 N HCI, produces a
noteworthy underestimation of its
proteinaceous content. Table 1 indicates the
amino acid composition (in mol-%) of the
AIM and the ASM. Due to the deamidation of
Asn and Gln during the acid hydrolysis, Asx
and Glx residues represent Asn + Asp and Gln
+ Glu, respectively. In the AIM extract, Gly,
Ala, GIx represent prominent amino acids,
followed by Ser and Asx. The three first
constitute almost half of the total amino acids.
This result is consistent with those previously
obtained on other Nautilus species [47], as
AIM exhibits the signature of hydrophobic
extracts, which characterizes the ‘silk fibroin-
like’ proteins [11, 40]. Similar results were
obtained with nacre insoluble matrix from
other wvarious mollusks [71, 73-75]. The

149

composition of the ASM is characterized by a
high amount of Gly and Asx, which represent
more than two-fifth of the total amino acids.
Our data match those published on Nautilus
pompilius [41], but substantially differ from
those of Keith et al. [47]. If most of the Asx
residues are in their acidic form, as previously
suggested for a similar matrix [42], this implies
that the ASM of Nautilus macromphalus nacre
is noticeably acidic. Such an assumption is
further confirmed on 2-D gels.
Monosaccharide composition. The total
amount of neutral, acidic and amino sugars
obtained after 2 M TFA hydrolysis represent
6.1% and 5.2% of the AIM and the ASM,
respectively (Table 2). However, for AIM, the
standard hydrolysis for monosaccharide
determination does not release the totality of
the sugars, because of the presence of insoluble
residues after hydrolysis. The AIM comprises
only six monosaccharide residues, among
which glucosamine represents 56%, galactose,
16% and Glucose, 15% of the composition.
The technique used does not allow
distinguishing glucosamine from its N-
acetylated form. Consequently, it is likely that
the important amount of glucosamine in AIM
results of the partial hydrolysis of chitin. Chitin
has been detected in insoluble nacre matrix of
several mollusks [10, 76, 77]. In Nautilus
macromphalus shell nacre, it represents
between 5% and 35% w/w of the insoluble
matrix, depending of the technique used [10,
29]. The ASM monosaccharide composition
appears more diversified than that of the AIM,
as it contains six of the seven standard neutral
sugars (with the exception of xylose), the two
amine sugars and also glucuronic acid. One
unidentified peak was detected in the acidic
sugar zone, but could not be attributed to any
standard monosaccharide (supplemental data).
As for AIM where glucosamine, glucose,
galactose and galactosamine represent 95% of
the monosaccharide composition, these four
residues are also dominant in the ASM, with
18, 18, 15 and 12%, respectively. Traces of
sialic acids (NeuS5Ac only) were detected in
both matrices.

The sulfated sugar content of the AIM
and the ASM was measured by
spectrophotometry. Important amounts of
sulfated sugars were quantified in the ASM,
representing 16% of the total sugar content.
This corroborates previous findings on
molluscan shell soluble matrix [70, 71, 78] and
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more specifically, indirect determination on
Nautilus sp. nacre matrix [20, 48].

Further characterization of ASM on I1D-gels.
As silver nitrate stained profiles of the ASM
exhibited a negative staining in the range 100-
200 kDa (Fig. 3), we investigated further the
biochemical properties of this extract, by using
different gel and blot staining, as shown on
Fig. 3. In particular, Alcian and PAS
procedures stain heavily the high molecular
weight compounds, as well as the two discrete
bands at 63 and 52 kDa. Alcian blue staining
method performed at pH 1 is specific of the
very acidic sulfated sugars, while PAS reagent
reveals vicinal diol groups on peripherical
sugars with a specific red/purple color. Taken
together, these results suggest that the high
molecular weight compounds are acidic
sulfated glycosaminoglycans, and that the 63
and 52-kDa bands are acidic sulfated
glycoproteins.

The carbocyanine dye stains the 37-
kDa band in dark blue, whereas the proteins
below 20 kDa exhibit a particular light blue
color. The ability of the low molecular weight
proteins to bind calcium ions was
unambiguously demonstrated by the **Ca
overlay test under denaturing conditions.

The western-blot obtained after the
incubation with an anti-serum against the ASM
of Pinctada margaritifera shell shows several
cross-reacting discrete and non-discrete
components, suggesting that both ASM
contains similar epitopes. Additionally, the
strong signal observed for the 20-12-kDa non-
glycosylated proteins implies that some similar
epitopes are proteinaceous. At last, this
western-blot underlines the presence of at least
5 discrete macromolecules at 37, 32, 28, 26
and 22 kDa, which are hardly visible with
other staining procedures.

In vitro inhibition of CaCOj precipitation with
ASM. The effect of nacre ASM on the kinetics
of CaCOj; precipitation was determined by
monitoring the pH decrease, as shown in Fig.
4. In the blank experiment (without ASM) the
pH decreased without any time lag
(approximately 120 s), corresponding to the
rapid precipitation of calcium carbonate. When
ASM was present in the solution, we observed
an inhibition of CaCOsj; precipitation. The
effect of the nacre matrix started to occur
above 1 ug and the delay of the reaction was
dose-dependent. At about 100 ug ASM, a
complete inhibition of the nucleation of

150

calcium carbonate was recorded. Our
observation of the inhibition capacity of this
matrix is consistent with previous works on
organic soluble matrix of nacre from different
molluscs [16, 71, 79]. Surprisingly, the
inhibiting capacity is lesser than that of ASM
extracted from calcitic shell microstructures
[80]. Because both inhibition capacity and
nucleation ability have been reported from
different purified nacre proteins [16, 81], the
ASM inhibition capacity that we recorded
might represent the sum of these antagonistic
activities.

Interaction of ASM with the in vitro calcite
growth. The results of this test, performed for
investigating the effect of soluble extracts on
the precipitation of calcium carbonate, are
shown in Fig. 5. In the control blank
experiment, crystals exhibited the typical
habitus of calcite (Fig. 5A, B). ASM was
tested at concentrations varying from 0.1 to 20
pg.mL'. In that range, we checked two
parameters: the crystal size and shape, and the
density of crystals per surface unit. Significant
effects were observed above a threshold
concentration of 0.5 ug.mL". At 0.5 ug.mL",
most of the crystals were polycrystalline and
exhibited smooth faces (Fig. 5B, C). At 1
ug.mL”', the number of crystals increased (Fig.
5E) and all of them were polycrystalline, with
rounded edges and microsteps (Fig. 5F). At 2
ug.mL', the density of crystals decreased
moderately (Fig. 5G) and the polycrystalline
aggregates exhibited foliated faces (Fig. SH).
At 5 ug.mL”, the number of crystals did not
vary (Fig. 5I), the angles of crystals appeared
more rounded, with slightly curved faces (Fig.
5I). At 10 ug.mL", the density of crystals
decreased (Fig. 5K) and they exhibited
rounded shape (Fig. 5L). At 20 pg.mL”, the
size distribution  of the crystals was
heterogeneous (Fig. 5M), with a majority of
smaller crystals than the ones produced at
lower ASM concentrations. This size decrease
was probably due to the inhibiting effect of
ASM at high concentration. The formed
polycrystalline aggregates exhibited curved
faces, edges and corners (Fig. 5N). At higher
magnification, the faces appeared to be formed
by sub-micron crystallites of regular square
shape (Fig. 50). Similar effects were
previously observed with proteins extracted
from Haliotis rufescens nacre by Michenfelder
and co-workers [82]. We verified the
mineralogy of the newly formed crystals by
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FTIR and observed the presence of specific
bands of calcite (877 and 713 cm™) in presence
or not of nacre ASM (supplemental data).
Aragonite was not detected.
Chemical deglycosylation of ASM. The results
of the chemical deglycosylation of ASM are
shown on Fig. 6. The completeness of sugar
removal was verified by checking the
monosaccharide composition of the
deglycosylated-ASM. ASM and deg-ASM
were compared on SDS-PAGE gels with
double CBB/silver and Alcian blue staining
(Fig. 6A). Their respective calcium-binding
ability was checked on dot blots (Fig. 6B). In
both cases, the protein concentration was
measured with BCA test to guarantee that
same amounts of proteins were analyzed. The
double CBB/silver staining of the matrices
allowed visualizing most  of the
macromolecular compounds of the ASM on
the same gel. The 63 and 52 kDa glycoproteins
in ASM shifted to 54 and 47 kDa, respectively.
On the contrary, the low molecular weight
proteins (below 20 kDa) did not exhibit any
shift in their electrophoretic mobility, which
suggests that these proteins are not
glycosylated. Interestingly, the positive Alcian
blue staining, observed for the high molecular-
weight glycoaminoglycans and for the 63 and
52-kDa glycoproteins, was completely lost
after deglycosylation. This result confirms that
part of the polyanionic properties of these
compounds is due to the glycosyl moieties.

On dot blot (Fig. 6B), ASM exhibited
a calcium-binding activity, and this property
was only slightly reduced with deg-ASM.
From Fig. 3, this activity is mainly due to the
low molecular weight proteins. Because these
proteins are non-glycosylated, we conclude
that most of the calcium-binding activity of the
ASM is due to the protein - and not the sugar -
moieties. Furthermore, considering that
purified troponin C is a strong calcium-binding
protein, and that the low molecular weight
proteins represent only a fraction of the ASM,
their ability to bind calcium may be relatively
high.
Interaction of deg-ASM with the in vitro calcite
growth. The importance of the role of the ASM
glycosyl moieties was evaluated by comparing
the calcium carbonate crystals obtained in vitro
in the presence of ASM and of deg-ASM (Fig.
7). The deglycosylation had a remarkable
effect on the morphological change of calcium
carbonate crystals. While ASM produced
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polycrystalline aggregates from 0.5 to 20
ug.mL™" (Fig. 7A, C and E), we never observed
such a result with the deg-ASM (Fig. 7B, D
and F) even at the highest concentrations.
Another specific effect of the deg-ASM was
the formation of grooves in place of the edges
of the crystals. The effect was more
pronounced at high concentrations, with the
broadening of the grooves. This effect was
never observed with non-deglycosylated ASM.
FTIR check indicated that only calcite crystals
were formed (supplemental data).

Separation of ASM proteins by 2-DE and mass
spectrometry analysis. The results of the two-
dimensional gel analysis of nacre ASM are
shown in Fig. 8. The previously observed
bands on 1-D electrophoresis can be retrieved.
Most of the ASM components mainly focus
either at very acidic or very basic p/ values.
The two prominent 63- (spot N1) and 52-kDa
glycoproteins focus at p/ 3, suggesting that
these proteins exhibit a p/ of 3 or less. On the
other hand, the set of low molecular weight
proteins migrating between 20 and 12 kDa
appears to be composed of very acidic (N5),
neutral (N3 and N4) and very basic
components (N6 and N7). Interestingly, the 12-
kDa band is not homogenous and divides in
two large spots around p/ 3.5-4 and p/ 9-10
(N5 and N7, respectively).

Seven spots were excised from the gel
for protein characterization by MALDI-
TOF/TOF with peptide mass fingerprinting
(PMF) data search after digestion with trypsin
(see one example with spot N1 in Fig. 9A). For
the main peptides, the MS/MS spectra were
acquired for de novo sequencing and results
were submitted to a BLAST data search. The
peptides obtained after trypsin digestion from
the 2-DE spots (supplemental data) were
searched against NCBI non-redundant database
using MASCOT software and no significant
result was found. Because of the absence of
genomic/transcriptomic database on Nautilus
sp., it is unsurprising that this approach cannot
provide a reliable result for identifying
proteins.

Interestingly, we observed that many
common peptides are observed in various spots
(supplemental data), suggesting that the
different ASM proteins can share similar
peptidic domains. For example, the spot
protein N5 shares 3 peptide ions with N6 (m/z
1286.32, 1482.66, 1722.91) and 5 peptide ions
with N7 (m/z 1003.37, 1286.32, 1482.66,



Chapitre I1II : La biominéralisation de la coquille chez Nautilus macromphalus

1531.52, 1758.87). This suggests that the N5
protein (p/ around 3.5-4) and N6 or N7
proteins (p/ 9-10) may exhibit similar domains.
On the other hand, the N2 spot protein
possesses 5 common peptide ions with the N1
spot (m/z 1512.92, 1723.41, 1774.87, 1892.15,
2122.9), 3 common peptide ions with N5 (m/z
1722.93, 1791.74, 3312.31) and 6 common
peptide ions with the N6 spot protein (m/z
1490.78, 1645.95, 1722.93, 1774.87, 1876.72,
3211.46). This suggests that N2 proteins
shares similar amino acid partial sequences
with N1, N5 and N6. In spite of the possibility
that different peptides of different primary
structure could share the same m/z, the
numerous cases of similar m/z values
illustrated here rather indicate that the peptides
are truly identical. If so, this suggests that
different nacre ASM proteins may share
identical peptide sequences, suggesting that
these proteins result from a genetic patchwork
assemblage.

We performed LC/MS-MS analysis of
both the ASM and the AIM after hydrolysis
with trypsin. This approach provided an
important set of MS and MS/MS data for both
extracts. When searched against MASCOT, no
protein was identified. It is to notice that ASM
and AIM share many peptides of the same m/z.
By comparing the ASM and AIM MS/MS
spectra two by two, we determined that 33
different peptides of the two matrices strictly
share the same MS/MS-spectra patterns, as
exemplified in Fig.10. At minimum, this
implies that proteins of the AIM, on one side,
and of the ASM, on the other side, are built
from similar peptide blocks. Alternatively,
these results could suggest that some proteins
of the ASM are also present in the AIM
extract.

Partial and full internal sequences were
obtained by interpretation of MS/MS spectrum
for de novo sequencing (for example, see Fig.
9B-C). The interpretation of the mass
differences between ions was assisted by the
RapiDeNovo software and Analyst QS 1.1
software, and sequences were further
confirmed manually. We only consider amino
acid positions, which were unambiguously
determined. Only few peptides analyzed on
MS/MS mode could be fractionated or gave
good MS/MS spectra  for sequence
interpretations. It is very likely that some of
the peptides digested with trypsin bear
glycosyl moieties (e.g. for N1) or other post-
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translational modifications, which restrain the
MS/MS fractionation. With the 2-DE coupled
with MALDI-TOF/TOF approach, we obtained
4 peptide sequences for the N1, N5 and N7
spots (Table 3). For LC-MS-MS/MS analysis,
we deduced from the MS/MS spectra, 14 and
20 internal sequences for the ASM and the
AIM extracts, respectively. Two peptides of
675.35 m/z and 675.85 m/z from the AIM,
share the same amino acid sequence differing
only by one residue, N or D, at the fifth
position. This one-residue polymorphism could
be explained by the presence of 2 isoforms of a
particular domain in different matrix proteins
or the occurrence of a repeat within the same
protein as already observed for mucoperlin
[16]. We also notice that the 492.26-m/z and
729.38- m/z peptides share identical -
DSSVLT- internal sequence.

Sequence alignments. Only the sequences
longer than 7 amino acids were further
considered for SIM alignment or BLAST. We
performed an alignment two by two with all
the 65 known molluscan shell proteins [18], by
using the SIM tool from Expasy server
(www.expasy.org/tools/sim.html). In none of
the cases, we obtained a perfect match.
However, in some cases, some alignments may
be significant, as shown in Figure 11A-E.
Three peptides match partially with nacrein
and nacrein-like proteins (Fig. 11A), two
nacre-associated proteins, which are known to
exhibit carbonic anhydrase (CA) activity. In
spite of this sequence similarity, we did not
detect any CA activity in the ASM extract of
N. macromphalus  (supplemental  data).
Similarly, other 3 peptides match significantly
with N14, N16 and pearlin (Fig. 11B).
Tyrosinase-like 1 and 2 are also similar to 2
peptides from N. macromphalus shell proteins
(Fig. 11C). In mollusks, tyrosinase-like
proteins are suggested to play an essential role
in quinone-tanning process, by converting
tyrosine residues to DOPA. As a consequence,
they may be directly involved in the phase
transformation of a gel or of soluble proteins
into insoluble “framework” proteins. 3
peptides match with mucoperlin (Fig. 11D), a
mucin-like protein from Pinna nobilis nacre
[16]. Furthermore, low similarities are
observed between 2 peptides of the AIM and
low complexity sequences from MSI31 and
MSI60 (Fig. 11E), but because of the bias due
to the dominance of a single amino acid, these
similarities may be fortuitous. Surprisingly,
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most of the similarities detected with
molluscan shell proteins are with shell proteins
from bivalve origin, not from gastropods. We
did not find any homology with the few
sequences published by Zhao and coworkers
on Nautilus pompilius [49].

DISCUSSION

In the present paper, we investigated
the biochemical properties of the nacre-
associated matrix extracted from the shell of
the cephalopod Nautilus macromphalus . In
mollusks, shell matrix components represent
between 0.01 and 5 wt-%, depending on the
shell texture [83]. Technically, they divide in
soluble and insoluble fractions according to
their behavior in a decalcification solution:
after mineral dissolution, the insoluble
macromolecular complexes are usually
recovered by simple centrifugation, while the
soluble components require additional
concentration/dialysis/purification steps. In
molluscan shells, the proportion of insoluble to
soluble varies widely [84] but nacre textures,
whatever their origin (bivalve, gastropod or
cephalopod), are always characterized by high
proportion of insoluble matrix [83]. In the
present case, with a matrix content above 4 wt-
%, the nacre of Nautilus macromphalus is the
molluscan shell microstructure with the highest
organic content. It exhibits a high AIM/ASM
ratio (around 40), typical of nacre tissues.
According to classical views on the
biochemistry of soluble versus insoluble
components, our analyses performed on the
bulk matrices make clear distinction between
these two fractions. The insoluble fraction is
enriched in aliphatic residues, mainly Gly and
Ala, and in glucosamine. Gly and Ala
characterize ‘framework’ proteins [11], while
high amounts in glucosamine indicate the
likely presence of chitin [45]. The soluble
fraction is more hydrophilic, and enriched in
Asx residues, while its sugar composition is
shared out between different monosaccharide
residues.

From these data, one would expect
proteomics to segregate hydrophobic from
hydrophilic peptides, both resulting from the
extraction of the AIM and ASM, respectively.
This does not happen. Several peptides of the
ASM (smppl, -8, -12, -16, -17) exhibit a
hydrophobic signature, while only three
peptides of the same fraction (smpp2, -4 and -
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14) are acidic. In parallel, while most of the
AIM peptides are hydrophobic, two of them
(imppl7, -20) are surprisingly acidic.
Furthermore, our MS and MS/MS data from
AIM and ASM extracts show that several
trypsic digests are present in both matrices.
This apparent contradiction between shell
matrix biochemistry and proteomics disappears
when considering recent findings on molluscan
biomineralization. Firstly, several shell matrix
proteins exhibit a modular organization of their

primary structure [17, 18], and their
constitutive modules may have different
hydrophobicity properties. A remarkable

example is that of MSI31, a framework
‘putatively-insoluble’ protein of the prismatic
calcitic layer of the pearl oyster, which exhibits
both a hydrophobic N-terminus and a strongly
acidic C-terminus [11]. Secondly, soluble
proteins can become insoluble correlatively to
their ability to form homopolymers of
increasing size. Self-polymerization of a single
shell protein has been indeed observed for P20
[85] and for caspartin [80]. Thirdly, soluble
proteins can be components of complex
insoluble heteropolymers, which result from
cross-linking between matrix macromolecules.
For example, such a phenomenon, which
involves a quinone-tanning process (oxidation
of tyrosine residues in DOPA via tyrosinase),
has been described for the formation of the
periostracum [86-88]. It may occur as well in
the formation of nacre tissues, in particular for
hardening the chitino-protein framework [22].
At last, Bédouet and co-workers [89] have
recently observed that insoluble and water-
soluble matrices of the pearl oyster Pinctada
maxima contain identical peptides of MSI31.
These combined data, together with our
findings, strongly suggest that part of the so-
called insoluble matrix is constituted of
proteins that individually belong to the soluble
fraction. Interestingly, a similar process has
been described for another calcium carbonate-
mineralizing system, the eggshell matrix of the
hen Gallus gallus [90].

Representing 0.1 wt-% of the nacre,
the nautilus ASM is a minor — but essential —
fraction of the whole matrix. It is constituted of
a mixture of polydisperse and discrete proteins,
glycoproteins and proteoglycans. It inhibits in
vitro the precipitation of calcium carbonate,
interacts with the formation of calcite crystals,
and binds calcium ions in solution. We
unambiguously showed that this capacity is
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almost entirely conveyed by the protein core,
and more precisely, by the low molecular
weight proteins (below 20 kDa). This result
strikingly differs from our previous data
obtained with the ASM nacre of the freshwater
bivalve Unio pictorum [71], where we
observed that acidic polysaccharides are
significantly involved in binding calcium ions.
In the future, we plan to immuno-localize the
low molecular weight calcium-binding proteins
on nacre, to see whether they distribute
preferentially in the center and at the periphery
of tablets, as suggested by a recent staining
with calcein performed on Nautilus pompilius
nacre [20].

Although the sugar moieties of the
nautilus ASM apparently do not participate in
the fixation of calcium ions, they affect the
charge properties of ASM components above
50 kDa, by lowering their apparent p/. We
demonstrated a similar effect with the nacre
ASM of Unio pictorum [71]. Another
important contribution of sugars of the nacre
ASM of Nautilus is their remarkable effect on
the modification of the shape of calcite crystals
grown in vitro. Few works have shown that the
glycosyl moieties of invertebrate calcified
tissues - i.e. mollusks and echinoderms - are
able to modulate the morphology of calcite
crystal in vitro [64, 71, 91]. From these,
sulfated sugars are particularly emphasized:
localized in the centers of nacre tablets, they
may play a key-function in nucleating
aragonite crystals [20, 30] or in creating locally
the physico-chemical conditions for
concentrating (by electrostatic interactions)
calcium ions in the vicinity of the crystal
nucleators [92]. In addition, they may have
unsuspected signaling functions, in relation
with the functioning of the secreting
epithelium [93].

The ‘shellomic’ approach that we used
allowed obtaining 38 amino acid sequences, of
6 to 18 residues long. We are fully aware that
this sequence pool represents only a small part
of the whole sequences of the shell matrix
proteins, giving thus a rather partial picture of
the complete  ‘shellome’ of  Nautilus
macromphalus. Furthermore, our approach
focuses strictly on secreted proteins, which are
incorporated in the shell. It does not take in
consideration the °‘silent’ secreted proteins,
such as extrapallial fluid proteins, nor the
proteins of the mantle epithelium, which may
contribute to the shell elaboration without
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being constitutive of the shell matrix. Recent
findings [94] suggest that the protein secretory
repertoire of the calcifying mollusk mantle is
much more complex than the proteins of the
shell matrix. In spite of these technical
limitations, it is puzzling to observe that most
of the peptide sequences that we obtained do
not exhibit any similarity with known
molluscan shell proteins. This obviously points
out the fundamental question of the diversity
of molluscan shell proteins. Since 1996, the
number of fully sequenced proteins/genes has
exponentially increased, forming a wide range
of protein  families. However, these
characterizations have been performed on a
limited number of biological models, the two
preponderant of which are the pearl oyster
Pinctada sp. and the abalone Haliotis sp. By
investigating new biological models on one
side, and by using new approaches on the other
side, such as ‘transcriptomic’ [94, 95] and
‘shellomic’ data, the informations on
molluscan shell proteins increase at different
levels: protein families, domains and functions.
Another remarkable finding of our
proteomic approach on Nautilus is that the few
peptides, which exhibit sequence homology
with known shell proteins, match with those of
bivalve origin. So far, we did not find any
sequence homology with the nacre proteins
characterized from the archeogastropod
Haliotis, like lustrin A, perlustrin, perlucin,
perlwapin, perlinhibin, AP7, AP24 (reviewed
in [18]) or the set of proteins determined by
EST [95]. In most of the phylogenetic
reconstructions of the phylum Mollusca,
cephalopods and gastropods are grouped
together in the visceroconch clade, which
represents the sister group of diasomes
(bivalves + scaphopods). The phylogenetic
proximity of cephalopods and gastropods is
reflected in their respective nacre textures,
which exhibit similarities, in contrast to
bivalvian nacre [95, 97]. The first ones are
columnar, and constituted of superimposed
tablets [36, 98]; the second one represents the
‘brickwall-type’, also called ‘sheet nacre’ and
nacre tablet grow ‘in terraces’ [6, 99]. It is then
surprising to observe that the morphological
resemblance between nautilus and abalone
nacres is not translated in a “sampling” of their

protein content. This discrepancy is not
understood, in particular because nacre
textures are wusually considered to be

plesiomorphic [24, 97] and one should expect
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their constitutive proteins to be highly
conserved during evolution. Our finding
suggests - but does not demonstrate - that nacre
proteins may be less evolutionary constrained
than expected.

From an applied viewpoint, our results
allow catching a glimpse of the in vitro
synthesis of similar nacreous biomimetic
materials from different protein assemblages.
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The protein sequence data appear in the UniProt knowledgebase under the accession numbers P85364-
P85401.

The abbreviations used are: ACN, acetonitrile; AIM, acido-insoluble matrix; ASM, acido-soluble
matrix; IPG, immobilized-pH gradient; TFA, trifluoroacetic acid; TFMS, trifluoromethanesulfonic

acid.
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Table 1

AIM ASM
% of the total amino acids

Amino acids

Asx 9.5% 20.8%
Glx 10.3% 7.5%
Ser 9.6% 6.8%
His 0% 2.1%
Gly 24.0% 21.4%
Thr 2.8% 4.8%
Ala 13.3% 7.3%
Arg 5.6% 3.1%
Tyr 2.8% 2.9%
Cys 0% 1.1%
Val 3.4% 3.1%
Met 0.9% 0.7%
Phe 4.8% 2.7%
Ile 2.9% 2.3%
Leu 5.9% 3.2%
Lys 2.2% 3.9%
Pro 2.0% 6.4%
Trp ND ND

Table 1. Amino acid composition of the AIM and the ASM of Nautilus macromphalus nacre. Data are
present as molar percentage of total amino acids for each extract. Note that Asx = Asn + Asp and Glx
= GIn + Glu. Cysteine residues were quantified after oxidation. Tryptophan residues were not detected
(ND), due to the hydrolysis conditions.
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Table 2
Mono- AIM ASM
saccharides ng/ug of matrix (% of the total)
Fucose 0.8 (1%) 2.5 (5%)
Rhamnose ND 2.5 (5%)
Arabinose 1.7 (3%) 1.0 2%)
Galactose 10 (16%) 8.0 (15%)
Glucose 9.5 (15%) 9.3 (18%)
Mannose ND 1.3 2%)
Xylose ND ND
Galactosamine 4.6 (8%) 6.5 (12%)
Glucosamine 34.2 (56%) 9.7 (18%)
Galacturonic ND ND
Glucuronic acid ND 3.8 (7%)
NeuSAc TR TR
Neu5Ge ND ND
Sulfated sugars 0.5 (1%) 8.3 (16%)
Total 61.3 (100%) 52.9 (100%)

Table 2. Monosaccharidic composition of the AIM and the ASM of Nautilus macromphalus nacre.
The composition of neutral sugars is obtained by high performance anion exchange-pulsed
amperometric detection (HPAE-PAD; see supplemental data). Data are represented in ng/ug of the
total matrix and in percentage of the total identified carbohydrates compounds. ND, not detected; TR,
trace.
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Table 3
Peptide name m/; Charge [M+H'] Partial (-) or full sequence Accession N°
MALDI-TOF/TOF analysis
Spot N1
SMPP1 2122.94 1" 2123.95 -SDCACLHALGHVAR P85390
Spot N6
SMPP2 1874.76 1" 1875.76 DGDDGDGD- P85398
Spot N9
SMPP3 1482.67 1" 1483.68 EKGYNPYVR P85388
SMPP4 1876.79 1" 1877.79 DMYSDNLGLCDN- P85391
ESI-QqTOF/TOF analysis
ASM
SMPP5* 360.19 2" 719.37 FAPCPK P85372
SMPP6 367.72 2" 73443 ADLFLR P85373
SMPP7* 483.78 2" 966.56 LYSLLTEK P85374
SMPP8 484.31 2" 967.62 GPAAVVRLLGK P85375
SMPP9 492.26 2" 983.51 SFDSSVLTK P85376
SMPP10* 516.79 2" 1032.56 QLFQPPFR P85364
SMPP11° 517.78 2" 1034.55 TSFTLYMR P85392
SMPP12° 528.32 2" 1055.63 ALAQLLSLAR P85377
SMPP13* 549.28 2" 1097.54 TSTVFSDGQR P85378
SMPP14 554.75 2" 1108.49 DFFFDFDR P85379
SMPP15* 584.31 2" 1167.61 LGICFASMPR P85380
SMPP16 593.82 2" 1186.64 -FIAGLNGLR P85381
SMPP17 681.38 2" 1361.76 LSLQEFLGLWR P85382
SMPP18 729.38 2" 1457.74 -DSSVLTSEYPR P85383
AIM
IMPP1 372.71 2" 744 .41 FVSTYK P85389
IMPP2 465.78 2" 930.55 VSVVGTVR P85384
IMPP3 470.26 2" 939.51 YLTCNLR P85393
IMPP4 480.78 2" 960.54 TLASAIASAR P85385
IMPP5 512.26 2" 1023.52 LGSLDEYAR P85386
IMPP6 519.77 2" 1038.54 SFSESLAAAR P85387
IMPP7 582.81 2" 1164.61 TFVSSQVSGPR P85394
IMPPS 600.83 2" 1200.65 AAALSQAADNLR P85395
IMPP9 625.83 2" 1250.66 FTAASQTLEAGR P85396
IMPP10 675.35 2" 1349.69 NSTMNSLLQLGR P85397
IMPPI11 675.85 2" 1350.70 NSTMDSLLQLGR P85370
IMPP12 682.85 2" 1364.70 LSVNYQWLVR P85399
IMPP13 697.82 2" 1394.64 ALVSADGDSWFAR P85368
IMPP14 737.39 2" 1473.78 VTAKAVAAAEAASSAR P85371
IMPP15 762.88 2" 1524.76 LGSPFGGFDTLGSNR P85369
IMPP16 842.46 2" 1683.92 PGGGVSGALSSLVQSLVR P85365
IMPP17 862.4 2" 1723.79 YYEEYVDGQGMVVR P85366
IMPP18 890.10 3" 2669.29 -MFLGPGGAGGQAFDQAR P85400
IMPP19 978.96 2" 1956.91 -GGGSNFGQFAGGLLDR P85401
IMPP20 1057.4 2" 2113.79 -DMDDFGLGDFDDGR P85367

a

: peptide also present in the AIM.

Table 3. Full and partial (-) peptide sequences of Nautilus macromphalus nacre ASM and AIM. Sequences
were deduced from MS/MS spectra interpreted for de novo sequencing from 2-DE + MALDI-TOF/TOF or
LC ESI-QqTOF/TOF analysis. These protein sequence data appear in the UniProt knowledgebase under the

accession numbers P85364-P85401.
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Figure 1

Fig. 1. The shell of Nautilus macromphalus . A, frontal (up) and lateral (down) views of the whole
shell. B, SEM micrograph of the shell cross-section. The discontinuity between the prisms (up) and the
nacre (down) is clearly shown. At the base of the prisms, a 30-um thick transition layer can be
observed. C, SEM micrograph of the nacreous layer. Nacre is made of a regular superimposition of
aragonite flat tablets (0.5-um thick), embedded in an organic matrix.
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Figure 2
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Fig. 2. Macromolecular and functional composition of the organic matrix of Nautilus macromphalus
nacreous shell layer. 4, infrared spectra of the acido-soluble (ASM, black line) and the acido-insoluble
(AIM, gray line) matrices obtained by complete decalcification of the nacre powder in 5% acetic acid
(4°C). B, electrophoretic analysis of the AIM and the ASM on 12% SDS-PAGE, under denaturing
conditions. The AIM was suspended in 8 M urea (60°C, 2h) before electrophoresis. The gels were
stained with silver (left) or Coomassie Brilliant blue (right). MM, molecular mass markers.
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Figure 3

Fig. 3. SDS-PAGE analysis of the ASM of Nautilus macromphalus nacre. 12% acrylamide gels were
stained with CBB, silver nitrate, Alcian blue, PAS, Stains-All, from left to right. The two right lanes
correspond to the result of the calcium overlay test (*Ca) and of an immunostaining using anti-
Pinctada margaritifera ASM antibodies (WB). A similar amount of shell matrix was loaded on each
lane (40 u#g). MM, molecular mass markers.
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Figure 4
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Fig. 4. In vitro inhibition of calcium carbonate precipitation by Nautilus macromphalus ASM. The pH
of the solution was recorded as a function of time. The graph shows that ASM starts to be effective at
10 ug; it almost completely inhibits the precipitation of CaCO; at 100 ug. The effect is dose
dependent. Blank experiment (negative control) was performed without sample. 10-ug poly-Asp was
used as positive control for inhibition.

168



Chapitre I1I: La biominéralisation de la coquille chez Nautilus macromphalus

Figure 5

Fig. 5. Effects of Nautilus macromphalus nacre ASM on CaCO; crystal growth. SEM micrograph of
calcite crystals grown in vitro, with different concentrations of ASM in the range 0.1-20 ug.mL"'. 4-B,
negative control without matrix. C-D, ASM, 0.5 ug.mL". E-F, ASM, 1 ug.mL". G-H, ASM, 2 ug.mL’
' I-J, ASM, 5 ug.mL". K-L, ASM, 10 ug.mL". M-N, ASM, 20 ug.mL"". O, detail of N. Scale bars:
600 ym for 4, C, E, G, I, K & M ;30 um for B, D, F,H, J, L, & N ; 2 um for O. Under these
conditions, we only observed the formation of calcite crystals (supplemental data).
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Fig. 6. Chemical deglycosylation of Nautilus macromphalus nacre ASM with TFMS acid. 4, analysis
of samples on 12% acrylamide SDS-PAGE after dual staining with CBB/silver (left) and Alcian blue
staining (right). B, *Ca-binding overlay test on dot-blot with the ASM (up) and the deg-ASM
(middle), under non-denaturing conditions. Pure troponin C (down) was used as positive control of
calcium-binding ability. Different amounts of samples were tested (from the left to the right: 4, 2, 1,
0.5 ug per dot). Deglycosylation of the nacre ASM with TFMS slightly alters the calcium-binding
capacity. The efficiency of the TFMS deglycosylation was checked on HPAE-PAD.
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Figure 7

Fig. 7. Effect of chemical deglycosylation of Nautilus macromphalus nacre ASM on the in vitro
CaCOs; crystal growth. SEM micrograph of calcite crystals grown in vitro with different amounts of
ASM (4-C-E) and deg-ASM (B-D-F). A-B, 0.5 ug.mL" of ASM and deg-ASM, respectively. C-D, 5
ug.mL" of ASM and deg-ASM, respectively. E-F, 20 ug.mL" of ASM and deg-ASM, respectively.
Scale bars represent 30 #m. Under these conditions, we only observed the formation of calcite crystals
(supplemental data).
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Figure 8

1 1EF n

MM
xDa

-

- e
3 Lad

o— -

I ——
— 20—

- e— o
. N3
P 1Y "8” ."M NT\

- »

Fig. 8. 2D-electrophoresis analysis of Nautilus macromphalus nacre ASM. On the left, mono-
dimensional gel with ASM, showing the correspondence between the protein bands and the spots
observed on 2-DE (right) after CBB staining, using pH 3-10 IPG strip in the first dimension. MM,
molecular mass markers. The seven most intense spots were excised from the gel and further analyzed

by MALDI-TOF mass spectrometer after reduction, alkylation and digestion with trypsin. These spots
are named N1-N7.
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Figure 9
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Fig. 9. Proteomic approach performed on Nautilus macromphalus nacre ASM proteins after separation
by 2-DE. Example of the analysis performed on the Naut smppl peptide (m/z 2122.94, monocharged)
from the N1 spot. 4, tryptic PMF of the N1 spot protein acquired on the linear mode by MALDI-TOF
using HCCA matrix. The most intensive peaks were manually selected for MS/MS fractionation. The
MASCOT search engine was used for protein identification by comparing the mass spectra of the
fragmented peptides. B, result of the RapiDeNovo software interrogation for MS/MS spectra
interpretation for the 2122.94-m/z peptide fractionation. High score indicates good correspondence
between MS/MS spectra of fractionated peptide and the sequence proposed by the software. The
sequences were further validated by manual de novo sequencing. C, MS/MS spectra of the 2122.94-
m/z peptide and manual interpretation of the spectrum for sequence identification. We only consider
amino acid positions, which were undoubtedly determined. Uncertain amino acids were mentioned in
brackets, but not validated and peptide sequences with uncertain amino acids in an internal position
were not further considered. In this example, we validated the sequence SDCACLHALGHVAR for
further BLAST, alignment with the SIM tool and sequence registration on Swissprot database.
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Figure 10
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Fig. 10. The Nautilus macromphalus nacre ASM and AIM share common proteins. Example of
MS/MS spectra of peptides, which exhibit similar m/z values, acquired by ESI-QqTOF/TOF from
digestion with trypsin of the ASM (4-B) and the AIM (C-D). The minimum ion intensity was set to 10
counts. The ion-spray potential and declustering potential were 5200 V and 50 V, respectively. The
collision energy for the gas phase fragmentation of the precursor ions were determined automatically
by the IDA based on their m/z values. 4 and C, MS/MS spectrum of 729.4-m/z peptides from ASM
and AIM tryptic digests, respectively. For these two peptides, de novo sequencing proposes the same
(GF)DSSVLTSEYPR sequence. B and D, MS/MS spectrum of 784.1-m/z peptides from ASM and
AIM tryptic digests, respectively. These two peptides share the same MS/MS profiles, but according
to the complexity of the spectrum, no sequencing was possible for this example. By using this
comparative approach for similar-m/z peptides from the two extracts, we were able to show that the
ASM and the AIM share at least 33 common peptides, exhibiting the same MS/MS profiles and the
same amino acid sequences.
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Figure 11
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Fig. 11. Alignment of Nautilus macromphalus shell matrix sequences with previously characterized
molluscan shell proteins. 4, multiple alignments with P. fucata nacrein (accession number Q27908).
Notice that similar alignments are observed with the 6 nacrein-like proteins (AOZSF2, A0ZSF3,
AOZSF4, AOZSF5, A0ZSF6, and A0ZSF7). B, multiple alignments with N14 (Q9NL39). Notice that
similar alignments are observed with N16 and pearlin (097048, Q14WA®6). C, multiple alignments
with tyrosinase-like proteins 1 and 2 (A1IHFO, A1IHF1). D, multiple alignments with mucoperlin
(Q9BKM3). E, alignments with MSI60 (002402) and MSI31 (002401). Comparison of sequences
were performed two by two with the new sequence of N. macromphalus shell matrix and the 65 full or
partial sequences of mollusc shell proteins (reviewed in [18]), using the SIM tool from expasy
software (www.expasy.org/tools/sim.html).
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SUPPLEMENTAL DATA:

Monosaccharidic composition of the ASM of Nautilus macromphalus nacre
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The composition of neutral sugars is obtained by high performance anion exchange-pulsed
amperometric detection after hydrolysis with 2 M trifluoroacetic acid at 110°C (4 h).

We observed that after hydrolysis, some non-hydrolyzed compounds were still present at the bottom
of the vessel. An undetermined peak was observed in the acidic monosaccharide zone (?).
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FTIR profile of calcium carbonate crystals grown in vitro in presence of ASM & deg-ASM

B77 B&0 ALM

FTIR (cm™)

FTIR spectra of calcium carbonate crystals, produced in vitro in the presence of ASM or deg-ASM,
according to the ammonium bicarbonate diffusion method. Blank experiments were performed
similarly, but without the addition of shell matrix. Controls were obtained from geological calcite or
aragonite.

Infrared spectra were directly recorded from dry samples at a 2 cm™ resolution on a Fourier Transform
Infra Red (FTIR) spectrometer Ucker Vector 22 equipped with a Specac Golden Gate'™ ATR device
in the wave number range of 4000-500 cm™.
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Tryptic peptide mass fingerprinting (PMF) of protein spots from the Nautilus macromphalus
shell nacre, recorded by MALDI-TOF.

Underlined values correspond to peptides with the same m/z in different protein spots.
In bold: peptides from which sequences were obtained by MS/MS analysis.
*: peptides which were analyzed on MS/MS mode.

spot name m/z values (monocharged ions)

1196.09, 1356.85*, 1394.79, 1489.71%*, 1505,68, 1512.94*, 1550.88%,
N1 1567.78, 1676.63*, 1690.63, 1692.63, 1723.43, 1748.93*, 1758.89*,
1774.89, 1892.17, 2065.90, 2122.94*, 2334.94, 2566.19, 2820.39, 2835.37

1197.25, 1361.81*, 1433.65, 1459.63, 1490.78, 1512.92*, 1645.95,
1722.93*, 172341, 1760.86, 1765.76*, 1774.87, 1791.74*, 1837.98,

N2 1876.72, 1892.15, 1900.89, 1909.02, 2122.91, 2705.18, 3162.28%, 3211.46,
3312.31
N3 1998.94*,2711.17*
1584.73*, 1941.94, 1998.95*, 2653.72, 2695.19, 2711.20*, 4017.69,
N4
4034.76
1003.37*, 1013.54*, 1029.52*, 1286.32*, 1310.57*, 1320.62, 1482.66*,
1513.77%*, 1523.61, 1524.59*, 1531.52, 1580.63, 1655.65, 1701.55,
N5 1707.78, 1722.91, 1740.85, 1744.88, 1758.87, 1765.75, 1791.77, 1811.88,
1836.96*, 1858.58, 1873.77, 1874.76*, 1912.71, 1931.77, 1975.59,
2017.02, 2033.02*, 2312.14, 2399.00, 2689.40, 2740.14, 2817.49, 3312.35,
3621.65
1140.55, 1169.69, 1184.68, 1188.64*, 1260.54*, 1274.55*, 1286.29,
1325.78*, 1364.67, 1401.63, 1457.71*%, 1482.63*, 1490.73, 1508.74,
N6 1555.80, 1568.73, 1585.80*, 1645.90, 1660.79, 1688.11, 1689.82, 1722.90,
1738.01*, 1745.90, 1761.78, 1774.83, 1805.75, 1876.75, 1901.88, 1943.92,
2105.94, 2192.97, 2309.04*, 2465.12, 2576.09, 2732.16, 3211.42, 3273.43,
3429.41, 4407.92
1003.38, 1286.32*, 1374.60, 1391.65, 1425.64*, 1438.67, 1465.64,
1467.64, 1482.67*, 1502.47, 1520.62, 1531.55, 1602.67, 1625.71, 1627.70,
N7 1669.69, 1671.68, 1696.83, 1702.47*, 1743.83*, 1758.85, 1759.84,

1760.83*, 1796.79, 1819.76*, 1836.74, 1859.75, 1876.79*, 1893.79%,
1914.74%*, 1952.58, 2672.15, 3079.37, 3085.83, 3127.38*, 3170.36,
3255.44,3270.43, 3314.38, 3553.56, 3695.60
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Carbonic anhydrase activity in Nautilus macromphalus ASM
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The miniaturized colorimetric method developed by Maren (1960) was performed for measuring the
carbonic anhydrase (CA) activity of the nacre ASM. The experiment was carried out under stabilized
flow of CO, at 4°C. Four hundred uL of phenol red (12.5 mg/L in 2.6 mM NaHCOj3) were mixed with
200 uL of water and 100 uL of sample. The reaction was initiated by adding 100 uL of freshly made
carbonate buffer (0.6 M Na,COs, 0.412 M NaHCO3) then the time interval until the color change from
red to yellow was monitored. This color change testifies the pH change in the solution (from 8.2 to
7.3) resulting of the production of protons during the reaction catalyzed by the CA (CO, + H,O >
HCO; + H"). The enzyme unit (EU) activity was calculated according to the following equation:
Activity units (EU) = (Ty — T)/ T, where T and T, are the reaction times required for the pH change
with and without a catalyst, respectively. Acetozolamide was used as a specific inhibitor of the
reaction and heat-inactivation of AC was performed by boiling the samples (100°C, 10 min).
Commercial CA was assayed as positive control for the test and Unio pictorum ASM was used of
positive control for both matrix extraction process and CA activity.

Even at high concentration (10 mg/mL), no activity was detectable in Nautilus macromphalus
ASM.

Maren T (1960) A simplified micromethod for determination of carbonic anhydrase and its inhibitors.
J Pharmacol Exp Ther 130, 26-29.
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3 — Résultats complémentaires
3.1 - Déprotéinisation de la matrice

Dans une étude préliminaire, nous avons voulu étudier plus en profondeur le rdle des
polysaccharides sulfatés de I’ASM dans les processus de formation de la couche nacrée de
Nautilus. Apres avoir effectué une déglycosylation chimique de cette matrice au TFMS, nous
avons entrepris une déprotéinisation de cette matrice, afin d’en extraire les composés
saccharidiques uniquement. L’ASM a été déprotéinée par une incubation d’une heure dans
une solution de NaOH 1 M (80°C), suivie d’une étape de dialyse contre de 1’eau ultra-pure.
La quantité de protéines a été estimée par dosage au BCA. L’échantillon déprotéiné a ensuite
¢té comparé avec I’ASM native et de ’ASM déglycosylée par trois techniques
I’¢lectrophorese sur gel 1-D, la spectrométrie FTIR et le test d’interaction de précipitation du
carbonate de calcium in vitro (Figure 39A-B-C, respectivement). Il semblerait que ce
traitement ait été efficace pour hydrolyser les chaines d’acides aminés (perte de coloration
observée en SDS-PAGE et perte de groupements spécifiques en spectrométrie FTIR). Notons
cependant que les polysaccharides observés vers 100-200 kDa dans I’ASM ne sont plus
détectables en SDS-PAGE apres traitement. Cette observation suggére que le traitement a
également dégradé partiellement cette fraction. Quoi qu’il en soit, la matrice déprotéinée
présente une forte capacité a interagir avec la précipitation du CaCOs. En effet, la réactivité de
cet échantillon semble comparable a celle de I’ASM native, alors que I’ASM déglycosylée
présente, aux mémes concentrations, une réactivité fortement modifiée. Ces résultats
encourageants restent cependant a approfondir. Une approche par purification de la fraction

saccharidique par électrophorése préparative semblerait tout indiquée pour cette étude.

Figure 39 : Etude de la matrice acido-soluble de la nacre de Nautilus aprés déprotéinisation, en
SDS-PAGE (A), par spectrométrie FTIR (B) et par le test d’interférence de précipitation du
CaCO; in vitro (C). 1, ASM ; 2, ASM déglycosylée ; 3, ASM déprotéinée. Aprés déprotéinisation,
méme si les GAGs de I’ASM semblent avoir été partiellement dégradés, ils présentent une aptitude a
interagir avec la précipitation du CaCOj in vitro comparable a celle de I’ ASM native.
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3.2 — Purification des différents constituants de la matrice
Nous avons évoqué précédemment I’intérét de purifier les différentes macromolécules de
I’ASM extraite de la nacre de Nautilus. Une approche de purification des différentes fractions
de ’ASM par électrophoreése préparative permet d’obtenir des produits de purification sans
traitement chimique additionnel. Par cette technique, nous avons pu purifier trois fractions
correspondantes a différentes macromolécules de cette matrice : une fraction comprenant
plusieurs protéines non glycosylées de 10-20 kDa, capables de lier les ions calcium, une
autre comprenant une glycoprotéine sulfatée migrant aux alentours de 50 kDa, ainsi
qu’une derniére comprenant des polysaccharides sulfatés de 100-150 kDa (Figure 40).
L’obtention de ces fractions devrait, dans un avenir proche, nous permettre d’effectuer
différents travaux complémentaires afin d’aller plus loin dans la caractérisation de ces
macromolécules de I’ASM de la nacre : la production d’anticorps polyclonaux dirigés contre
ces différentes fractions, la localisation de ces différents composés sur tissus calcifiés par la
technique d’immuno-gold, le séquencage interne de la glycoprotéine migrant a 50 kDa,
I’étude de la capacité de ces composé€s a inhiber et a interagir avec la précipitation du CaCOs.
Ces travaux devraient apporter des données essentielles a la compréhension du réle et
des fonctions des différents composés organiques de la matrice de la nacre dans les
processus de biominéralisation. Ils devraient également permettre de confronter le
modele topographique de formation et d’organisation de la nacre avec les données

d’identification et de caractérisation des macromolécules extraites des tissus.

Figure 40 : Observations par SDS-PAGE des différentes fractions de PASM de la nacre de
Nautilus macromphalus, purifiées par électrophorése préparative. Ligne 1, ASM de nacre ; ligne
2, fraction comprenant plusieurs protéines non glycosylées de 10-20 kDa, capables de lier les ions
calcium ; ligne 3, fraction comprenant une glycoprotéine sulfatée migrant aux alentours de 50 kDa ;
ligne 4, fraction comprenant des polysaccharides sulfatés de 100-150 kDa.
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4 — Les acquis des travaux effectués chez Nautilus macromphalus

Au terme de cette étude de la matrice organique associée a la couche nacrée de la coquille du
céphalopode Nautilus macromphalus , il nous est possible de dégager plusieurs résultats

importants.

Alors que la matrice acido-insoluble est essentiellement constituée de protéines
hydrophobes et de chitine, la matrice acido-soluble est majoritairement composée de
protéines, de glycoprotéines et de polysaccharides acides portant des sucres sulfatés.
Nous avons pu distinguer au sein de cette matrice des polysaccharides sulfatés de masses
moléculaires apparentes importantes (entre 100 et 200 kDa), des glycoprotéines trés acides (p/
inférieur ou égale a 3) migrant aux alentours de 60-50 kDa, ainsi que des protéines non

glycosylées capables de fixer le calcium in vitro, migrant entre 10 et 20 kDa.

Les expériences de déglycosylation ont montré que la fraction saccharidique sulfatée était
impliquée dans la capacité de la matrice a interagir avec la précipitation du carbonate de
calcium, mais également dans [D’acidit¢é des glycoprotéines qui la constituent (les
glycoprotéines de 50-60 kDa focalisent a un p/ situé aux alentours de 3-4 apres
déglycosylation). Contrairement a ce que nous avons observé chez Unio pictorum, il semble
que les sucres de ’ASM du nautile ne soient pas impliqués dans la capacité a lier les ions
calcium. Quoi qu’il en soit, ces résultats nous confirment que les groupements

saccharidiques de I’ASM de la nacre sont impliqués dans la capacité de cette matrice a

interagir avec la formation du biominéral.

Sur gel 2-D, on observe que les différentes macromolécules de ’ASM migrent a des pIs
soit trés acides (inférieurs ou égales a 3), soit tres basiques (supérieurs a 9). La présence
de protéines acides dans la nacre de nautile avait été observée par Weiner (1979), qui proposa
par la suite plusieurs modélisations de la nacre intégrant cette donnée (voir chapitre I). Notons
par ailleurs que, compte tenu des données moléculaires, aucune protéine extraite de la nacre
de bivalves ou de gastéropodes n’avait présenté jusqu’alors de p/ particulierement acide. Au
vu de nos observations chez le nautile, il semblerait que les différentes classes de
mollusques soient capables de former de la nacre a partir d’assemblages protéiques
d’acidités différentes : trés acides et tres basiques (céphalopodes) ou faiblement acides,

voir neutres (bivalves, gastéropodes).
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L’analyse protéomique des spots protéiques observés sur gel 2-DE nous montre que les
différentes protéines de I’ASM possédent des séquences peptidiques identiques. Ces
observations suggerent que les différentes protéines de I’ASM puissent avoir une origine

commune.

Une deuxieme analyse protéomique des peptides obtenus par digestions trypsique de I’AIM et
de I’ASM a démontré que ces deux matrices comportaient de nombreux peptides communs.
Ce résultat suggere que la matrice acido-insoluble puisse se former, au moins en partie,
par polymérisation de protéines solubles, impliquant probablement I’activité d’enzymes de

type oxydase, comme les tyrosinases.

Les deux approches protéomiques mises en ceuvre nous ont permis de décrire une quarantaine
de séquences partielles de protéines de la matrice associée a la nacre de Nautilus. Nous avons
observé que certaines de ces séquences peptidiques présentaient des homologies avec les
protéines de type Nacrein, N14/N16, Tyosinase-like et Mucoperlin, des protéines de la
nacre de bivalves ptériomorphes (Pinctada spp. et Pinna nobilis), alors qu’aucune
homologie n’a pu étre mise en évidence avec les protéines décrites chez les gastéropodes
du genre Haliotis. Ces résultats remarquables suggérent que les protéines de nacre des
gastéropodes puissent avoir divergé au cours de leur évolution. Cette derniére hypothése reste

a tester.

Au vu de ces résultats, plusieurs pistes de recherche ultérieures paraissent particuliérement
intéressantes a explorer :
- I’étude des processus de formation de la matrice insoluble : détection et caractérisation

d’activités enzymatiques de type oxydase (phénoloxydase, tyrosinase...)

- la localisation des différents constituants de la matrice de Nautilus au sein des tissus
calcifiés: purification des différents composés majoritaires (€lectrophorése préparative),
caractérisation de la structure primaire des protéines (MS/MS), production d’anticorps

polyclonaux, immuno-détection sur coquille (immuno-gold).

Ces travaux devraient permettre d’apporter des données essentielles a la compréhension
des mécanismes qui régissent la formation de la nacre, mais aussi de concilier/réconcilier

les modéles topographiques avec les données moléculaires.
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Chapitre I'V: La biominéralisation de la coquille chez les brachiopodes

La biominéralisation de la coquille chez les brachiopodes

1 - Introduction

1.1 - Description, biologie et cycle de vie

Les brachiopodes sont des animaux exclusivement marins, pour la plupart sessiles. On les
trouve de la zone intertidale jusque dans les grands fonds océaniques. Ces organismes ont une
répartition mondiale, mais ponctuelle, surtout en mers froides (principalement, les mers
antarctiques et subantarctiques, les cotes sud-américaines, australiennes et néo-z¢landaises).
On trouve également des especes de petite taille en Méditerranée et en Manche. Ces animaux
sont des organismes filtreurs de particules en suspension dont ils se nourrissent. Les adultes
des représentants actuels mesurent entre 1 et 6 cm de longueur. Les sexes sont séparés, les
gametes sont émis dans 1’eau et la fécondation est externe. L’ceuf subit un clivage radiaire ; la
larve ciliée nageuse est planctonique. Les larves sont négativement phototrophes et, a la
métamorphose, elles se fixent aux sédiments et se transforment alors en jeunes, semblables
aux adultes.

Les brachiopodes sont des organismes lophotrochozoaires, non segmentés, dont le corps est
protégé dans une coquille constituée de deux valves (Figure 41). A la différence des bivalves
(= lamellibranches) qui posseédent une valve droite et une valve gauche, les deux valves des
brachiopodes, appelées valves brachiales dorsale et ventrale, sont disposées

perpendiculairement au plan de symétrie du corps de I’animal, selon 1’axe dorso-ventral.

Figure 41 : La coquille d’un brachiopode actuel, Stenosarina crosnieri (photographies extraites de
Gaspard, 2003). A) Vue générale latérale droite. B) Vue générale ventrale; C) Observation au MEB de
la zone d’articulation de la coquille sur une valve ventrale en vue interne.
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L’animal possede un pédoncule flexible sortant de la valve ventrale par lequel il se fixe au
substrat (Figure 42). La coquille est secrétée par une extension de la paroi corporelle, le
manteau (tissu non homologue au manteau des mollusques). A I’intérieur de la coquille, le
lophophore, organe volumineux muni de cils vibratiles qui permet a 1’animal de brasser et de
filtrer I’eau, se situe en amont de la bouche, et est soutenu par des pieces squelettiques fixées
en position interne. Selon les especes, le tube digestif est aveugle ou présente un anus qui
débouche sur la cavit¢ du manteau. Le systéme vasculaire est ouvert et certaines espéces
possédent un cceur contractile. L’ensemble des organes occupe un volume restreint,
comparativement au lophophore. L’animal posséde également trois paires de muscles

permettant d’ouvrir et de fermer la coquille ou de contracter le pédoncule.

Figure 42 : Anatomie interne d’un brachiopode (modifié¢ d’aprés Williams & Rowell, 1965).

1.2 — Phylogénie et position taxonomique
Les brachiopodes présentent au moins 12 familles connues dés la base du Cambrien. Ils
constituaient un groupe trés répandu durant tout le Paléozoique. Prés de 12 000 especes ont
¢été décrites a partir des enregistrements fossiles (Figure 43). Ces organismes furent durement
touchés par la crise Permo-Triasique. Depuis cette époque, le nombre d’espéces reste réduit et

leur répartition géographique est devenue ponctuelle.
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Figure 43 : Diversité et abondance des super-ordres de brachiopodes au cours des temps
géologiques (modifi¢ d’aprés Williams et al., 1996). En noir, les familles éteintes ; en gris, les
familles actuelles ; la courbe représente 1’abondance relative des genres de brachiopodes. A noter que,
dans les classifications récentes des brachiopodes, les classes Inarticulata et Articulata, distinguant les
lingules de toutes les autres formes, sont remplacées par les trois sous-embranchements des
Linguliformea, Craniiformea et Rhynchonelliformea.
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Les brachiopodes actuels regroupent plus de 350 especes. Anciennement, ce taxon était divisé
en deux sous-embranchements en fonction, entre autres caracteres, de la composition de leur
coquille. Les Inarticulata (correspondant aux Linguliformea) ont un anus, mais ne présentent
pas de charniere reliant les deux valves de la coquille, elles-mémes composées
majoritairement de phosphate de calcium. Les Articulata (Craniiformea + Rhychonelliformea)
présentent une charniere reliant les deux valves de la coquille de carbonate de calcium, mais
ne présentent pas d’anus. La Figure 44 retrace la phylogénie des super-familles de
brachiopodes actuels, selon les résultats de travaux récents. Cette étude, basée sur
I’observation de caractéres morphologiques et moléculaires, décrit 1’ancien groupe des

Articulata comme étant un taxon paraphylétique. La position phylogénétique des
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brachiopodes au sein des lophotrochozoaires a longtemps posé de nombreux problémes ; on a

méme pensé qu’ils pourraient faire partie des deutérostomiens.

Figure 44 : Phylogénie des différentes super-familles de brachiopodes actuels (modifi¢ d’aprés
Cohen, 2006). Notons que, dans cette étude basée sur ’observation du gene codant pour I’ARNr 18s,
les Craniata font partie des Linguliformea, et que les Phoronata sont inclus au sein des Brachiopoda.
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1.3 - Description de la coquille
La coquille calcifiée des brachiopodes ainsi que la couche superficielle de périostracum sont
sécrétées continuellement pendant la vie de 1’animal par les cellules de I’épithélium du
manteau. Dans ce phylum, chacune de ces cellules posséde son propre régime de sécrétion qui
varie en fonction de sa position relative. Notons que le manteau des brachiopodes n’est pas
homologue a celui des mollusques. Le périostracum et la coquille présentent a micro-échelle
des structures complexes, organisées en couches différenciées (Figure 45). La premicre
coquille se forme a la métamorphose et est, dans un premier temps, de structure minérale
granulaire a laquelle des couches minéralisées fibreuses, laminaires ou prismatiques, vont étre
ajoutées. Chez de nombreuses espeéces appartenant aux Craniiformea et aux
Rhynchonelliformea (mais pas aux Linguliformea), la coquille est traversée par des pores

réguliérement espacés (les caecae).

Les coquilles sont composées de carbonate de calcium (calcite) chez les Craniata et les
Rhynchonelliformea, et de phosphate de calcium chez les Lingulata. La composition et la

quantité¢ de matrice organique associée aux coquilles de ces différents groupes sont également
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tres différentes (Simkiss & Wilbur, 1989). Alors que les coquilles calcaires comprennent
0,5% de protéines, les coquilles phosphatiques sont composées de preés de 25% de protéines
associées a de la chitine. Notons que les roles de la matrice organique dans les processus de
minéralisation de méme que son organisation au sein du biominéral sont trés peu connus.
Chez les Rhynchonelliformea, des travaux précurseurs (Jope, 1965) ont montré que ces
matrices sont composées d’un mélange de protéines et de glycoprotéines. Depuis, un nombre
réduit d’études ont permis de caractériser partiellement certains composés protéiques de ces
matrices (Curry et al., 1991 ; Cusack et al. 1992, 1997 ; Walton et al. , 1993 ; Walton &
Curry, 1994 ; Walton, 1998), alors que Collins et ses collaborateurs (1988, 1991) ont effectué¢

des études séro-taxonimiques sur ces matrices.

Figure 45 : Diversité des microstructures des coquilles de brachiopodes. (photographies extraites
de Gaspard, 2003, 2007). A) Détail d’une structure fibrillaire, observé sur cassure fraiche de coquille
de Terebratulina retusa. B-C) Détails de structure en tablettes a croissance spiralée et en prismes
hexagonaux, respectivement, observés sur la face interne de la valve dorsale de Novocrania anomala.
D) Détail d’une structure fibrillaire, observé sur cassure fraiche de coquille de Caloria inconspicua.

1.4 — Echantillonnage
Tous les échantillons proviennent de la collection personnelle de Dani¢le Gaspard (Université
Paris-Sub, Orsay) ou ont été envoyés par des collégues néo-z¢landais. Les individus adultes

de Gryphus vitreus ont été collectés en mer Méditerranée. Les individus adultes de
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Terebratulina retusa ont été collectés en mer d’Ecosse. Les individus adultes de Liothyrella
neozelanica, Notosaria nigricans, Calloria inconspicua et Neothyris lenticularis ont été
collectés sur les cotes de Nouvelle-Zélande (Figure 46). Une fois débarrassées des tissus
mous, les coquilles ont été méticuleusement nettoyées par un bain prolongé dans de
I’hypochlorite de sodium afin de retirer toutes traces de contaminants exogenes ou de tissus
non calcifiés. Les coquilles ont ensuite ét¢ abondamment rincées a I’eau déminéralisée, puis

séchées, avant d’étre étudiées.

Figure 46 : Coquilles d’individus échantillonnés. A) Notosaria nigricans.) Gryphus vitreus. C)
Liothyrella neozelanica.

1.5 — But de I’étude

Notre étude a pour but de caractériser par des techniques de biochimie les différents
constituants de la matrice calcifiante extraite de la coquille de différentes espéces de

brachiopodes Rhynchonelliformea.

Du fait de I’absence de données moléculaires sur les protéines coquilliéres de brachiopodes et
de la rareté¢ des données biochimiques sur les matrices, notre étude constitue une approche
préliminaire et comparative portant sur quelques genres, dans la perspective d’observer les
¢ventuelles similitudes entre les matrices coquilliéres de brachiopodes et celles de

mollusques.

Nous avons concentré notre attention, au sein des deux articles de recherche présentés ci-
aprés, sur I’étude des composés organiques, notamment les protéines et les glycoprotéines
afin de souligner leur importance dans les processus de minéralisation des coquilles de
carbonate de calcium. Ces articles, présentés ici en langue anglaise dans leur format de
publication, sont précédés d’un résumé en francais. En conclusion, les résultats de cette étude
seront discutés et comparés, dans une optique évolutive et mécanistique, avec ceux obtenus

pour les matrices calcifiantes extraites de coquilles de mollusques.
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2 — Biochemical characteristics of the shell soluble organic matrix of some
recent Rhynchonelliformea (Brachiopoda), In Biomineralization: from
Paleontology to Materials Science - Proceedings of the 9th International

Symposium on Biomineralization (2007), pp. 193-204.

Résumé

Pour construire leurs coquilles, les brachiopodes sécrétent une mixture de protéines et de
polysaccharides, nommée la matrice organique. Cette matrice est supposée €tre impliquée
dans les processus de calcification en permettant la nucléation des cristaux de calcite et en
régulant leur croissance. Les objectifs de ce travail sont d’observer a micro-échelle les
interactions entre le minéral et la phase organique, mais aussi de caractériser les matrices
acido-solubles chez différents brachiopodes Rhynchonelliformea actuels. Les coquilles de six
especes ont été déminéralisées a I’acide acétique 5% a froid. La caractérisation biochimique
de la matrice acido-soluble a été réalisée par SDS-PAGE en conditions dénaturantes. Apres
¢lectrophorese, les gels ont été colorés au CBB, au nitrate d’argent, au bleu Alcian, au PAS et
au Stains-All. Sur gels, les matrices testées ont présenté certaines similarités, mais aussi des
différences frappantes. De plus, les matrices ont été testées pour leur capacité a interagir avec
la précipitation de cristaux de carbonate de calcium in vitro. Toutes les matrices ont présenté
une aptitude a modifier a faible concentration la morphologie des cristaux de calcite néo-
formés. Dans une optique évolutive, ces résultats sont comparés a ceux obtenus a partir des

coquilles de mollusques.
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Biomineralzation: from Paleontology to Materials Science
Proceedings of the 9th International Symposiam on Siemineralization,
(Eds.) Arsas, | L., Ferndndez, M.S.

Edorial Universitaria, Santiago, Chile, 2007, pp. 193-204.

Biochemical Characteristics of the Shell Soluble Organic
Matrix of Some Recent Rhynchonelliformea (Brachiopoda)

Daniéle Gaspard, Benjamin Marie’, Nathalie Guichard?, Gilles Luquet® and
Frédéric Marin®
! Usiversité de Paris-Sud, Idpartemest des Sciesces de la Terre, Bét. 509, F.91 405 Orsay Cedex, gaspardgeol u-psud fr

=umu&bw.m¢im UMR 5561, 6 Bd. Gabeiel, ¥-21000 Dijon,

ABSTRACT

To build up their shell, brachiopods secrete a mixture of proteins and polysaccharides,
collectively called the shell organic matrix. This matrix is supposed to mediate the
calcification process by allowing the crystal nucleation and elongation and finally, by
stopping the crystal growth, The aim ofthis work is, firstly, to observe at nanoscale the close
relationships between the mineral and the organic phases, and secondly, to characterize
the acetic acid-soluble matrices extracted from different articulate brachiopods.

Recent articulate brachiopod shells were observed according to a standard procedure,
which emphasizes the microstructural details. For the biochemical characterization, the
acetic acid-soluble shell matrices were extracted and analyzed by SDS-PAGE. The gels
were subsequently stained with CBB, silver nitrate, Alcian Blue, PAS and carbocyanine.
Furthermore, the matrices were tested for their ability to interact with the precipitation of
calcite in vitro. On gels, the tested matrices exhibited some similarities, but also drastic
differences. All the tested matrices modified, at different degrees, the morphology of
calcite crystals.

The true mineralogical nature of the early-secreted elementary carbonale calcium
structures (granules) is discussed, as well as the properties of the soluble matrices
compared to those of mollusks.

INTRODUCTION

The shell built by the Rhynchonelliformea is a biologically controlled
mineralisation, according to a classical terminology (Mann, 1983; Lowenstam
and Weiner, 1089). The shell is an organo-mineral structure, mainly constituted
by Low Magnesium Calcite enclosing a small amount of organic matrix. This
matrix is suspected to control, over different scale, the deposition of calcite
biocrystals (Jope, 1965). Physiologically, the growth of brachiopod shells is
controlled at the mantle margin of both valves, by a conveyor-belt system of outer
epithelial secreting cells proliferating at the generative zone (Gaspard, 1988: 67).
Each cell of the outer epithelium has a secretory regime, which varies according
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to its migration from the generative zone to the tip of the outer mantle lobe.
It follows a precise secretory sequence: periostracum, granular primary layer,
fibrous secondary layer, and prismatic tertiary layer in some cases (Williams,
1068; Gaspard, 1986).

A precise observation at high magnification pointed out the hierarchical
organization of the shell in different layers, which are mainly composed of
elements: fibers (with their enclosing sheaths correspondingto the intercrystalline
matrix) and prisms, themselves made of elementary units, like “granules”
(Caspard, 1091). Furthermore, a close organization of these elementary units
with an intracrystalline matrix is revealed. However, the precise function of this
organic phase is poorly understood. Unlike mollusks, for which several molecular
data are available (Marin and Luquet, 2004), brachiopod shell matrices caught
far less attention. The precursor work of Jope (1965, 1970) pointed out that the
matrix is composed of a mixture of proteins. Later, studies of Cusack et al. (1992,
1007), Walton et al. (1993) further characterized the proteinaceous constituents
of the shell matrices of different brachiopods, while Collins et al. (1988, 1091)
used brachiopod shell matrices for sero-taxonomy and diagenesis studies.

The aim of this study is to characterize at biochemical level the acetic acid-
soluble matrices of five different articulate brachiopods in order to understand
the role played by the organic matrix in the control of the calcification process.

MATERIALS AND METHODS

SEM observations

The ultrastructure of shells of Terebratulina retusa (Linné) from Scotland,
Liothyrella neozelanica (Thomson), Neothyris lenticularis (Deshayes) (rockwalls,
Doubtful Sound, Fiordland), Calleria inconspicua (Sowerby), and a black ribbed
rthynchonellide: Notosaria nigricans (Sowerby) (Tikoraki Point) from New
Zealand were classically observed using a JEOL Scanning Electron Microscope
(SEM). Transverse and longitudinal sections of the different shells were
observed, using the SEM, after the following preparation: embedding in epoxy
resin, polishing with alumina oxide/diamond powder, etching with RDO or RDC
(12.5%) for several seconds and gold coating. Natural surfaces, free of adherent
material, were fixed in glutaraldehyde, then rinsed. They were examined after
gold coating.

Intracrystalline protein extraction

The organic content of the shells was extracted as follows: the shells were cleaned
with a dental drill, before being soaked in sodium hypochlorite solution (0.26 %
active chlorine) for four days. The shells were rinsed and roughly crushed. The
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fragments were cleaned overnight with sodium hypochlorite, rinsed with distilled
water, and dried. They were crushed and the resulting powder, sieved (200pm-
mesh). 17 to 25 grams of shell powder were suspended in distilled water, to which
cold dilute acetic acid (10% v/v) was added under constant stirring, at 4°C. The
solutions were centrifuged (3000 g). The pellets were thoroughly rinsed with
distilled water and freeze-dried. The volumes of the supernatants were reduced
by ultrafiltration (Amicon Cell 8400) on a 10 kDa cut-off membrane, at 4°C. The
concentrated solutions were dialyzed against distilled water and freeze-dried. The
amount of organic matrices was estimated by weighing the lyophilisates.

SDS-PAGE analysis of soluble proteins

The protein extracts were analyzed by standard SDS-PAGE, performed on mini-
gels (Bio-Rad, Protean III) in denaturing conditions (Laemmli, 1970). The gels
were stained with Coomassie Brilliant Blue, with silver (Morrissey, 1981), with
Alcian Blue (Wall and Gyi, 1988) for polyanionic macromolecules, with PAS
(Zacharius et al., 1969) for glycoproteins. In addition, the gels were stained
with carbocyanine (Campbell et al., 1983) for the detection of putative calcium-
binding proteins. At last, one gel was stained with silver after having been
partially blotted on PVDF membranes (Immobilon-P, Millipore).

IN VITROINTERACTION OF ACETIC ACID-SOLUBLE MATRICES WITH CACO3PRECIPITATION

The five acetic acid-soluble shell matrices were tested for their ability to interact
in vitro with the precipitation of calcite, according to Albeck et al. (1993). The
following modification was applied: 500 ul of 10 mM CaCl, solutions containing
different amounts of soluble matrix (0.1 to 20 pg/ml) were incubated in 8 wells
chamber slides (Lab-Tel [I) which were covered by pierced parafilm. The chamber
slides were placed in a dessicator containing ammonium bicarbonate crystals
and left for 48h. Blank tests (without any matrix) were performed in a similar
manner. The test was repeated twice. The glass slides were carbon sputtered,
and observed using SEM, with a JEOL JSM 6400F.

REsuvLTS

Localisation of the organic matrix

Observations on brachiopod shells using SEM reveal the structure of complex
calcite fibers, which consist in elongated elements of 15-20 pm in diameter. These
fibers are composed of stacks of growth units, which are made of “granules”.
These granules considered as elementary units of the carbonate secretion have
an average size of 0.10 to 0.30 pm following the species considered (Fig. 1).
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Figure 1. Structural observations using SEM. 1.1: longitudinal section in a calcite fiber of
Notosaria nigricans revealing granules arranged in well indentified microgrowth units; scale =
1pm. 1.2: longitudinal section of fibers in a shell of Neothyris lenticularis highlighting some early
diagenesis, the granules are agglomerated in blocky calcite; scale = Ipm. 1.3: various orientations
of fiber sections and microgrowth units in a longitudinal section through a shell of Tevebratuling
metusa; scale = 10 pa. 1.4: detail of microgrowth units and granules of the previous section
[compare with 1.1); scale = 1pm. 1.5: oblique section of fibers in a shell of Calloria inconspicua.
The growth units are well identified; scale = Ipm, 1.6: detail in a longitudinal section of a shell
belonging to the same species. Compare the size of granules with 1.1 and 1.3; scale = 1pm. 1.7-
8: fiber ends at the boundary with the primary layer respectively in Calloria inconspicua and
Liothyrella neozelanica, allowing to see the granules where the mantle outer epithelial cells are

removed using bleach: scale = 1pm

They are particularly emphasized in sections and fractures (Fig. 1. 1-8), or when
the intercrystalline matrix is removed by bleach (Gaspard, 1986,1991,1996).
On fresh shells, after the withdrawal of the outer epithelium, at the proximal
end of each fiber shaping the corresponding outer epithelial cell surface, the
granules appear well individualised (Fig. 1. 7, 8), and tightly associated with a
light soluble organic matrix. In older specimen as well as in distal parts of fibers,
these granules are difficult to visualize because they are closely agglomerated
(Fig. 1. 2). Thus the whole intracrystalline matrix cannot be directly observed.
A parallel can be established with the calcite prisms that compose the
outer shell layer of pteriomorphid bivalves. Among articulate brachiopods,
each fiber appears obviously as a mono-crystal with an intracrystalline matrix.
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Nevertheless, it is difficult to observe the interpenetrations of the internal surface
of the organic sheaths (intercrystalline matrix) within the mineralized fraction,
as observed in the prisms of mollusks (Cuif et al., 1981). Although it has been
clearly pointed out that this organic sheath is secreted at first (Gaspard, 1086:
pl.1), a direct contact between these sheathes and the intracystalline matrix has
not been visualized. However, the microgrowth lines in longitudinal sections
of fibers reveal regular interruptions in the mineralizing process in correlation
with the deposition of a denser intracrystalline matrix (Fig. 1. 1,4-6). The less
dense intracrystalline zones would correspond to the matrix directly mediating
the calcification process (Fig. 1. 1,3-5).

Organic matrix extraction

The amount of organic components extracted - both acetic acid-soluble and
acetic acid-insoluble - is indicated in Table 1.

Table 1. Quantity of shell organic matrix extracted from the five studied genera. SM:
acetic acid-soluble matrix; IM: acetic acid-insoluble matrix.

SM M SMIM™ Total Matrix
(% by weight) (% by weight) (% by weight)
Notosaria nigricans 0.022 0.377 0.058 0.399
Calloria inconspicua 0013 0.058 0.224 0071
Liothyrella neozlanica 0.006 0.375 0.018 0.381
Terebratulina retusa 0014 0.068 0.206 0.082
Neothyris lenticularis 0.010 0,200 0,050 0210

The soluble matrix represents 0.006 to 0.022 % of the shell powder. These values
are similar to those found in previous studies (Collins et al., 1991). Because we
use a long cleaning treatment with sodium hypochlorite prior to decalcification,
the soluble matrix should be considered as intracrystalline (Collins et al.,
1988). The insoluble matrix represents 0.058 (Calloria inconspicua) to 0.377 %
(Notosaria nigricans) of the shell powder. The ratio between the soluble and the
insoluble matrix varies in a broad range, from genus to genus. For Liothyrella,
08% of the matrix is insoluble, while the soluble matrix represents 22% of the
whole matrix of Calloria.
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Characterization of matrix components on SDS-PAGE

The results of the staining are shown on Figure 2. On CBB-stained gel (Fig. 2. 1),
only the matrices of Notosaria and of Terebratulina stain distinctly, in particular,
a band of about 50 kDa in the matrix of Notosaria and most of the matrix of
Terebratulina.
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Figure 2. SDS-PAGE analysis of the acetic acid-soluble matrices of five brachiopods. 2.1: CBB-
stained gel, all lanes = 40 pg matrix. 2. 2: alcion blee-stained gel, oll lanes = 40 pg maotnix, 2, 3:
silver-stained gel, all lanes » about 30 pg matrix, 2, 4: silverstained gel, after electrophomtic
transfer on nitrocellulose membrane. Interestingly, this gel gives a clearer pattern than gel 2.3,
since thin bands can be visualized, that could not be detected on gel 2. 3. 2, 5: PAS-stained gel,
all lanes = 40 pg matrix. 2, 6: carbocyanine-stained gel, all lanes = 40 pg matrix,
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For gels 2.1 to 2.5, A: Nolosaria nigricans; B: Calloria inconspicua; C:
Liothyrella neozelanica; 1): Terebratulina retusa; E: Neothyris lenticularis. For
gel 2.6, the SM of Liothyrella neozelanica could not be tested. For this gel,
A: Notosaria nigricans; B: Calloria inconspicua; C: Terebratulina retusa; D:
Neothyris lenticularis.

The fact that the three other matrices do not stain is not due to low
concentrations. We took care indeed to adjust the concentrations in order to
deposit the same amount of matrix in each lane, for all the gels.

On alcian blue-stained gels (Fig. 2. 2), only Calloria and Neothyris matrices
stain around 50 kDa, while the three other samples give a diffuse smear. PAS
staining (Fig. 2. 5) is extremely effective with the matrix of Terebratulina, where
at least five bands stain purple. The 50 kDa band of the Notosaria matrix is also
intensely stained, while the matrix of Liothyrella give a faint staining above
100 kDa. With carbocyanine dye, the matrices of Calloria and of Neothyris stain
blue, suggesting that they exhibit a calcium-binding activity. Interestingly, for
Neothyris, the staining patterns obtained after alcian blue and after carbocyanine
can be superimposed. The two other matrices (Notosaria and Terebratulina)
stain purple.

The case of silver-stained gels is particularly interesting: Fig. 2. 3 represent
a gel, which is stained with silver according to a standard protocol. Fig. 2.4
corresponds to a similar gel, which is stained after a partial electrophoretic
transfer on nitrocellulose. In the first case, the electrophoretic patterns of the
five matrices appear different. From lane to lane, it is difficult to distinguish
bands that migrate at the same height. On the contrary, the silver-stained gel after
blotting gives a clearer pattern and reveals numerous thin bands, many of which
are common to the different samples. This is notably true for a group of four
bands around 50 kDa, and for a single band around 30 kDa. These results suggest
that the macromolecules of the matrices may be transferred differentially on
Western blot. We suggest that a partial electrophoretic transfer remove some of
the polydisperse macromolecules that constitute the background staining, with
the direct consequence to unmask and emphasize some discrete proteins.

In vitro interaction of acetic acid-soluble matrices with CaCO3 precipitation

The results of the interference test are shown on Fig. 3. The blank test produces
only thombohedric crystals of calcite (Fig. 3, top right). All the tested matrices
interact with the in vitro

precipitation of calcite and produce spectacular effects, in particular, the
formation of polycrystalline aggregates in association with the formation of
terraces. The effects are however not identical for each matrix: in the range [2 pg/
ml - 20 pg/ml], the matrix of Notosaria nigricans is so effective that it completely
inhibits the precipitation of calcite crystals. For this reason, this matrix is tested
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Figure 3. In vitro interaction of the five acetic acid-soluble matrices with CaCO3 precipitation. All
the matrices are tested between 2 and 20 pg/ml, with the exception of the matrix of Notosaria,
which strongly inhibits the precipitation of calcite at these concentrations. The hlank tests
produce the typical calcite chomboedral shape (see first line, right)

at lower concentrations (0.2 pl/ml to Zpg/ml). In this range, we observe an
increase of the crystal size, from 0.2 to 2 pg/ml. In the concentration range [2
pg/ml - 20 pg/ml], the soluble matrices of Calloria inconspicua, of Terebratulina
retusa and of Neothyris lenticularis behave similarly: decrease of the crystal size
(from 100 pm to 40-60 pm), and increase of the number of crystals per surface
unit. From 2 to 20 pg/ml, the matrix of Liothyrella neozelanica tends to exhibit
reverse effects: increase of the crystal size (from 70 to 100 pm) correlated to a
decrease of the number of crystals per surface unit,

DISCUSSION

Our preliminary study calls for some remarks. First of all, calcite fibers
represent the most common structural constituents of the brachiopod shells.
Our observations suggest that they result from the coalescence of calcium
carbonate granules. These granules are considered as structural elementary
units, which are continuously elaborated during growth. They are well
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visible at high magnification at the terminal face of each fiber. So far, their
exact mineralogical nature, just after their secretion, remains unclear. We
wonder about the amorphous nature of these early-secreted calcium carbonate
structures (Gaspard, 1986: pl.1), which could transform in calcite with time.
Several examples, including mollusks and sea urchins, exist where amorphous
calcium carbonate represents an early transient phase, which is replaced by a
more stable crystalline phase, calcite or aragonite (Addadi et al., 2003). Beyond
the scope of this study, the exact polymorph nature of these granules should
be investigated by physical techniques such as X-ray diffraction and Raman
spectroscopy.

Another question we address is the control of shell microstructures by
brachiopod epithelial cells. As underlined in the introduction, the calcifying
cells act as in a conveyor-belt system among brachiopods. They consequently
follow a complete sequence in their secretory regime, from the production of
the periostracum layer to the synthesis of the secondary, even tertiary layer.
This system has an important plasticity. When stressed, cells, that synthesis
the tertiary layer, can revert to a past secretion and start again the synthesis ofa
secondary fibrous layer. Is this change accompanied by a complete reset of the
biochemical secretory regime? On the contrary, are the different brachiopod
shell microstructures produced by the same set of matrix proteins? So far, we
still do not know whether the self-assembling of microstructures is regulated
by key-components of the shell matrix, or whether the microstructures are
controlled at the supra-molecular level. This question will be tackled only
when we will be able to separate the shell layers and compare their protein
and sugar content.

At last, the analysis of brachiopod shell matrices calls for a comparison with
other calcifying systems, in particular mollusks, for which several molecular
data are now available (Marin and Luquet, 2004). Twenty years ago, Carter and
Clark (1985) proposed the existence of a “lophophorate-mollusk discontinuity”
in biomineralization, based on the fact that all the brachiopod microstructures
could be found in mollusks, but that the reverse was not true. According to them,
“the capacity of mollusks to imitate common lophophorate microstructures
and the apparent inability of lophophorates to reciprocate totally, reflects a
fundamental limitation of the evolutionary potential of the lophophorate shell
calcification”. This assertion, based on morphological considerations, needs
obviously to be tested at the molecular level. In particular, it will be fascinating
to unveil the primary structure of brachiopod shell proteins, to see whether
they are significantly different from those of mollusks, or whether they exhibit
similar functional domains. This aspect has remarkable implications on the
origin of these two calcifying phyla.
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3 - Biochemical characteristics of the soluble organic matrix from the shell
of three recent terebratulid brachiopod species. Fossils & Strata (2007), 269-
275S.

Résumé

Les brachiopodes sécrétent une matrice organique calcifiante, un cocktail de protéines et de
polysaccharides, qui est impliqué dans les processus de formation de la coquille, comme la
nucléation des cristaux minéraux et la régulation de leur croissance. La microstructure du
minéral est également déterminée par cette matrice organique. La coquille des brachiopodes
est un assemblage d’une phase minérale calcitique et d’une fraction minoritaire de matériel
organique. Les objectifs de ce travail sont: 1) de caractériser les interactions entre le minéral
et la phase organique par des observations au microscope électronique a balayage, 2) de
caractériser les matrices acido-solubles chez les genres de brachiopodes Terebratulida actuels
Gryphus, Liothyrella and Neothyris. Les coquilles ont été déminéralisées a 1’acide acétique
5% a froid. La caractérisation biochimique de la matrice acido-soluble a été réalisée par SDS-
PAGE en conditions dénaturantes. Les gels ont été colorés au CBB, au nitrate d’argent, au
bleu Alcian, au PAS et au Stains-All. De plus, les matrices ont été étudiées pour leur capacité
a lier les ions calcium en solution. Les résultats ont montré que chez ces trois genres, la
matrice organique représente une tres petite fraction de la coquille (<0,05%). Sur gels, les
matrices testées ont présenté certaines similarités. Notons tout particuliérement la présence
d’un composé discret migrant aux alentours de 50 kDa. Finalement, les matrices ont été
testées pour leur capacité a interagir avec la précipitation de cristaux de carbonate de calcium
in vitro. Toutes ces matrices ont présenté une aptitude a modifier a faible concentration la
morphologie des cristaux de calcite néo-formés. Dans une optique évolutive, les propriétés
des matrices calcifiantes de ces brachiopodes sont comparées a celles des matrices extraites

des coquilles des mollusques.
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The shell of terebratulid brachiopods (Rhyncho-
nelliformea) is an example of biologically controlled
mineralization, according to well accepted terminology
(Mann 1983; Lowenstam & Weiner 1989). The shell
is an organo-mineral structure, mainly comprising
low magnesium calcite enclosing a small amount of
organic matrix. This matrix is suspected to control,
at various scales, the deposition of calcite biocrystals
(Jope 1965). Physiologically, the growth of brachiopod
shells is controlled at the mantle margin of both valves,
by a conveyor-belt system of outer epithelial secretory
cells proliferating at the genecrative zone (Gaspard
1988, fig. 14). Each cell of the outer epithelium has a
secretory regime, which varies according to its
position during migration from the generative zone
to the tip of the outer mantle lobe. It follows a precise
secretory sequence: periostracum, granular primary
layer, fibrous secondary layer and prismatic tertiary
layer in some cases (Williams 1968; Gaspard 1986).
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Observations at high magnification reveal the
hierarchical organization of the shell in different layers,
which are mainly composed of elements: fibres (with
their sheaths corresponding to the inter crystalline
matrix) and prisms, themselves made of elementary
units, like sgranuless (Gaspard 1991). Furthermore,
a close organization of these elementary units with an
intra-crystalline matrix is revealed. However, the precise
function of this organic phase is poorly understood.
Unlike molluscs, for which considerable molecular
data are available (Wilt er al. 2003; Marin & Luquet
2004), brachiopods shell matrices have been the
subject of far fewer studies. The precursor work of
Jope (1965, 1967a, b, 1973, 1979) suggests that the
matrix is composed of a mixture of proteins. Later,
studies by Cusack eral. (1992, 1997), Curry efal
(1991), Walton et al. (1993), Walton & Curry (1994)
and Walton (1998) further characterized the proteina-
ceous constituents of the shell matrices of different
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brachiopods, whereas Collins et al. (1988, 1991) used
brachiopod shell matrices for sero-taxonomy and
studies.

The aim of our preliminary study is to characterize
the biochemistry of the acetic acid-soluble matrices
of three terebratulid brachiopod species in order to
understand, at the biochemical level, the role played
by the organic matrix in the control of the cakification
process. Furthermore, our study points out the
possibility that short-term diagenetic effects may
affect brachiopod skeletal matrices,

Materials and methods

Scanning electron microscope observations

The ultrastructure of shells of Recent Gryphus vitreus
(Born) from Mediterranean (Boullier et al. 1986) and
Liothyrella neozelanica (Thomson), and Neothyris
lenticrdaris (Deshayes) from New Zealand was observed
using classical methods on a scanning dectron micro-
scope (SEM) (SEM, JEOL, Ltd). Transverse and longi-
tudinal sections of the shells were observed following
their embedding in epoxy resin, polishing with alu

minium oxide/d@amond powder, etching with 2 12.5%
(v/v) solution of RDC (Laboratoire Moderne) for
several seconds and gold coating. Natural surfaces, free
of adherent material, were fixed in glutaraldehyde
then rinsed. They were examined after gold coating.

Intra-crystalline protein extraction

In parallel to the microstructural observations, the
organic content of the shells was analyzed: the shells
were carefully deaned and polished with a dental
drill before being soaked in a solution of dilute sodium
hypochlorite (0.26% active chlorine). The shells were
rinsed, roughly crushed, and the fragments cleaned
again with sodium hypochlorite, before being rinsed
with distilled water and dried. The shell fragments
were crushed to a fine powder under liquid nitrogen.
Five to fifteen grams of shell powder were suspended
in distilled water, to which cold dilute acetic acid (5%
viv) was dripped by an automatic titimetre, under
constant stirring, at 4°C. After overnight incubation,
the solution (end pH above 4) was centrifuged (3900 g),
then filtered (5 pm filter). The decalcification volumes
were reduced by ultrafiltration (Amicon Cell, model
8400) on a 10kDa cut-off membrane, at 4°C. The
concentrated solutions were subsequently dialyzed
against distilled water (10 kDa cut-off), for a few days,
with several water changes, and freeze-dried. The
amount of acetic acid-soluble matrix was estimated

by weighing the lyophilisates.
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SDS PAGE analysis of soluble proteins

The protein extracts were analyzed by conventional
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electro-
phoresis (SDS PAGE), performed on mini-gels
(Bio-Rad, Protean I11) in the following way: samples
were rehydrated and dissolved in Laemmli buffer
(Lacmmli 1970) before being denatured by heating
(5 min, 100°C), and fractionated on 10-12% acrylamide
gels. These gels were subsequently stained with silver
(Morrissey 1981), with Alian blue (Wall & Gyi
1988) or with carbocyanine (Stains-All', Campbell
et al. 1983). Silver stains most of the macromolecular
constituents, Alcian blue, a cationic dye, which stains
m ides and glycosaminogycans, is thought
to interact with anionic sites of polysaccharides, whereas
carbocyanine stains putative caldum-binding proteins
in a particular metachromatic blue colour, and proteins
with no affinity for calcium, in red. In addition, some
gels were blotted on polyvinylidine difluoride (PVDF)
membranes (Immobilon-P, Milkpore) with a Bio-Rad
Trans Blot module, at 120 mA, for 90 min. The
standards were stained with CBB, whereas the blotted
matrix samples were incubated with “Ca according
to the procedure of Maruyama et al. (1984).

In vitro interaction of acetic acid-soluble
matrices with CaCO, precipitation

The three acetic acid-soluble shell matrices were
tested for their ability to interact in vitro with the
precipitation of calcite, according to Albeck e al.
(1993). Briefly, the precipitation of calcite is obtained
by sow diffusion of ammonium bicarbonate vapours
into a calcium chloride solution. The following
modification was applied: the 10 mM Ca(l, solutions
containing different quantities of soluble matrix
(0.1 pg to 50 pg/ml) were incubated in chamber
slides (Lab-Tel 11, eight wells) in which holes were
pierced. Blank tests (without any matrix) were performed
in a similar manner. The glass slides were carbon
sputtered, and observed using SEM, with a JEOL JSM
6400F.

Results

Localization of the organic matrix

Scanning electron microscope observations on
brachiopod shells reveal the structure of complex
calcite fibres schematically localized in Gaspard
(1988, fig. 14), which consist of elongated elements of
15-20 um in diameter (Fig. 1A-B). These fibres are
composed of stacks of growth units, which are made
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Biochemistry of bradhiopod shell matrix

Fig 1. OA SEM views of fibres in 2 G vitresr shell. Terminal face of fhres orfented towards the shell margia (srrow head) and growth
units {white arrow) composed of granules (g) revealed on the lateral edges of fibres when the inter-crystalliae aatrix is removed, Scale
bar = 1 . CJB. Broken fibres {f) revealing growth units (white arrow) composed of granules (g} atimately assochated with the intra
crystalline matrix. Scale bar « 1 pum. OC. Granules (g) ot the terminal face of 2 Juvenlle Sbee at the primary (IVsecondary (1) layers
boundary, in L meoselanica. Scale bar = 1 pm. OID. Palygosal terminal face of & fibwe, and growth unis (white arrow), ot the printary
(TN secoadary (11) layers interface ia a shell of N denticudarie Scale bar = | jm, (CIE-D: shell masgin oriented at the upper right corner)

of granules. These granules, considered as elemen
tary units of the carbonate secretion, have an average
diameter of 0.1 to 03 pm as seen in Figure 1A-D.
The granules are particularly obvious in sections and
fractures (Fig. 1B), or when the inter-crystalline
matrix is removed by bleach {Gaspard 1986, 1991,
1996). On fresh: shells, after the withdrawal of the
outer epithelium, at the proximal end of each fibre
shaping the corresponding outer epithelial cell
surface, the individual granules are obvious (Fig 1A,
C-D), and tightly associated with a light soluble
organic matrix. In older specimens, as well as in
distal parts of fibres, these granules are difficult to
visualize because they are dosely aggregated. Thus
the whole intra-crystalline matrix cannot be directly
observed.

A parallel can be established with the calcite prisms
that compose the outer shell layer of pteriomorphid
bivalves, Among terebratulids, each fibre appears as
a mono-crystal with an intra-crystalline matrix.
Nevertheless, it is cifficult to observe the inter
penetrations of the internal surface of the organic
sheaths (inter-crystalline) within the mineralized
fraction, as observed in the prisms of molluscs (Cuif
et al. 1981). Although this organic sheath Is secreted
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first {Gaspard 1986: pL1, figs 2-3), a direct contact
between these sheathes and the intra-crystalline matrix
has not been visualized. However, the micro-growth
lines in longitudinal sections of fibres reveal regular
interruptions in the mineralizing process in correlation
with the deposition of a denser intra-crystaline matrix.
The less dense intra-crystalline zones correspond to
the matrix directly mediating the calcification
process {Fig. 1A, D).

Biochemical analysis of acetic acid-soluble
matrices

The extraction of acetic acid-soluble matrices from
the three species yielded very low quantities of
organic material. The protocol involves a long clean-
ing with sodium hypochlorite prior to decalcifica-
tion. This treatment is necessary for precluding
contaminants, like bacteria or micro-borers, Sodium
hypochlorite degrades all of the organic components
that surround calcium carbonate crystals, without
dissolving the mineral phase (Gaffey & Bronnimann
1993). Thus, it s likely that the matrix extracted by
our method is intra-crystalline (Collins et al. 1988).
We estimate that this matrix accounts for less than
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0.05% of the dry weight of the shell. This percentage
is close to the 0.03% average values published by
Collins ot al. {1991), and 10 those found by Walton ef al
{1993). The quantity of recovered matrix is far less
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than what can be extracted from nacro-prismatic
bivalves for instance, but is in the same range as the
amount of organic material extracted from crossed-
lamellar bivalve shells

Sodium dodecyl sulfate PAGE analysis (Fig 2) indi-
cates that the three electrophoretic profiles exhibit
some simianities. In particular, two proteins, around
45 and 50 kDa are observed in the three preparations.
In G. vitrews, two additional strong, although
more diffuse, bands are visible at around 40 and
100 kDa. In the three preparations, other thin bands are
observed. For the Neothyris anc Liothyrelle prepara-
tions, we do not observe bands at 22, 16 and 6.5 kDa,
25 pointed out by Walton et ol (1993) and Cusack
et al. (1997). This discrepancy may bave two possible
explanations, Because our studied samples are not
“fresh’ but composed of specimens dead for several
years, we do not exclude the possibility that some
shiell proteins bave been degraded since the death of
the animal and, therefore, cannot be visualized on
gels. Another explanation could be the loss of the low
molecular weight proteins during the concentration
steps by ultrafiltration

The three matrices were stained with Alcian blue,
Stains-All', and tested for their ability to bind calcium
jons. Periodic Acsd Schifl (PAS) staining, used for the
detection of glycoproteins, was also assayed but did
not produce significant results (not shown). Figure 3
shows the results obtained with the matnx of Neothy-
ris soluble matrix. The two other matrices did not
give clear patterns, and therefore, are not included in
the figure. One Neothyris fraction, around 50 kDa, is
densely stained with Alcian blue, which suggests that
this fraction is polyanionic (Wall & Gyi 1988). This
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fraction also stains blue by ‘Stains-all, and strongly
binds radicactive calcium. These two last technigues
confirm in two independent ways that the 50 kDa
fraction is probably a calcium-binding component.
Interestingly, a band at 48 kDa was found to bind
calcium in the shell matnx of the oyster Crassostrea
virginica (Myers et al. 1996). Further investigations,
induding punification, amino ackd and monosaccharide
analysis and sequencing, are needed before we can
assess the identity and function of this fraction in the
mineralizing process,

Finally, the influence of the three matrices with the
calcite precipitation in vitro was assessed (Fig. 4)
Although the control expenment with no protein
produced only rhombobedm! crystals of calcite
(Fig. 4A), the addition of acetic acid-soluble matrix
{of L. neozelanica, N. lenticularis or G. vitreus) pro
duced a spectacular effect, characterized by the for
mation of bigger crystals (60 to 80 pum), which
exhubit thin layering (Fig. 45-4E). At high protein
concentrations, most of the crystals produced are
polycrystalline aggregates (Fag. 4F, G, H). Further in
vitro crystallization experiments will be performed in
order 10 test whether the effect of the matnix is simi
lar to all crystal faces, or whether it may induce the
appearance of novel faces.

Discussion and conclusion

SEM observations of granules

The SEM studies indicate that calcite fibres represent
the most common structural constituents of brachiopod
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shells. Our observations suggest that they result from
the coalescence of calcium carbonate granules. These
granules are considered as structural elementary
units, which are comtinuously elaborated during
growth. The granules are readily visible at high magni

fication at the terminal face of each fibre. So far,
their exact mineralogical nature, just after their secre-
tion, remains unciear. It s possible that these early-
secreted calcium carbonate structures are amorphous
calcium carbonate (Gaspard 1986, pl 1, figs 7-9),
which could transform into calcite with time, Several
examples exist where amorphous calcium carbonate
represents an carly transient phase, which is replaced
by a more stable crystalline phase, calcite or aragonite
{Weiner et al. 2003), This phenomenon is well docu

mented for molluscs (Weiss ef al. 2002) and for sea
urchins {Politi et al. 2004). Beyond the scope of this
study, the exact polymorph nature of these granules
should be investigated by physical techniques such as
X-ray diffraction and Raman spectroscopy.

The soluble shell matrix and its biochemical
properties

The second point concerns the intra-crystalline
matrix. In our study, the complete integrity of the
shell matrix cannot be assessed because of the lapse
of time (decade) between the sample collection and
the biochemical analysis. In a previous paper, Walton
{1998) showed indeed that intra-crystalline protens
from brachiopod shells, although protected by the
mineral phase, may degrade more rapidly than
expected by the hydrolysis of their peptide bonds

20 um
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Fyg 4 Effect of brachlopod soluble matrix proteins on s vitro CaCO, precipitation. CIA. Control {without protein) Only rhombohedral
calcie crystals are produced OB, Livchyrells 2 ug/ml. OC. Liothyrells 20 pg/ml. 0D, Neothryrts 20 ugiael CE-H. Gryphas. DOE. 5 pg'ml;
OF. 10 gk OG5S0 g/l CIH. 50 pg/aed. At high conceatrations of matrix, most of the crystals formed sre polycrystaiine sgpregates.
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However, his analyses were carried out on true fossiks,
aged 0.12 to 3.3 million years. So far, no kinetic study
has been performed on recent shells, of a few decades
to a few hundred years old, to check the potential
carly degradation of their intra-crystalline protein
content. Our analyses suggest that the three species
retained some biochemical properties, which are
commonly encountered with soluble matrices
associated with cakcium carbonate. In particular, the
soluble matrix of N. lenticularis is polyanionic and
binds calcium ions. Furthermore, all three matrices
interfere, in a dose-dependent manner, with the in
witro precipitation of calcium carbonate.

Control of brachiopod shell microstructures

The third question we address is the control of shell
microstructures by brachiopod epithelial cells. As
underlined in the introduction, the calcifying cells act
in a conveyor-belt system in brachiopods. They
consequently follow a complete sequence in their
secretory regime, from the production of the perios-
tracum layer to the synthesis of the secondary and
cven tertiary layer. This system has an important
plasticity. When stressed, cells that synthesize the
tertiary layer can revert to a past secretion and repeat
the synthesis of a secondary fibrous layer. Is this
change accompanied by a complete reset of the
biochemical secretory regime? Alternatively, are the
different brachiopod shell microstructures produced
by the same set of matrix proteins? So far, we still do not
know whether the self assembling of microstructures is
regulated by key components of the shell matrix, or
whether the microstructures are controlled at the supra-
molecular level. This question will only be tackled
when we are able to separate the shell layers and
compare their protein and sugar content,

Brachiopods versus molluscs

Finally, the analysis of brachiopod shell matrices calls
for a comparison with other calcifying systems, in
particular molluscs, for which molecular data are
progressively becoming available (Marin & Luguet
2004). Carter & Clark (1985, pp. 67-68) proposed the
existence of a ‘lophophorate-molluse discontinuity’
in blomineralization, based on the fact that all the
brachiopod microstructures could be found in
maolluscs, but that the reverse was not true. According
to them, ‘the capacity of molluscs to imitate common

mikcrostructures and the apparent inability
of lophophorates to reciprocate totally reflects a
fundamental limitation of the evolutionary potential
of the Jophophorate shell cakification’. This assertion,
based primarily on morphological considerations,
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obviously needs to be tested at the molecular Jevel. In

particular, it will be fascinating to unveil the primary
structure of brachiopod shell proteins, to see whether
they are significantly different from those of molluscs,
or whether they exhibit similar functional domains.

This aspect has remarkable implications on the origin

of these two calcifying phyla.
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4 — Les acquis des travaux effectués chez les brachiopodes

Au terme de cette étude de la matrice organique associée aux coquilles de brachiopodes
Rhynchonelliformea (Gryphus vitreus, Terebratulina retusa, Liothyrella neozelanica,
Notosaria nigricans, Calloria inconspicua et Neothyris lenticularis), il nous est possible de

dégager plusieurs résultats informatifs.

Chez ces différentes especes, la matrice acido-insoluble représente entre 0,1 et 0,4% de la
masse totale du biominéral, alors que la matrice acido-soluble représente entre 0,01 et
0,02%. Notons que ces quantités sont au moins dix fois inférieures a celles observées pour la

plupart des coquilles de mollusques.

Les expériences in vitro nous ont montré que les ASMs extraites des coquilles des différentes
especes €tudiées présentaient toutes la capacité a interférer avec la précipitation du CaCOs.
Ces résultats suggerent que, chez ces especes, ’ASM est impliquée in vivo dans les

processus de formation du biominéral.

Au niveau de la composition en macromolécules, nous avons observé que les différentes
ASMs extraites présentaient sur gel d’électrophorese des profils trés différents. Alors que les
matrices de N. nigricans et de T. retusa semblent majoritairement composées de
glycoprotéines basiques, celles de C. inconspicua et de N. lenticularis sont constituées de
protéines acides capables de lier les ions calcium in vitro. A Yinverse, les matrices de G.
vitreus et L. neozelanica ne semblent présenter aucun de ces deux types de molécules. Il
est intéressant de noter que ces différences pourraient étre liées aux positions
phylogénétiques respectives de ces différentes espéces au sein des brachiopodes.
Cependant, nous avons également observé que toutes ces matrices, présentant des composés
de masses moléculaires discretes, semblaient toutes posséder un compos¢ majoritaire migrant
aux alentours de 50 kDa. Des études complémentaires de séquengage (MS/MS) seraient
nécessaires afin de détecter d’éventuelles homologies de séquences entre ce(s) composé(s) de

masse moléculaire apparente voisine chez ces différentes especes.
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La nacre est un biomatériau fascinant qui fait ’objet d’une grande quantité de travaux de
recherche dans des disciplines trés diverses. C’est une microstructure trés ancienne qui est
apparue des le Cambrien dans les coquilles des mollusques.

Dans la partie consacrée a la revue des connaissances, nous avons décrit les principales
caractéristiques de la nacre des mollusques. Rappelons que le terme de nacre désigne
spécifiquement la couche aragonitique des coquilles, d’aspect iridescent, généralement située
en position interne et qui présente une structure bien définie. A micro-échelle, ce biominéral
est constitué de la superposition réguliére de couches de tablettes d’aragonite coalescentes,
mesurant 0,5 wm d’épaisseur chacune et recouvertes d’une fine couche organique de 20 nm
d’épaisseur. A nano-échelle, les tablettes apparaissent constituées d’un assemblage compact
de granules aragonitiques enrobées dans une fine couche organique périphérique. On pense
que cette matrice organique, qui représente 1-5% de la masse du biominéral, est
essentiellement composée de protéines et de glycoprotéines acides, de protéines hydrophiles,
ainsi que de polysaccharides, dont la chitine. Ces différents composés organiques sont
directement impliqués dans les processus de biominéralisation de la nacre et semblent méme
réguler ces phénomenes. On distingue deux types de nacre ayant des modes différents
d’agencement des tablettes entre elles : la nacre en mur de briques des bivalves et les

monoplacophores et la nacre columnaire des gastéropodes et des céphalopodes.

Les résultats obtenus au cours de cette thése ont permis d’acquérir des connaissances
nouvelles sur les processus de biominéralisation de la coquille chez les mollusques. Ce travail
a notamment apporté de nouvelles données importantes pour la compréhension non seulement
du réle des macromolécules de la matrice calcifiante, mais également pour I’étude de leur

évolution.

Dans la partie de ce mémoire consacrée a la biominéralisation de la coquille chez Unio
pictorum, la stratégie basée sur I’étude et la caractérisation biochimique de la matrice
organique associée a la couche nacrée nous a tout d’abord permis de montrer que la matrice
acido-insoluble est essentiellement constituée de protéines hydrophobes et de chitine. Cette

observation confirme les travaux précédents qui présentaient ces différents composés comme
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des macromolécules essentielles a la mise en place de la structure tridimensionnelle pré-
requise a la formation des tablettes de nacre, aussi bien chez les bivalves que chez les
gastéropodes ou les céphalopodes nacriers.

D’autre part, nous avons montré que la matrice acido-soluble est majoritairement composée
de trois glycoprotéines acides portant des sucres sulfatés. Crenshaw (1972) fut le premier a
observer des groupements sulfates dans les glycoprotéines extraites de la coquille de
Mercenaria mercenaria, un bivalve a microstructure coquillicre lamellaire-croisée. C’est
ensuite Samata, qui en 1990, a proposé que ces groupements sulfates étaient impliqués dans la
capacité des glycoprotéines a fixer le calcium, sans pouvoir toutefois le démontrer. Plus
récemment, Albeck et ses collaborateurs (1996) ont observé que les groupements
saccharidiques des protéines de matrices extraites de test d’oursin étaient impliqués dans
I’aptitude de ces molécules a interagir avec la précipitation du CaCO,. Ces auteurs ont
envisagé que cette caractéristique pouvait également étre décelée dans les matrices
coquillieres de mollusques.

Par notre étude, nous avons pu démontrer de facon certaine que, chez Unio pictorum, la
capacité des macromolécules de la matrice a lier les ions calcium et a interagir avec la
précipitation du carbonate de calcium était portée essentiellement par les groupements
sacchariques sulfatés des glycoprotéines. Il ressort donc de notre analyse que ces groupements
saccharidiques sont treés probablement impliqués dans la capacité des glycoprotéines de la
matrice a interagir in vivo avec la formation du biominéral. On peut maintenant se demander
si cette caractéristique est commune aux matrices de nacre de I’ensemble des bivalves ou si
elle constitue une originalité du modele Unio pictorum.

Il semblerait que les groupements sulfates des glycoprotéines de la matrice interagissent avec
la formation du biominéral par le biais de leur capacité a concentrer les ions calcium a
proximité des centres de nucléation des cristaux (Addadi et al., 1987). Des travaux de
cartographie de ces groupements sulfates, au sein des tablettes de nacre de Nautilus et
d’Atrina, ont montré qu’ils étaient majoritairement présents au centre des tablettes, dans la
zone de nucléation et de croissance cristalline majoritairement selon 1’axe ¢ (Crenshaw &
Ristedt, 1975, Nudelman et al., 2006). 1l serait intéressant de localiser les groupement sulfates
des glycoprotéines de la matrice d’Unio pictorum au sein du biominéral afin de déterminer si
cette observation peut étre étendue a ce modele, ce qui permettrait d’envisager une possible
généralisation de cette caractéristique a la formation de la nacre de I’ensemble des bivalves

nacriers.
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Dans ce travail, nous avons également noté que la vingtaine de protéines de ’ASM de la
nacre d’Unio pictorum présentaient des p/s faiblement basiques ou neutres. Cette observation
confirme les données moléculaires sur les protéines extraites de la nacre dont les séquences
peptidiques ont été décrites.

Dans leur modele topographique de la nacre, Weiner, Addadi et leurs collaborateurs (Weiner
& Traub, 1984, Levi-Kalisman et al., 2001 ; Addadi et al., 2005), on proposé que la présence
de protéines acides au sein de la nacre est un pré-requis a la formation des tablettes
d’aragonite. Or il semblerait, au vu de nos observations et des protéines caractérisées chez les
bivalves ptériomorphes et les gastéropodes, que les protéines de la nacre forment un groupe
homogéne de protéines faiblement acides ou neutres. Nous verrons plus loin que ce n’est pas
le cas des protéines extraites de la nacre de Nautilus et nous discuterons alors ce point plus en

détail.

La matrice acido-soluble d’Unio pictorum présente une activité enzymatique anhydrase
carbonique, a I'instar d’autres bivalves appartenant au genre Pinctada. Le constituant de la
matrice portant cette activité reste a identifier. Cette protéine a été décrite et nommée Nacrein
chez Pinctada fucata. Nacrein a son ‘homologue’ chez le gastéropode Turbo marmoratus,
sans que ’activité enzymatique de cette derniere protéine n’ait pu €tre mise en évidence. Il
serait particulierement intéressant de déterminer si I’anhydrase carbonique présente chez Unio
pictorum appartient elle aussi a la famille des protéines de type Nacrein. Bien que la fonction
de cette enzyme semble essentielle a la formation des biominéraux de carbonate de calcium,
son implication exacte dans les mécanismes de minéralisation des coquilles reste encore
énigmatique. Pour aller plus loin dans cette problématique, on peut envisager de mettre en
ceuvre une approche par RT-PCR, couplée a une étude par protéomique, ainsi qu’une

purification/caractérisation de 1’activité enzymatique.

Une analyse protéomique, en cours, semble démontrer qu’une protéine de la matrice d’Unio
pictorum de faible masse moléculaire, P12, serait une homologue des porines de bactérie. Ce
résultat, s’il était confirmé, constituerait la premiere observation de la présence d’une porine
dans les matrices calcifiantes et tendrait a montrer qu’Unio pictorum puisse avoir, au moins a
cet égard, une machinerie moléculaire originale par rapport a celle des autres bivalves nacriers
étudiés. Par ailleurs, nous avons également réalis€é une banque d’expression d’ADNc
construite a partir de cellules du manteau d’Unio pictorum, en vue de la cribler et d’obtenir les

séquences primaires des différents constituants protéiques de la matrice calcifiante. Les
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premicres étapes entreprises sont actuellement poursuivies. Nous espérons que ces deux
approches complémentaires nous permettront trés prochainement de décrire de nouvelles
protéines et de compléter notre étude comparative et évolutionniste des protéines associées a

la nacre.

Dans la partie de ce mémoire consacrée a la biominéralisation de la coquille chez
Nautilus macromphalus , nous avons pu présenter plusieurs résultats qui apportent des
informations importantes pour la compréhension des mécanismes de biominéralisation de la
nacre et de son évolution au sein des mollusques. Notamment, nos travaux sur la matrice
organique extraite de la couche nacrée ont montré que la matrice acido-soluble est
majoritairement composée de protéines non glycosylées capables de lier les ions calcium, de
glycoprotéines acides sulfatées et probablement de polysaccharides acides portant des
groupements sulfates.

Nous avons pu montrer que les groupements saccharidiques sont impliqués dans la capacité
de ’ASM a interagir avec la précipitation du minéral. Cependant, nous n’avons pas observé,
chez Nautilus, que ces groupements pouvaient étre impliqués dans I’aptitude a lier les ions
calcium, cette propriété étant, dans ce cas, imputée a des protéines non glycosylées. Ce
résultat souligne que les résidus saccharidiques des protéines des matrices extraites de la nacre

peuvent présenter des fonctions et des propriétés différentes chez des especes différentes.

Comme nous ’avons précédemment décrit, les protéines extraites de la nacre des bivalves
ptériomorphes ou des gastéropodes ont présenté jusqu’a présent des p/s faiblement acides ou
neutres, les protéines d’Unio pictorum semblant également correspondre a ces critéres. Il
apparait cependant que cette régle ne puisse pas €tre généralisée au cas des nautiles. En effet,
nous avons observé que, sur gel 2-D, les protéines extraites de la couche nacrée de Nautilus
macromphalus présentent des p/s soit treés acides (inférieurs ou égales a 3), soit tres basiques
(supérieurs a 9). La présence de protéines acides dans la nacre des nautiles est un fait connu et
établi des 1979 par Weiner. Les travaux de cet auteur sur les protéines acides des matrices
organiques de nacre, effectués a partir d’études de coquilles de Nautilus et de Mytilus, ont
largement participé a la conception de modéles de la nacre intégrant cette propriété,
abondamment reprise depuis. Il semble donc que la présence de protéines acides dans la
matrice de la nacre soit le fait d’un nombre restreint de taxons, tels les céphalopodes du genre

Nautilus. Cette propriété ne semble apparemment pas s’appliquer aux modéles Pinctada ou
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Haliotis, dont nous tirons la trés grande majorité des données moléculaires disponibles.
Notons aussi que la présence de protéines trés basiques dans I’ASM de la nacre de Nautilus
est une donnée originale, qui ne fait écho a aucune observation précédente. Jusqu’a présent,
des protéines trés basiques avaient été décrites uniquement dans les couches calcitiques de
prismes de Pinctada.

D’un point de vue mécanistique, ce résultat souligne la diversité des propriétés des protéines
des matrices organiques coquillieres chez les différentes classes de mollusques. Il est
remarquable de constater que les différentes classes de mollusques semblent capables de
former une structure homologue, la nacre, a partir d’assemblages moléculaires de propriétés
différentes (notamment en termes de p/ et de modifications post-traductionnelles).

Nous avons par ailleurs entrepris un travail de localisation des différents constituants de la
matrice de Nautilus au sein des tissus calcifiés. Nous avons d’ores et déja purifié différents
composés majoritaires de I’ASM par électrophorése préparative, et nous sommes en train de
poursuivre la caractérisation de la structure primaire de ces protéines par MS/MS. La
production d’anticorps polyclonaux dirigés contre ces fractions purifiées devrait nous
permettre de localiser ces constituants au sein de la coquille par immuno-détection (immuno-
gold). Ces travaux devraient donner des résultats essentiels a la compréhension des
mécanismes qui régissent la formation de la nacre, mais aussi de concilier/réconcilier les
modeles topographiques de la nacre avec les données moléculaires des séquences de

protéines.

Notre approche protéomique, en I’occurrence 1’analyse des peptides obtenus apres digestion
trypsique de I’AIM et de I’ASM et spectrométrie de masse, a démontré que ces deux matrices
comportaient de nombreux peptides communs. Des travaux récents (Bédouet et al., 2007) ont
montré la présence de peptides homologues a certaines fragments de la séquence de la
protéine MSI31 non seulement dans la matrice soluble, mais également dans la matrice
insoluble de Pinctada fucata. Nos résultats ont démontré que la présence de molécules
similaires dans I’ASM et dans I’AIM semblait étre un phénomeéne observable chez d’autres
mollusques. A partir de ces observations, nous suggérons que la matrice insoluble présente au
sein des coquilles de mollusques pourrait se former, au moins en partie, par polymérisation de
protéines solubles, impliquant probablement 1’activité¢ d’enzymes de type oxydase, comme les
tyrosinases (a I’instar du processus de tannage observable chez les Arthropodes) ou d’enzyme
du type transglutaminase. L’étude des processus de formation de la matrice insoluble

apporterait les données nécessaires a la compréhension des mécanismes de sécrétion et

225



Conclusions et perspectives

d’assemblage de la matrice organique des coquilles. Nous pouvons imaginer qu’une approche
par détection et caractérisation d’activités enzymatiques de type oxydase (phénoloxydase,
tyrosinase...) au sein des biominéraux en formation permettrait, au moins en partie, de

répondre a cette interrogation.

Nos travaux de protéomique sur I’ASM et I’AIM nous ont également permis d’obtenir une
quarantaine de séquences partielles de protéines associées a la nacre de Nautilus. Nous avons
observé que certaines de ces séquences peptidiques présentaient des homologies partielles
avec les protéines de type Nacrein, N14/N16, Tyosinase-like et Mucoperlin, extraites de la
nacre de bivalves ptériomorphes (Pinctada sp. et Pinna nobilis), alors qu’aucune homologie
n’a pu €tre mise en évidence avec les protéines décrites chez les gastéropodes du genre

Haliotis. Nous discuterons plus bas des implications évolutives soulevées par ce résultat.

Dans la partie de ce mémoire consacrée a la biominéralisation de la coquille des
brachiopodes Rhynchonelliformea, nous avons observé que, chez les différentes espéces
étudiées, la matrice acido-insoluble constitue entre 0,1 et 0,4% de la masse totale du
biominéral, alors que la matrice acido-soluble représente entre 0,01 et 0,02%. Ces différentes
matrices organiques présentent toutes la capacité a interférer avec la précipitation du CaCOs
in vitro. Ces résultats suggerent que I’ASM de la coquille des brachiopodes est directement
impliquée dans les processus de formation du biominéral.

En ce qui concerne leur composition, ces différentes matrices semblent formées
d’assemblages macromoléculaires bien distincts. Alors que I’ASM de N. nigricans et de T.
retusa semble majoritairement composée de glycoprotéines basiques, celle de C. inconspicua
et de N. lenticularis est constituée de protéines acides capables de lier les ions calcium in
vitro. D’autre part, la matrice de G. vitreus et L. neozelanica ne semble présenter aucun de ces
deux types de molécules. Ces différences de composition pourraient étre liées aux positions
phylogénétiques respectives de ces espeéces (Cohen & Gawthrop, 1996).

Il est a noter que nous avons également observé, au sein de ces différentes matrices, la
présence d’un compos¢ majoritaire migrant aux alentours de 50 kDa. Des études
complémentaires de séquencage par MS/MS seront nécessaires afin de détecter d’éventuelles
homologies de séquences entre ces composés de comportement éléctrophorétique similaire
chez ces différentes especes. Cette approche permettrait également d’étudier in silico le degré

de similitude existant entre les constituants matriciels des coquilles des brachiopodes et ceux
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des coquilles des mollusques, voire de structures biominérales développées par d’autres

taxons.

Ces travaux nous ont permis d’observer la variabilité de composition des matrices coquillieres
des brachiopodes. Ces résultats suggerent que dans ce phylum des structures biominéralisées
homologues peuvent se former, comme observé chez les mollusques, via la participation de
cocktails glycoprotéiques distincts, méme si certains constituants matriciels pourraient étre

semblables.

L’approche de la caractérisation biochimique des matrices organiques associées aux
biominéraux calcifiées de mollusques et de brachiopodes nous a également permis d’aborder

plusieurs aspects fondamentaux de la formation de ces biominéralisations concernant :

- Le role des modifications post-traductionnelles

La trés grande majorité des informations que nous possédons sur les roles et les fonctions des
macromolécules des matrices organiques associées aux biominéraux calcifiés des invertébrés
proviennent essentiellement de 1’étude des protéines et de la caractérisation de leur structure
primaire. Le plus souvent, les fonctions biologiques de ces protéines sont déduites de
I’analyse de leurs domaines peptidiques, par comparaison avec des domaines actifs
homologues décrits pour d’autres protéines caractérisées dans des systemes biologiques
divers. Il est a noter, et ce particulierement chez les mollusques, qu’un nombre tres limité de
travaux ont permis la caractérisation tangible de ces activités ou des modifications post-
traductionnelles de ces protéines (Marxen et al., 2003). De nombreux exemples observés chez
d’autres organismes ont pu mettre en évidence le role des phosphorylations (Hecker et al.,
2003) ou des groupements saccharidiques (Ganss & Hoffman, 1993) dans les processus de
biominéralisation. Nos travaux ont notamment démontré I’importance de la glycosylation des
protéines chez nos deux principaux modeles d’étude. Nous soulignerons ici simplement le fait
que les modifications post-traductionnelles peuvent apporter aux protéines de matrice de

mollusque leur fonctionnalité biologique, cet aspect restant en grande partie a étudier.

- Les mécanismes évolutifs qui régissent la formation de ces biominéralisations
Nous avons observé que les différentes protéines de I’ASM d’Unio pictorum et de Nautilus

macromphalus possédaient des séquences protéiques partielles identiques entre elles. Ce
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résultat nous a inspiré différentes hypothéses permettant d’expliquer ces observations. Il est
possible que ces protéines résultent de 1’expression de différents geénes qui seraient apparus
par duplication d’un premier géne ancestral, comme cela semble étre le cas des geénes codant
pour les protéines des spicules de larves d’oursin (Livingston et al., 2003). On peut aussi
envisager que ces protéines résultent de I’expression différentielle d’'un méme gene via des
mécanismes d’épissage alternatif de I’ARNm (Patthy, 2003). Il serait toutefois envisageable
que certaines protéines constituent différents produits de dégradation d’'une méme protéine,
comme observé pour les protéines P50 et P29 de I’ASM d’ Unio pictorum et comme c’est le
cas de certaines protéines des dents de vertébrés (Simmer & Hu, 2002). A ce jour, les
mécanismes évolutifs régissant 1’évolution des protéines associées aux coquilles de

mollusques restent encore totalement inconnus.

- L’évolution de la nacre chez les bivalves

Nous avons précédemment évoqué I’idée selon laquelle 1I’importance des glycosylations de
certains constituants de ’ASM dans les processus de biominéralisation chez Unio pictorum
puisse étre une originalité propre a ce modele. En effet, aucun travail antérieur ne fait état
d’un tel cas chez les autres bivalves ptériomorphes étudiés. Notons cependant que nous avons
pu détecter une activité anhydrase carbonique au sein de la matrice de notre modele, comme
c’est également le cas de la matrice de Pinctada. De plus, des travaux de biologie moléculaire
ont d’ores et déja permis de décrire des protéines homologues a Nacrein chez d’autres especes
de bivalves ptériomorphes, phylogénétiquement proches de Pinctada fucata. 1l est probable
que d’autres bivalves présentent également cette particularité. Nous avons entrepris une étude
globale de I’ASM d’Unio pictorum par MS/MS et nous espérons que cette approche pourra,
dans un avenir proche, nous permettre de statuer sur d’éventuelles homologies entre ce
mode¢le et les autres bivalves étudiés. Nous pouvons déja noter que des bivalves des genres
Unio et Anodonta présentent des compositions macromoléculaires trés proches de celles de
notre modele. Il semblerait donc que des homologies puisse étre plus facilement décelables si
I’on examine des espéces phylogénétiquement proches. En effet, I’accumulation de trop
nombreuses mutations au cours de I’évolution sur les différents geénes codant pour les
protéines de matrice de coquille pourrait compromettre la détection d’homologies entre deux
geénes dérivant de la duplication d’un méme geéne ancestral.

Dans le cas d’especes ayant divergé depuis des centaines de millions d’années, comme c’est

le cas pour Unio pictorum et Pinctada spp., nous espérons que nos données de protéomique,
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une fois complétement analysées, permettront d’évaluer le degré d’homologie des protéines

matricielles.

- L’évolution de la nacre chez les mollusques

Dans ce travail, nous avons pris le parti de comparer les outils moléculaires participant a la
formation (et constitutifs) de structures biominéralisées homologues, les différentes nacres des
classes de mollusques. Notre hypothése de travail partait de 1’idée simple, voire simpliste, que
des structures biominérales homologues devaient probablement é&tre formées par des
machineries moléculaires homologues. A un niveau microstructural, la nacre ‘en mur de
briques’ des bivalves et des monoplacophores, ainsi que la nacre columnaire des gastéropodes
et des céphalopodes semblent étre des structures nécessairement homologues, ces différentes
classes de mollusques étant directement apparentées. Au niveau des compositions en
macromolécules des matrices associées a ces structures respectives, il semblerait que les deux
modeles les plus étudiés et les mieux caractérisés (Pinctada chez les bivalves et Haliotis chez
les gastéropodes) ne possedent aucune protéine homologue en commun. Une protéine
homologue a Nacrein de Pinctada a été décrite chez le gastéropode nacrier Turbo
marmoratus, mais ce résultat isolé reste a vérifier. Notre approche a consisté a étudier les
macromolécules de la matrice de la nacre du céphalopode Nautilus macromphalus, dans une
optique comparative et évolutionniste. Au vu des données de séquences de novo obtenues par
protéomique, il semblerait que Nautilus possede des domaines protéiques similiares a
Nacrein, N14, Tyrosinase-like et Mucoperlin, des protéines décrites chez les bivalves
exclusivement. D’autre part, aucune homologie avec des protéines de gastéropodes n’a pu étre
observée. Notons que pour valider pleinement les homologies observées chez Nautilus, des
séquences plus longues restent a obtenir (par recouvrement de séquences obtenues par
MS/MS ou par RT-PCR). Quoi qu’il en soit, ces résultats surprenants nous suggerent deux
hypotheéses principales : 1) L’accumulation de trop nombreuses mutations au cours de
I’évolution sur les différents génes codant pour les protéines de matrice de nacre de
gastéropodes et/ou de céphalopodes nous empéche d’observer leurs homologies ; 2) Les
nacres de ces différentes classes de mollusques ne sont pas homologues et sont le produit de
machineries moléculaires analogues et bien distinctes.

La premiere hypothése nous permet de reformuler la question inhérente a la pression de
sélection qui s’exerce sur les biominéralisations, notamment les coquilles : est-ce que cette
pression de sélection s’exerce préférentiellement sur les outils moléculaires de la formation de

la coquille et/ou sur le produit final. Ce dernier cas de figure implique que les geénes codant
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pour les protéines de matrice de coquille peuvent avoir évolué de maniére importante alors
que les biominéraux qui résultent de 1’expression de ces genes sont trés conservés. Des
travaux récents d’étude du transcriptome de cellules du manteau d’Haliotis asinina par une
approche d’EST ont suggéré que les protéines des matrices coquilliéres pourraient subir une
évolution rapide au sein du genre Haliotis (Jackson et al., 2006 ; 2007).

La deuxiéme hypothése (scénario extréme inverse) est généralement peu envisagée.
Cependant, des travaux récents d’Antonio Checa (non publiés) suggerent que la nacre des
monoplacophores pourrait ne pas étre homologue a la nacre des autres classes de mollusques.
De plus, on peut observer dans la coquille des Spirula (Cephalopoda, Coleoidea) une couche
interne d’apparence semblable a de la nacre, mais non homologue a celle de Nautilus. L’idée
que I’évolution aurait permis 1’apparition de structures nacrées analogues trés ressemblantes
au sein de groupes taxonomiquement proches, méme si elle parait peu vraisemblable, n’est

donc pas a exclure.

A Yissue de ce travail, il apparait que d’autres questions pourraient également faire
I’objet, a elles seules, de nouvelles recherches sur I’évolution de la(des)

biominéralisation(s) chez les mollusques :

- Afin de caractériser les pressions de sélection qui s’exercent sur les différentes protéines de
la nacre, il serait intéressant d’observer la variabilité des domaines protéiques a une échelle
micro-évolutive. En effet, ’observation et la comparaison de ces composés chez des especes
qui n’auraient divergé que depuis quelques millions d’années permettraient d’observer la
variabilité de protéines clairement identifiées comme homologues. Comme nous 1’avons
proposé plus haut, I’étude de la variabilité inter-spécifique des protéines de matrice
coquilliére des Unionoidae européens, appartenant aux genres Unio, Margaritifera et
Anodonta constituerait a notre avis un excellent modele pour aborder cette problématique. De
plus, ces espéces font 1’objet depuis une dizaine d’année de nombreuses études
phylogénétiques ou biogéographiques. En effet, de nombreuses séquences de génes codant
pour la cytochrome oxydase I ou pour I’ARNr 18S sont maintenant disponibles, constituant
une base de comparaison pour déterminer si la dérive génétique est importante ou non pour

les génes des protéines de coquille.
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- Les biominéralisations chez les céphalopodes actuels constitueraient un excellent
modéle d’étude pour la comparaison de systémes biominéralisants analogues au sein
d’un méme taxon. Cette étude permettrait d’aborder la question de la création/exaptation de
nouvelles structures biominéralisantes au cours de 1’évolution. Les céphalopodes semblent, a
cet égard, €tre un exemple fascinant. Alors que les Nautiloidae posseédent des coquilles
calcifiées externes depuis plus de 500 M.A., la coquille des argonautes est une innovation
beaucoup plus récente. Ce dernier taxon dérive d’ancétres octopodes sans coquille. Notons
¢galement, que le manteau sécrete la coquille des nautiles, alors que celle des argonautes est
produite par les tentacules des femelles. Cette étude pourrait également prendre en compte le
cas des seiches et des spirules aux coquilles internes calcifiées. Remarquons que ce dernier
genre présente des coquilles constituées d’une couche comparable, mais apparemment non
homologue, a la nacre. Les comparaisons des systémes calcifiants chez ces différents
organismes permettraient de décrire comment I’évolution a permis a cette sous-classe de

créer des structures analogues a plusieurs reprises, et ce, de facon indépendante.
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In the last few years, the field of molluscan biomineralization has known a
tremendous mutation, regarding fundamental concepts on biomineralization
regulation as well as regarding the methods of investigation. The most recent
advances deal more particularly with the structure of shell biominerals at
nanoscale and the identification of an increasing number of shell matrix protein
components. Although the matrix is quantitatively a minor constituent in the
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Abstruct

In the present paper. juvenile and adult shells of the green ormer Malionis swberowiata (*Orellie de Salmt. Pierre”) were perforuted in a zone
chose to the shell edge and the shell repair process was followed #t two Jevels: (1) by observing the histology of the calcifyimg manthe in the
repair zone mnd (2) by malyzing with SEM the microstructure of the shell repalr zone. Histological data clearly show the presence of calcium
carbomale granules imto the connectine tissues, but not in the epithelial cells, This suggests that calciem carbomate granules are synthesized
by sub.epithelinl cells mnd actively transported theough the epithelium 10 the repair zone., via a process which may be similur o that described
by Mount et al. [Mount, AS., Wheeler, AP, Puradiar, R.P. Saider, D 2004, Hemocyte-medimed shell nsmeralizaion in the easiem oysier.
Science MM, 297-300). Ferthermore, SEM observitions show that the repasr zone exhibits different stratifiod mecrostrectures (spherulitic,
thin peismatic, Mocklike, sub-aacrooms, sacreoss, foliatod-Bke ), some of which are not contissoss (e, lesticular) along the repair 2ome. This

suggests a complex secreting regime of the caleifying mantle and s elaboraie geometry of the epithelsam imvolved in shell repair.

© 2008 Elsevier Lad. All righes reserved.

Kevwonds: Gastropod, Shell sepair, Cale b Broesincrduts

Mastle epitclium. Microstractere

1. Introduction

In the metazoan world, the phylum Mollusca represents
without contest a remarkable evolutionary success, by the
number of livieg species — 120,000 and more — by the dura-
bility of its comstitutive taxa over the differemt geological
persods, and by the extreme adapeability of representatives 1o
different environments. A part of this enduring success relies
on a specific ongan, the shell, and on the way by which this
mincralized exoskelton s produced. The molluscan shell
represents indoed the best example of a solid calcwum carbon-
ale biomineralization resulting from the secreting activity of a
thin polarized epithelium (Simkiss and Wilbur, 1989). During

* Comespondng suthors.
ol sstdrnres: frodenc mann @ u-bossgogne (r (F. Marin),
Jean-marc. bebel @ usicaon. fr (M. Lebel )y
' These authors contribusod oqueally %0 thes work,

calcification periods, this epithelivm releases an extracellular
orgamic matrix. which has the remarkable ability 1o coatrol,
over different scales, several aspects of the shell mineraliza-
tion process ( Addadi et al,, 20061 It can select the cakcium
carboase polymorph used (calcite versis aragomiie): i can
finely regulate the shapes of the crystallites, a process from
which emerge differemt shell textures: nacreous, prismatic,
folisted. crossed lamellar, homogencous, granular,

One aspect that made the molluscan shell bomineral-
ization so successful les also in the ability of molluses w
rapidly repair shell damages, an wndemiable evolutionary
advantage for overcoming all Kinds of external aggressions:
accidental physical shell cracks, shell boring by epibiont
orgasisms (sponges, for example), or active predation by
lishes. Although the shell is a “dead” mon-cellular tissue.
it exhibits centain plasticity, and the ability of molluscs to
slightly “remodel” their shell — in particular in case of cal-
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ABSTRACT

Gastroliths are disc-shaped calcium storage structures cyclically elaborated by some
decapods in their stomach wall. In the present study, we extracted the gastrolith organic
matrix from three different decapods, two crayfishes and one lobster, and began to
characterize the soluble matrix obtained after decalcification by acetic acid. By using
different staining (silver nitrate, Coomassie Blue, Stains-all) after SDS-PAGE, we evidenced
that these soluble fractions are rich in polypeptides, some seems common, others are
completely different. Among them, putative calcium binding proteins might be present
and have to be further characterized. This soluble organic matrix also interacts in vitro with
calcite crystals growth, suggesting its involvement in the calcium carbonate precipitation.
The main conclusion of this preliminary study is that close species from the same
order of animals have developed very similar calcium storage strategies by elaborating
morphologically identical structures, but different in their molecular composition.

INTRODUCTION

Like most of the invertebrates, crustaceans possess a rigid exoskeleton. But their
particularity lies on the cyclic renewal of this calcified and unstretchable external
skeleton, simply to permit growth. Thus these animals have to cyclically solve
a problem of calcification. The origin of the calcium used depends on the way
of life of the considered animal. While most crustaceans are aquatic and take
the needed calcium from their close environment, terrestrial species, as well
as species living in water, have developed calcium storage strategies (Luquet
and Marin, 2004). Thus, inside their organism they have a reservoir of calcium
ions immediately available after ecdysis, the moment when they leave their old
carapace.

The storage structures are as diverse as granules in the hemolymph or in a
digestive gland called hepatopancreas, concretions in diverticula of the midgut
in amphipods, sternal plates at the level of the four anterior sternites in isopods,
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ABSTRACT

The fan mussel Pinna nobilis secretes a two-layered shell, the external layer of which is
composed of long calcitic prisms. The dissolution of these prisms releases an assemblage
of acidic intracrystalline proteins, among which caspartin, an Asp-rich protein (Marin et
al., 2005). A polyclonal antibody raised against purified caspartin was used for estimating
its thermal stability, and for investigating the presence of cross-reacting proteins in the
shell matrices of several mollusks.

In the first case, prisms of Pinna nobilis were heated at 100°C, for one to eleven
days. The degradation of caspartin was followed on SDS-PAGE and on Western-blot. The
experiment shows that caspartin is rather stable, and suggests that this protein might be
preserved in recent fossil specimen.

In the second case, shell matrices were extracted from numerous mollusks including
bivalves, gastropods and cephalopods. They were subsequently tested on ELISA and
on dot-blot, to check the presence of caspartin or imunologically related proteins. The
pattern obtained is not superimposed with the mollusk phylogeny nor it is strictly
correlated with the pattern of shell microstructures. The implications of our findings are
briefly discussed.

INTRODUCTION

Among mollusks, the biomineralization of the shell is regulated by a mixture
of glycoproteins and polysaccharides, collectively named the shell matrix. This
amalgamate is secreted by the calcifying mantle epithelium. It interacts with the
mineral ions, to form calcium carbonate biominerals, calcite or aragonite. The
matrix remains closely associated with the formed minerals. It can be retrieved
by dissolving the mineral phase with a weak acid or with a calcium-chelating
agent like EDTA. It is then usually analyzed by classical fractionation techniques,
mostly electrophoresis or chromatography. One drawback of these approaches
is that they are tedious and time-consuming, and that they do not allow the
comparison of numerous matrices at the same time.

241



Techniques et protocoles d’analyses



Techniques et protocoles d’analyses

Techniques et protocoles d’analyses

1 - Préparation des biominéraux, mesures physiques et observations

- Microscope ¢électronique a balayage (MEB)
Les microstructures des coquilles sont observées sur des fragments fraichement prélevés. Ces
fragments sont recouverts d’une fine couche de carbone ou d’or (application par projection
contrdlée, sous vide), puis sont directement observés a 1’aide d’un microscope électronique a
balayage JEOL 6400 (JEOL Europe SAS, Croissy sur seine, France) en mode secondaire

d’¢électrons rétro-diffusés, au laboratoire de « Réactivité des solides » de ’ESIREM a Dijon.

- Préparation des biominéraux.
Les coquilles sont immergées 24 h dans une solution d’hypochlorite de sodium 0,5%
(température ambiante, sous agitation constante). Cette étape essentielle nous permet de
retirer toute la matiére organique non associée aux biominéraux, tels que le périostracum, tout
contaminant exogéne bactérien ou des organismes encroltants. Apres avoir été abondamment
rincées avec de ’eau ultra-pure et séchées a I’étuve a 30°C, les coquilles sont nettoyées
mécaniquement a 1’aide d’une scie circulaire rotative équipée d’un disque diamanté, afin de
retirer largement la zone du ligament, ou toute zone d’inclusion bactérienne contenue entre les
couches de la coquille. Une fois séchées, les différentes couches qui constituent la coquille
sont séparées mécaniquement (couche prismatique et couche nacrée pour Nautilus
macromphalus et Unio pictorum). Les fragments de coquilles sont réduits en petits morceaux
de 1 mm de large, puis broyés a I’aide d’un broyeur mécanique (Pulverisette 2, Fritsch,
Germany) jusqu'a obtention d’une fine poudre qui sera ensuite tamisée au travers d’une grille

de 63 micrometres de diamétre de maille.

- Mesures du spectre d’absorption dans les infrarouges
La méthode d’analyse par spectroscopie infrarouge (IR) consiste a mesurer pour un
¢chantillon les longueurs d’ondes et les intensités d’absorption dans la lumicre infrarouge.
Cette technique permet de déterminer dans un composé la présence et la quantité relative de
groupements chimiques dont les longueurs d’onde d’absorption sont caractéristiques. Les
spectres d’absorption dans les infrarouges sont directement mesurés a sec sur les échantillons
réduits en fines particules, a 1’aide d’un spectrométre Briicker Vector 22 (Karlsruhe,

Germany) équipé d’un dispositif Golden Gate™ ATR (Specac Ltd., Orpington, UK) au
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« Laboratoire de synthese et électrosynthése organométalliques » de Dijon. Les mesures
spectroscopiques des infra-rouges a transformée de Fourier (Fourier Transforms InfraRed,
FTIR) sont acquises sur la plage 4000-500 cm™, & une résolution de 2 cm™ et sont présentées

comme la moyenne de 10 mesures successives.

- Mesures de la diffraction des rayons-X
L’observation du profile de diffraction des rayons-X d’un échantillon est une technique non-
destructive qui permet sa détermination crystalline. Les déterminations des pics de diffraction
observés pour un échantillon permettent de décrire les parametres de texture et d’orientation
cristallines spécifiques. Les différents types de minéraux associés aux poudres de coquilles (<
63 um) ont été identifiés par une étude de diffraction sur plateau orienté. Les diagrammes de
diffraction ont été obtenus a I’aide d’un diffractometre D500 (Siemens©, Germany) en
utilisant les radiation du CuK,, ainsi qu’un filtre de Ni. Pour chaque échantillon, 3 mesures ont
été effectuées et moyennées. L’identification des minéraux a été réalisée a partir de la position
relative des pics de réflexion de la série (001) sur le profil de diffraction des rayons-X (Brown

& Brindley, 1980; Moore & Reynolds, 1989).

2 - Extraction des matrices organiques et analyses globales
- Extraction des matrices

Les matrices organiques associées aux biominéraux sont extraites par dissolution des
carbonates de calcium avec de I’acide acétique (ou acide éthanoique), un acide faible (pKa =
4,75) couramment utilisée pour une extraction des protéines tout en évitant de provoquer
d’hydrolyse des liaisons peptidiques. La poudre (10-25 g) est mise en solution dans un
volume d’eau ultra-pure minimum (5-10 mL), puis placée sous agitation a 4°C. Huit cents
millilitres d’une solution d’acide acétique 5% sont alors progressivement incorporés a la
suspension par injections successives de 100 uL toutes les 5 secondes, contrdlées a ’aide
d’un titrateur (Titrimeter; Schott, Germany), afin de progressivement faire décroitre le pH
jusqu’a une valeur de 4, attestant d’une décalcification compléete. La solution obtenue est
centrifugée (20 min, 3900 rpm, 4°C) séparant ainsi la fraction organique acido-soluble (le
surnageant) de la fraction organique acido-insoluble (le culot). La matrice acido-soluble
(acido-soluble matrix, ASM) est filtrée sur membrane de cellulose de diametre de pore 5,0
um, puis est ultra-filtrée sur une membrane YM-10 (4°C) qui retient et concentre la fraction

supérieure a 10 kDa. Cette fraction est ensuite abondamment dialysée contre de 1’eau ultra-
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pure (volume 1 L, 6 changements d’eau minimum), puis lyophilisée a froid et pesée a 1’aide
d’une balance de précision. La quantité de protéines est estimée en solution a I’aide du test a
I’acide bicinchoninique (BCA-200 protein Assay kit) développé par la société Pierce Ltd.
(Rockford, USA), en utilisant I’albumine bovine (bovine albumin serum, BSA) comme
standard. Le culot, quant a lui, est remis en suspension dans 50 mL d’eau ultra-pure,
centrifugé 20 min a 3900 rpm (étape répétée au moins 6 fois), afin d’éliminer toutes traces
d’acide acétique et de calcium en solution, puis est finalement lyophilis¢ a froid et pesé a

I’aide d’une balance de précision.

- Analyse des compositions en acides aminés.
Les analyses de la composition en acides aminés des fractions solubles et insolubles ont été
effectuées par la société Eusequence bv (Groningen, Pays-bas). Les lyophilisats de matrices
ont été hydrolysés en phase gazeuse avec de I’acide chlorhydrique 5,7 M (1,5 h, 150°C), puis
la quantité des différents acides aminés a été estimée par un détecteur HP1090 Aminoquant
(Hewlett-Packard Corp., Palo alto, USA) couplé a 2 colonnes montées en dérivation, utilisant
le O-phtaladéhyde et le FMOC (N-(9-fluorenyl)methoxycarbonyl) pour dériver les acides
aminées primaires et secondaires, respectivement. Les résidus cystéines sont, quant a eux,
estimés apres oxydation. Notons que cette technique dégrade partiellement les résidus
tryptophane dont la quantité est ici sous-estimée. Il est important de noter que la forte
hydrolyse mise en ceuvre ici (5,7 M HCI, 150°C, 1,5 h) ne permet pas de dissoudre

complétement la matrice acido-insoluble.

- Analyse des compositions en monosaccharides
La composition des matrices en monosaccharides basiques, neutres et acides est obtenue a
I’aide d’une colonne échangeuse d’anions (séparant les différents composés) couplée a un
systeme de détection par ampérométrie (HPAE-PAD, high performance anion exchange with
pulsed amperometric detection). Les matrices lyophilisées (100 ou 500 ug, pour ’ASM et
I’AIM, respectivement) sont hydrolysées dans 100 uL d’une solution 2 M d’acide
trifluoroacétique (TFA) a 105°C, pendant 4 h. Les échantillons sont ensuite séchés par
¢vaporation (SpeedVac®, Savant) avant d’étre mis en solution dans 100 uL de NaOH 20
mM. Les échantillons sont alors analysés sur une colonne CarboPac PA100 (Dionex Corp.,
Sunnyvale, USA) et les monosaccharides sont quantifiés a partir de courbes étalons réalisées
avec les différents standards (fucose, rhamnose, arabinose, galactose, glucose, mannose,
xylose, galactosamine, glucosamine, acide galacturonique et acide glucuronique) injectés a 4,
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8 ou 16 p.p.m.. Les échantillons sont aussi testés sans hydrolyse afin de détecter une
éventuelle contamination des échantillons pendant leur préparation (e.g. dialyse, filtration,
ultrafiltration). Notons que cette technique ne permet pas de doser les acides sialiques qui sont
détruits par I’hydrolyse des échantillons au TFA. Pour la quantification des acides sialiques
nous avons réalis¢ une hydrolyse modérée des échantillons dans une solution de 0,016 M
d’acide acétique (80°C, 3 h), comme précédemment décrit (Rohrer, 2000). Les échantillons
sont ensuite filtrés a I’aide de cellules Centricon (Millipore, Bedford, USA) de taille de maille
interne 3 kDa (centrifugation a 3000 r.p.m.), séchés et dissous dans de I’eau ultra-pure et
analysés par HPAE-PAD en utilisant les acides neuraminiques comme standards (NeuSAc et

Neu5Ge).

- Dosage des sucres sulfatés
Les sucres sulfatés sont dosés dans les matrices d’aprés la technique de détection spectro-
photométrique décrite par Barbosa et ses collaborateurs (2003). Cette technique utilisant le
bleu de 1,9-diméthylméthyléne (DMB) a été adaptée dans le kit Blyscan™™ (Biocolor Ltd .,
Ireland) pour une détection directe a 655 nm sur microplaque et permet aussi bien de détecter
les sucres O- ou N-sulfatés des glycoprotéines, des protéoglycans ou des glycoaminoglycans.
La chondroitine 4-sulfate a ¢été¢ utilisée comme standard pour la quantification des

polysaccharides sulfatés.

- Déglycosylation a 1’acide trifluorométhanesulfonique (TFMS)
La déglycosylation des glycoprotéines a 1’acide trifluorométhanesulfonique (TFMS) permet
d’hydrolyser les liaisons covalentes qui relient les mono-saccharides des polysaccharides
entre eux, tout en préservant les liaisons peptidiques des protéines, lorsqu’elle est réalisée a
0°C sous atmosphéere d’azote comme recommandé par Edge et ses collaborateurs (1981).
Cinq milligrammes de matrice organique sont incubés 3 h a 0°C dans un mélange de
TFMS/anizole (2:1, v/v) sous agitation permanente. Apres neutralisation avec 2 mL de
pyridine 50% froide (0°C), la phase aqueuse a été extraite a 1’aide de 2 mL de di-éther (2x)
avant d’étre longuement dialysée contre de I’eau ultra-pure (5 jours). La fétuine a été utilisée
comme témoin positif de la déglycosylation. Les échantillons déglycosylés sont ensuite testés

sur SDS-PAGE.
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3 - Analyses sur gel de polyacrylamide
- Electrophorése mono-dimensionnelle

La séparation des macromolécules des matrices organiques a été effectuée par électrophorese
sur gel de polyacrylamide en présence de sodium dodécyle sulfate (SDS), technique dite SDS-
PAGE (Leammli, 1970). Le SDS est un agent dénaturant, qui se lie aux protéines et leur
confere une charge négative uniforme. Les protéines qui migrent sous I’action d’un champ
¢lectrique continu sont séparées en fonction de leur masse, car elles sont plus ou moins
retenues selon leur encombrement stérique dans le gel de polyacrylamide qui joue ainsi un
role de tamis moléculaire. En conditions dénaturantes (en présence de SDS et de fS-
mercaptoéthanol), la comparaison des distances de migration parcourues par les différents
constituants de la matrice a celles de protéines connues permet de déterminer ainsi la masse
moléculaire apparente de ces polypeptides. La matrice soluble est directement mise en
solution dans un tampon de dénaturation, dit tampon de Laemmli (Tris-HCI 60 mM pH 6,8 ;
glycérol 5%, SDS 0,4% ; p-mercaptoéthanol 0,02% ; bleu de bromophénol 0,1%) puis incubé
10 min a 99°C afin d’obtenir une dénaturation compléte de 1’échantillon. La matrice acido-
insoluble subit au préalable une étape de solubilisation dans de 1'urée 8 M (60°C, 60 min).
Les extraits protéiques (20 uL, pour un gel analytique a 10 puits) sont déposés sur un mini-gel
10-15% de polyacrylamide (gel de migration, running) surmonté d’une zone a 3% de
polyacrylamide (gel de concentration, stacking), permettant une meilleur pénétration des
macromolécules dans le gel de migration. L’étape de pénétration et I’étape de migration
s’effectuent dans un systéme mini-protean 3 (Bio-Rad®), par application d’un courant
continue de 100 V ((50-70 min en fonction de la concentration du gel en polyacrylamide)

dans un tampon de migration (25mM Tris, 192 mM glycine, 2% SDS).

- Colorations des gels de polyacrylamide
Il existe de nombreux protocoles de coloration des macromolécules présentes dans les gels
d’¢lectrophorese apres la migration. Ils sont généralement basés sur la capacité du colorant ou
du révélateur utilisé a se lier aux différents groupements chimiques des macromolécules dans
les différentes conditions physico-chimiques du protocole (pH, saturation en sels,
luminosité,...). Alors que certaines colorations sont spécifiques des groupements acides
(Bleu Alcian, Stains-All), d’autres permettent de révéler les composés dithiols des sucres
(acide périodique/réactif de schiff, PAS), ou encore les groupements aromatiques des acides
aminés aromatiques (Bleu de Coomassie). Il est généralement préconisé de diversifier les

types de colorations mise en ceuvre afin de révéler les différents composés présents dans les
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matrices organiques de coquilles de mollusques. En effet, certaines protéines extraites des
coquilles de mollusque, de par I’originalité de leur composition en acide aminés, réagissent

mal avec les colorations classiquement utilisés pour les extraits de tissus non-minéralisés.

La coloration au bleu de Coomassie (Coomassie Brilliant Blue, CBB) est la coloration la plus
classiquement utilisée pour révéler les protéines. Le colorant se lie par intéractions ioniques
avec les groupements chargés positivement des acides aminés. Cette méthode est spécifique
de I’arginine, la lysine, I’histidine, le tryptophane, la tyrosine et la phénylalanine (par ordre
décroissant d’affinité¢) et ne convient pas a I’observation des protéines qui contiennent peu
d’acides aminés basiques. Il existe différents protocoles de coloration au bleu de Coomassie
(R-250, colloidale ou G-250, en solution aqueuse) de sensibilité et de rapidité de mise en
ceuvre variable. Dans ce travail, nous avons préférentiellement utilisé la coloration avec le

Bleu de Coomassie G-250 Biosafe (Bio-Rad, Hercules, USA).

La coloration au nitrate d’argent (Morrisey, 1981) est sans doute la technique la plus sensible
pour révéler les macromolécules sur gel. Elle colore en ocre, brun, gris, noir les composés
acides de fagon plus ou moins intense en fonction de la quantité de matériel biologique, mais
aussi du temps de révélation. Notons cependant que malgré ces avantages en sensibilité¢ de
détection, les colorations obtenues sont peu reproductibles d’une expérimentation a I’autre et
que certaines protéines trés acides peuvent colorer ‘négativement’ lorsqu’elles sont en

quantité importante dans le gel.

La coloration au bleu Alcian (Lev & Spicer, 1964) est spécifique des groupements acides. Sa
spécificité dépend du pH auquel elle est mise en ceuvre, car elle révele les protéines ou les
sucres qui sont chargés négativement a un pH donné. Réalisé a pH 1, cette coloration est alors
spécifique des sucres sulfatés qui, a notre connaissance, sont les seuls a porter des
groupements chargés a un tel pH. Lorsque la coloration est effectuée a pH 3, elle révele aussi
bien les sucres acides (e.g. sulfatés, sialiques, ...), que les acides aminés chargés

négativement (acides aspartique et glutamique).

La couleur magenta obtenue a I’aide du protocole a I’acide périodique/réactif de Schiff (PAS),
est spécifique des groupement diols de la majorité des sucres associés aux protéines
(Zacharius et al., 1969). Apres migration, le gel est rincé deux fois 30 min dans une solution

d’acide acétique 10%, puis oxydé dans une solution d’acide périodique 2% (1 h, dans le noir).
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Le gel est alors incubé (1 h dans le noir) dans la solution de coloration de Schiff (Sigma-
Aldrich, USA), avant d’étre décoloré dans des bains successifs d’acide acétique 7% (dans le

noir).

La coloration au « Stains-All » (1-éthyl-2-[3-(1-éthyl-napto[ 1,2d]thiazolin-2-ylidéne)-2-
méthylpropenyl] naphto[ 1,2d] thiazolium bromide) a été effectuée selon le protocole établi
par Campbell et ses collaborateurs (1983). Cette coloration tres sensible permet de colorer les
protéines « classiques » en rouge (coloration ténue qui disparait a la lumiere) et les protéines
qui potentiellement peuvent lier le calcium en une teinte bleu turquoise caractéristique ;
certaines protéines acides pouvant aussi apparaitre colorées en bleu foncé. Apres migration, le
gel est rincé deux fois 1 h dans une solution d’isopropanol 25%. Le gel est ensuite incubé 4 h,
dans le noir, dans la solution de coloration fraichement préparée (isopropanol 25%,
formamide 7,5%, 30 mM Tris pH 8,8 et 0,0025% Stains-All), avant d’étre décoloré¢ dans
plusieurs bains successifs d’eau ultra-pure (dans le noir). Le gel est alors rapidement numérisé

car cette coloration disparait a la lumicere.

4 - Test d’interaction avec le carbonate de calcium
- Détection des calciprotéines

Apres électro-transfert des protéines sur membrane de polyvinylidéne difluoride (PVDF)
suivant le protocole de Matsudaira (1987) (voir plus bas dans la partie Western-blot) la
membrane est incubée 3 fois 30 min dans un tampon de saturation (imidazole 10 mM, KCI 60
mM, MgCl, 5 mM dans une solution de TRIS-HCl pH 6.8 a 30 mM) selon le protocole de
Maruyama et collaborateurs (1984). Ce tampon sature les sites de fixation des cations
bivalents non-spécifiques du calcium permettant ainsi de ne révéler par la suite que les
calciprotéines capables de fixer le calcium in vitro. La membrane est ensuite incubée 30 min
dans le méme tampon supplementé par du *CaCl, (1 uCi/mL soit 1,4 uM). Elle est ensuite
rincée 2 fois 2 min dans une solution d’éthanol 50%. La membrane est ensuite séchée et
exposée contre un film (X-Omat, Kodak), pendant une semaine, avant développement. La
Troponin C (Ref. T1771; Sigma-Aldrich, USA) ou la calmoduline (Ref. P2277; Sigma-
Aldrich, USA) sont utilisées comme témoin positif de la capacité a lier le calcium in vitro des

protéines.
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- Test pH-métrique d’inhibition de la précipitation du CaCOs
Nous avons testé la capacité de la matrice acido-soluble a inhiber la précipitation du carbonate
de calcium in vitro en observant (en présence ou non de matrice) les changements de pH dus
a Dacidification d’une solution lorsque les ions Ca*" et HCO;™ précipitent, en relarguant un
proton (Wheeler et al., 1981). Trois millilitres d’une solution de CaCl, 40 mM sont
rapidement ajoutés a 3 mL d’une solution de NaHCO; 40 mM contenant différentes quantités
de matrice soluble (1-100 ug). Pour chaque expérimentation, le pH a été enregistré en continu
a I’aide d’une électrode couplée a un pH-metre (model GLP21 ; Crison, France) et reliée a un
ordinateur pour I’enregistrement des mesures. Chaque concentration a été testée en triplicat et
le résultat correspond a la moyenne des 3 courbes obtenues. L expérience du controle négatif
(le blanc) a été effectuée en absence compléte de matrice et le contrdle positif a été réalisé

avec 10 ug de poly-L-acide aspartique (Sigma).

- Test d’interférence de cristallisation du CaCOj par diffusion de (NH4),CO;
Cette technique, simple a mettre en ceuvre, est couramment utilisée pour observer les effets
des composés organiques extraits de biominéraux sur la cristallisation du carbonate de
calcium en solution in vitro (Addadi & Weiner, 1985). Les vapeurs de carbonate
d’ammonium se décomposent progressivement en dioxyde de carbone et en ammonium qui
diffusent alors dans une solution de chlorure de calcium et entraine la lente précipitation du
CaCOs. Alors que le CO; se transforme en solution en ions carbonates et bicarbonates, les
ions ammonium en solution entrainent une augmentation du pH, ce qui permet de stabiliser
les ions CO3” qui interagissent alors avec les ions Ca®" pour précipiter. Cing cents microlitres
d’une solution de CaCl, 7,5 mM contenant différentes quantités de matrice organique (0-20
ug.mL™) sont injectés dans des cellules de cultures de 1 cm de cotés, elles-mémes placées
dans un dessicateur en présence de cristaux de carbonate d’ammonium. Apres une incubation
de 48 h a 4°C, les cristaux sont rapidement séchés et recouverts d’une fine couche de carbone,

avant d’étre observés au MEB (comme précédemment décrit).

- Anhydrase carbonique
L’anhydrase carbonique (CA, carbonic anhydrase) est une metallo-enzyme ubiquiste présente
aussi bien chez les eucaryotes, les procaryotes et les eubactéries, qui catalyse de fagon
réversible I’hydratation du CO,, CO, + H,O <> HCOs + H'. Elle joue un rdle essentiel dans
la régulation de la balance acido-basique des cellules et dans les mécanismes de transport des

ions CO; et carbonates. De plus, elle est impliquée dans des mécanismes essentiels de la

252



Techniques et protocoles d’analyses

biominéralisation du carbonate de calcium (Wilbur & Jodrey, 1955). Afin de détecter et de
quantifier cette activité au sein des matrices organiques extraites des biominéraux, nous avons
miniaturisé le test colorimétrique développé par Maren (1960).

Les mesures ont ét¢ effectuées a 4°C, sous un flux constant de CO,. Quatre cents microlitres
de rouge de phénol (12.5 mg/L dans une solution de NaHCO3 2,6 mM) ont été ajoutés a 300
uL d’eau ultra-pure contenant 1’échantillon. La réaction débute lorsqu’on ajoute a cette
solution 100 uL de tampon carbonate fraichement préparé (Na,CO; 0,6 M ; NaHCO; 0,4 M) ;
on mesure alors I’intervalle de temps que met la solution pour passer du rouge pourpre au
jaune pale. Ce changement de couleur traduit le changement pH de la solution (de 8,3 a 7,2),
résultant de la production de protons par la réaction catalysée par 1’enzyme (CO, + H,O -
HCO; + H). L’unité d’activité enzymatique a été déterminée en fonction de I’équation :
Unité Enzymatique (EU) = (Tp — T)/ T; quand T et T, sont les temps de réaction nécessaires
au changement de pH en présence et en absence de catalyseur, respectivement.
L’acétozolamide a été utilisée comme inhibiteur spécifique de la réaction et une inactivation

par la chaleur (100°C, 10 min) a été réalisée pour les différentes matrices testées.

5 - Immunolocalisation
- Production d’anticorps polyclonaux chez le lapin

La production d’anticorps polyclonaux de lapin a été réalisée par la société Covalab (Lyon,
France). Le programme d’immunisation comprend 3 injections de 100 ug d’extrait protéique
sur 56 jours. L’antigéne est émulsifi¢ dans de 1’adjuvant de Freund pour la premicre
immunisation et dans de I’adjuvant incomplet pour les injections suivantes. Des prélévements
sanguins sont réalisés avant injection (sérum préimmun) et 30 et 50 jours aprés la premicre
injection. L’animal est sacrifi¢ a 60 jours et I’ensemble du sang est alors collecté. Le sang
prélevé est laiss¢€ a coaguler pendant 30 min a 37°C, puis est conservé a 4°C pendant la nuit.
Le caillot formé est alors éliminé apres centrifugation de 15 min a 1000 g a 4°C. Le sérum est
ensuite centrifugé une deuxiéme fois pour enlever les derniéres impuretés puis est stocké a

4°C, différents aliquots étant par ailleurs conservés a —80°C.

- Test ELISA
Cette technique au principe astucieux permet de détecter et de doser un antigéne dans un
échantillon, ou aussi bien de déterminer le titre d’un anticorps grace a la détection par un
anticorps couplé a une enzyme. L’ antigéne est incubé 30 min a 37°C dans une plaque 96-puits

spécialement congue pour les mesures au spectrophotométre. Les échantillons sont déposés en
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triplicats, la quantit¢é d’antigéne étant fixée ou inconnue. Aprés avoir retiré la solution
contenant les antigénes des puits, les antigénes adsorbés au plastique de la plaque sont incubés
1,5 h a 37°C dans une solution de blocage (TBS/gélatine 1%). Aprés avoir retiré la solution de
blocage, les antigénes sont incubés 1,5 h a 37°C avec les anticorps primaires de lapin dirigés
contre I’antigeéne (en quantité fixe si I’on veut doser un antigéne ou variable si I’on veut tester
le titre de I’anticorps par rapport a des quantités fixées d’antigeéne). Les puits sont alors rincés
5 fois avec une solution de TBS/Tween20 0,5%, avant d’étre incubés 1,5 h a 37°C avec
I’anticorps secondaire de chevre anti-lapin couplé a une enzyme, la phosphatase alcaline.
Apres avoir rincé 5 fois les puits avec une solution de TBS/tween20 0,5%, ’activité
phosphatase alcaline est alors révélée par ajout d’une solution de réaction (100 mM Tris-HCI
pH 9,5, 10 mM NaCl, I mM MgCl,, 0,3 mg.ml’l BCIP et 0,15 mg.ml‘l NBT) et mesurée a
495 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre lecteur de multiplaque 96-puits. Des expériences
témoins sont réalisées sans anticorps primaire ou en utilisant a la place de 1’anticorps primaire

un sérum préimmun non dilué.

- Western-blot

Aprées migration SDS-PAGE en conditions dénaturantes, les protéines sont transférées sur une
membrane de polyvinydéne difluoride (PVDF) suivant le principe décrit par Matsudaria
(1987). Les protéines sont chargées négativement et soumises a un champ électrique qui va
permettre leur migration de la cathode vers I’anode, les décrochant ainsi du gel et les
transférant sur la membrane qui va les retenir.

Le gel est incubé 15 min dans du tampon de transfert (25 mM Tris, 192 mM glycine, 20%
méthanol). Une membrane de PVDF (Immobilon™) est mise en contact avec le gel, aprés
hydratation au méthanol 100% et ringage au TG/20%-méthanol. Le transfert des protéines est
réalisé par application d’un courant de 120 mA, pendant 90 min.

Apres transfert, la membrane est incubée dans un tampon de blocage (TBS, 1% gélatine)
permettant de limiter la fixation aspécifique des anticorps. La membrane est ensuite incubée
1,5h a température ambiante dans un tampon de TBS (0,1% gélatine, 0,5% Tween20)
contenant le premier anticorps primaire (IgG de souris anti-épitope d’intérét, dilué selon le
titre appropri¢). Aprés 5 ringages de 10 min (minimum) dans du TBS/0,5%-Tween20, la
membrane est incubée 90 min dans un tampon de TBS (0,1% gélatine, 0,5% Tween20)
contenant le second anticorps (IgG de chévre anti-souris couplé a une péroxydase, dilué¢ au
1/12000¢me). Aprés 5 ringages de 10 min (minimum) dans du TBS/0,5%-Tween20, la

membrane est incubée 5 min dans le noir dans une solution contenant du luminol, du
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peroxyde d’hydrogene, ainsi que de 1’acide pécoumarique. La membrane est alors révélée par
incubation dans le noir avec un film photo X-Omat (Kodak®). Un témoin sans anticorps
primaire ainsi qu’un témoin utilisant un sérum préimmun non dilué¢ a la place de I’anticorps

primaire sont réalisés.

6 - Purification des macromolécules des matrices
- Electrophorese préparative

Les matrices organiques de coquille de mollusque ont été fractionnées par électrophorese
préparative (8% de poly-acrylamide) d’aprés le protocole décrit par Marin et ses
collaborateurs (2001). Vingt milligrammes de matrice sont incubés 5 min a 100°C dans 4 ml
de tampon de dénaturation de Laemmli. La matrice a ensuite été déposée au sommet d’un gel
préparatif discontinu (Bio-Rad, model 491 Prep Cell) pour électrophorése a 250V. Les
protéines ont été éluées a la vitesse de 0,5 ml.min” et 80 fractions de 5ml ont ainsi été
collectées. Un aliquot de 100 ul de chacune des fractions a ensuite été déposé sur une
membrane PVDF, afin d’étre testés par dot-blot (Bio-Blot apparatus, Bio-Rad). Afin de
détecter les fractions contenant les protéines d’intérét, la membrane a ensuite été incubée avec
un anticorps spécifique de certaines des protéines de la matrice puis avec un anticorps
secondaire, (chévre anti-lapin couplé a une péroxydase) avant d’étre révélée au contact d’un
film Kodak (voir partie description de I’incubation de la technique du Western-blot). Les
tubes contenant différentes fractions de la méme protéine ont été regroupés, puis dialysés
abondamment avant d’étre lyophylisés et pesés. La pureté des protéines ainsi purifiées est

testée sur gels SDS-PAGE colorés au nitrate d’argent.

- Electrophorese 2-D
Une électrofocalisation suivie d’une électrophorése de type SDS-PAGE permet de séparer les
macromolécules des matrices en fonction de leurs points isoélectriques (p/) respectifs, dans la
premicre dimension, horizontale, ainsi que de leurs masses moléculaires apparentes, dans la
deuxiéme dimension, verticale.
Des bandes de gel de focalisation a pH immobilis¢ (IPG strips de 7 cm de pH linéaire 3-10,
Bio-Rad®) sont réhydratées dans 150 ul de tampon d’hydratation contenant 80-100 ug de
protéines dans un tampon d’hydratation (urée 6M, thiourée 2M, CHAPS 4%, DTT 20 mM,
0,1% d’ampholytes pH 3-10 et 0,001% de bleu de bromophénol), pendant 12-16 h dans un
courant de 50V (20°C). Les bandes de gel sont ensuite soumises a une tension de 250V

pendant 15 min, suivi d’une étape de focalisation a 8000V, jusqu'a accumulation de
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10000V.h. Apres électro-focalisation, les gels sont immédiatement équilibrés pendant 10 min
dans un tampon d’équilibration (urée 6M, SDS 2%, Tris/Hcl 375 mM pH 8,8, glycérol 20%)
contenant 130 mM de DTT, puis 10 min dans le méme tampon contenant 135 mM
d’iodoacétamine. Les bandes de gel sont ensuite brievement rincées 10s dans un bain de Tris
25 mM, glycine 192 mM, SDS 0,1% (tampon TGS), puis sont placées au sommet de gels
SDS-PAGE précoulés 4-10% NuPAGE® bisTris Novex (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) et
fixé par une solution tiedie d’overlay contenant 0,5% d’agarose dans du TGS.
L’¢lectrophorese est conduite a 200V pendant 40 min ; les gels sont ensuite directement

colorés ou transférés sur une membrane de PVDF comme décrit précédemment.

7 - Analyse par spectrométrie de masse

- ESI MS- MS/MS
La spectrométrie de masse simple (MS) est une technique de détection extrémement sensible

qui permet de déterminer la masse précise d’'un composé (au 1/10éme de Dalton pres). Elle
consiste a irradier les molécules a analyser, ce qui provoque leur désorption (passage a 1’état
gazeux) et leur ionisation (acquisition d’une charge). A la sortie de la grille, les ions ont une
énergie cinétique égale a leur énergie potentielle d’accélération, elle-méme proportionnelle a
la masse des ions. La vitesse de sortie va donc étre inversement proportionnelle a la racine
carrée de la masse de chacun des ions, ce qui permet de séparer ces ions selon leur rapport
masse/charge (noté m/z).

Une variante de la spectrométrie de masse simple (MS) consiste a utiliser la
spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) aprés fragmentation d’un ion préalablement
sélectionné, ce qui peut permettre de reconstituer partiellement la structure primaire d’une
molécule. Lors de cette étude, les expériences ont été réalisées sur un spectrométre ESI-
QqTOF (QSTAR PULSAR, Applied biosystems) en mode nanospray. La source nanospray
permet d’étudier des petits volumes d’échantillon (1-2 uL). L’ionisation a été réalisée en
mode positif avec une tension accélératrice de 800 V. L’énergie de collision pour les

expériences MS/MS a été appliquée a partir de tensions excitatrices de 10 a 50 V.

Les échantillons ont été¢ observés apres réduction/alkylation et hydrolyse avec de la
trypsine, une enzyme qui coupe spécifiquement les liaisons peptidiques en N-terminal des
résidus K et R. L’observation par MS de ces échantillons permet d’observer la carte de
digestion trypsique (peptide mass finger-print, PMF) des composés analysés. Cette

cartographie des peptides digérés est spécifique a chaque composé. L’interrogation des
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banques de données par des logiciels dédiés, de type MASCOT

(http://www.matrixscience.com), permet de comparer la signature PMF des composés
analysés avec celles de toutes les protéines/transcrits/génes/ORFs déja caractérisés. Cette
approche permet d’identifier une protéine dans un échantillon si, et seulement si, celle si est
déja connue des banques de données.

L’analyse des échantillons en mode MS/MS permet d’isoler les différents peptides
issus de la digestion trypsique afin d’observer individuellement leurs spectres d’ionisation,
apres fractionnement en phase gazeuse. Il est important de noter que I’enzyme utilisée et les
conditions d’hydrolyse sont optimisées afin de limiter au maximum [’autolyse de la trypsine.
Le principe du fractionnement des peptides permet d’observer les ions (principalement les
ions a, b et y) et de retracer ainsi par une lecture de proche en proche la séquence en acides
aminés de ces peptides (voir exemples dans les articles présentés précédemment). Ce principe
de détermination de la séquence d’un peptide par lecture de son spectre MS/MS est appelé
‘séquencage interne de novo’. L’utilisation d’outil bioinformatique permet également de
comparer les spectres MS/MS obtenus expérimentalement avec ceux simulés a partir des
séquences des protéines des banques de donnés (cette approche ne permettant également que

d’identifier des séquences déja connues).

Les nouvelles séquences obtenues par séquengage de novo interne sont comparées a
’aide d’outil bioinformatique du type BLAST (www.expasy.org/tools/blast.html) avec toutes
les séquences des protéines (caractérisées ou putatives) présentes dans les banques de
données. Cette approche rapide, et sans a priori, peut permettre d’identifier par homologie les
nouvelles séquences en présentant leurs similitudes avec d’autres familles de protéines déja
décrites. Cependant, dans le cas des protéines de matrice calcifiante de mollusques, il est
parfois difficile de trouver des homologies significatives avec des protéines déja décrites ;
souvent, dans ce cas 13, aucune identification significative ne peut étre obtenue. Cependant, il
est toutefois possible de comparer les nouvelles séquences avec celles des protéines de
coquille de mollusque déja caractérisées (revue dans Marin et al., 2008). On effectuera alors
des alignements 2 a 2 (www.expasy.org/tools/sim.html) entre ces nouvelles séquences et la

soixantaine d’autres séquences déja décrites, afin d’en dégager des similitudes.
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1 — Analyses MALDI-TOF/TOF de I’ASM d’Unio pictorum

2-D Gel de ’ASM d’Unio pictorum
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Samples

m/z fragmented
on MSMS

MSMS spectra used for
de novo sequencing

Obtained sequence

Unio Pictorum
Ul spot

2029,9838
2069,9988

Ul purified protein

1025.590
1457.718
1687.829
2069.982
2399.215
2421.170

Unsignificant score
A(GV)TSHGGGKAG(PAYK)
KSKLLDVDNYHSLR

U2

1130,4762
1286,3165
1313,6785
1363,6931
1379,6878
1531,5603
1647,7073
1805,8365
1842,9155
2176,9489

KDALEHTGFAPK

KDGEEHVEWNYN(K)
2 molecular ion species

u3

1130,4669
1313,6704
1326,0445
1805,8249

U4

1130,4812
1313,6938
1363,7126
1647,7254
1805,8604

Us

1313.669
1647.696
1805.830
1819.835
1842.910

Same sequence as 1313 of U2

2 molecular ion species
Methylated of the 1805
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18- .
1 Peptide m/z 1687
16-
144 784.276
| b
12 78%167
i 685.218
107 t"‘a 1003.345
i 675.218 ve
8 y
899.320
< b8
e 216.049 904"-,294
] b2 Y 1231.514
4 - y 10
1472.715 1687.802
E 1118.307 viz2 y 14
P 344.030 570215 y 1244507 1estrer
b Y y 13
o L H HrbrrrrrHl
"200 | 400 edo 800 '/' "1000 | 1200 | 140 1ebo

De Novo Results
Search Parameter: MS Tol.: 50.0 ppm, MSMS Tol.: 0.4 Da
Calc.
Tree hierarchy MH+ Meas. Mr Calc. Mr Dev.(Da) Score Sequence (N ter - C ter)
MSMS 1 1687.913 1686.812 1686.905 -0.093 2073 KSKLLDVDNY(HSL)R
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[[XBS.Tht. ~TOOO]

<o

1070.420 D
y 10

1070.420
b 10

Peptide m/z 1313

757.269
y7

795.325
b7y

999.385
694.247 v9

& 852.38

999.385
b9

T 620.196
y 6

1185.513
y 11

I
1167.910
b1 1313.663
y 12
H-IHL e, I

557.172
b5

129.097
b 1

T T
600

T T
1400

De Novo Results
Search Parameter: MS Tol.: 50.0 ppm, MSMS Tol.: 0.4 Da
Calc.
Tree hierarchy MH+
MSMS 1 1313.685

Meas. Mr Calc. Mr
1312.662 1312.678

Dev.(Da) Score Sequence (N ter - C ter)
-0.015 2198 KDALEHTGFAPK

[RBSTTNRT TOO0O0]
v . N ! P— pr— P—
11+
10+ 696.214
b .

1 Peptide m/z 1647

9 724.296 924.334
b8

i v5
8 952.433

4 y7
7z 4

- 795.286

b7
6
5 - 1224.450
559.161 b 10

1 b5

4 4 853.370 1110 425 1501 Fos
4 vy 6 -
261.09. 430.100 b9 b 14

1 y2 b 4
37 | 1089.499 1387.602

| 129.107 301.027 538.107 v 8 e 164:/7:I7356

v 4
2 -
1347.62p
1 424.132 v 10 15;53,2740
y
1 4
-I. I-I-H-Iuh-l III
Ch T T T T T T T T T
200 400 600 1600

De Novo Results
Search Parameter: MS Tol.: 50.0 ppm, MSMS Tol.: 0.4 Da
Calc.
Tree hierarchy MH+
MSMS 1 1647.740

Meas. Mr Calc. Mr
1646.692 1646.732

Dev.(Da) Score Sequence (N ter - C ter)
-0.040 4242 KDGEEHVEWNYN(K)
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2 - Analyses MALDI-TOF/TOF de I’ASM de Nautilus macromphalus

2-D gel of the ASM of Nautilus macromphalus

N1

0

2
e = &
A

Mo,

MSMS spectra used for

Samples m/z fragmented .
de novo sequencing

Obtained sequence

Nautilus
macromphalus
N1 1356,846 X Unsignificant score
1512,944 X Unsignificant score
1550,882
1758,887
2122,939 X (LGSSDP)SDCACLHALGHVAR
N2 1361,814
1512,917
3162,276
N3 1998,937
2711,166
N4 1584,727
1998,952
2711,206
N5 1003,37
1524,587
1836,955
1874,763 X (RHDDVP)DGDDGDGD(PH)R
2033,015
N6 1188,635
1260,542
1274,548
2309,037
N7 1286,32
1425,641
1482,674 X (AGGGD)EKGYNPYVR
1702,474
1819,762
1876,794 X (SSN)DMYSDNLGLCDN(R)
1893,789
1914,739
3127,38
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TOOOT

7-5 1 N
o] Peptid

723
v

KU !

em/z|2122

357
7
652 249
y 6
)
a2

J 171
L3 oes

5

175
4 v

1479
vy 13

605
S

1566.
v

710

797
a

1824.009
y 16
h

1778.864
b 16
'

2010.045
y 18

2122.961
y 19

T v
1400

i
1600

—]
1800

T T
2000 220!

De Novo Results

Search Parameter: MS Tol.: 50.0 ppm, MSMS Tol.: 0.4 Da
Tree Calc.
hierarchy MH+
MSMS 1

Meas. Mr Calc. Mr

2122.976 2121.922 2121.968 -0.046

Dev.(Da) Score Sequence (N ter — C ter)
16411 (LGSSDP)SDCACLHALGHVAR

[RBSTTNT. TOO0U0T
b S S ro—=y =y Y oy Y
y — R H = D——+G—+— D—+ G—+— B G—— D o
1040.521
J y 10
15+
b 983.582 N5
147 v 9
137 1007.601 Peptlde m/z 1874
- b9
127
b 478
114
ior .600
J 8
1466.684
9 - y 14
8 1155.509 1351.618
- Y 1
=] 409.215 696.4 y 11
y3 v 6 [ 1
b ! 1179.659 1466.684
6 - b b 14
] 409.215 s581.366 75
b3 V5
5+ 1122.477 1351.618
b 312.073 524.292 720 b 10| ‘ b 13
4 y2 va b
b | | 1294.603
37 29; 111 524.292 b1 1874.778
b 4 y17
2 1581.328 '
J 175.187 y 18 1856.666
14 v 1 | b17
il ], il bl Ll il A
T R s e e e e R S R e e e B L e R e !
200 400 600 1000 1200 1400 1600 1800

De Novo Results
Search Parameter: MS Tol.: 50.0 ppm, MSMS Tol.: 0.4 Da

Tree Calc.
hierarchy MH+ Meas. Mr Calc. Mr
MSMS 1 1874.765 1873.752 1873.758 -0.005
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Dev.(Da) Score Sequence (N ter —C ter)
2838 (RHDDVP)DGDDGDGD(PH)R




Annexes

[DsTTT:

b

%
65-
60-
55-
50-
45—
407
35-
307

25+

Ad—129.%
—— Fp

] 72.100
b1 ‘
I

TOOOT

24

186.102
b

3.114
b4

274181

y2
|I| I||

358.142

bS5

487
b6

534
y 4

437.245

y3 |
.I“l

.269
8

811.416
y 6

949
b1

N7

346
o

1046.396
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996.503
y 8

Peptide m/z 1482

1482.675
y 14

bt

Ll
T
200

T T
400 600

T
800
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T
1000
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T
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De Novo Results
Search Parameter: MS Tol.: 50.0 ppm, MSMS Tol.: 0.4 Da

Calc.

Tree hierarchy MH+
MSMS 1

1482.697

Meas. Mr Calc. Mr
1481.662 1481.690

Dev.(Da) Score Sequence (N ter - C ter)
-0.028

2357 (AGGGD)EKGYNPYVR

[RBSTThT

TOOOT

b
y
347
32+

307

28+
267
24

224
20+

b

y

175.165
b2

175.165
1

y
] 1“"""""“"."'

289.086

3

289.086

404.
b4

404.

847.

801.44:
b7

553

916.47
b8

961.615 1200.582

1030.545

1076.

1143.559

1473.777

1588.835
b 14

777
12

1588.835
vy 13

eptide m/z 1876

1876.735
v 16
L

T
200

40

T
1000 1
m/z

T
1600

T
1800

De Novo Results

Search Parameter: MS Tol.: 50.0 ppm, MSMS Tol.: 0.4 Da
Tree Calc.

hierarchy MH+ Meas. Mr Calc. Mr
MSMS 1 1876.744 1875.782 1875.736

Dev.(Da) Score Sequence (N ter - C ter)
0.046 16433 (SSN)DMYSDNLGLCDN(R)
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3 - Analyses ESI-QqTOF/TOF de I’ASM de Nautilus macromphalus

' «TOF Product (380 2) Expasment 3 7 588 min from 20071019 ARLL BEDOUET nALITIL Max 222 0 counts
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'ov Product (483 By Experimant 3, 14 052 min from 20071019 ARLL_BEDOUET nAUTIL ..
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o

2+

*TOF Product (492 3): Expenimaent 2, 18,274 men from 20071019 _ARUL_BEDOUET _r
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OWMG!FIIWINUP‘MMW‘M.M BEDOVET _nAUTL Max. 37 0 counts.
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-rormmuu Experiment 2, :;S’NC‘!MWW"ML BEDOUET _nAUTIL .. Max. 230 0 cournts.
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4 - Analyses ESI-QqTOF/TOF de I’ASM de Nautilus macromphalus
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1 or‘osmun:o Exportment 2. 457 min bum 20079010, ARIL_BEDOUET_ LT, Max 2880 counts
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+TOF Product (5
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+TOP Product (762.9) Exparimant 2. 16 678 min o 30071019 ARLL_BEOOUET AAUTIL Max 486 0 counts
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Abstract

In metazoan, molluscan shells are one of the most fascinating examples for the investigation of the
calcium carbonate biomineralization phenomenon. These exoskeletons are secreted by the outer
epithelium of the calcifying mantle. They are composed of 95% of mineral — calcite and/or
aragonite -, the rest of the shells being constituted by a mixture of proteins, glycoproteins and
polysaccharides, called the organic matrix. This calcifying matrix is directly involved in
biomineralization.

This PhD work is focussed on the characterization of organic components associated to the
nacreous layer. In molluscs, the nacre is observed in shells of extent species of bivalves, gastropods,
cephalopods and also monoplacophorans. Most of the published data on macromolecular

compounds of the nacre matrices are based on few species belonging to the genera Pinctada and
Pinna for bivalves, and to the genus Haliotis for gastropods. In this study, we investigated the
characterization of these compounds in two new models, the freshwater mussel Unio pictorum and
the cephalopod Nautilus macromphalus. We think that this comparative approach highlights the
molecular mechanisms of nacre formation and their evolutionary story within nacreous shell
molluscs.

Unio pictorum is a freshwater bivalve, very common in Burgundy, which exhibits a nacro-prismatic
shell exclusively composed of aragonite. Its nacre-associated organic matrix exhibits a remarkable
carbonic anhydrase activity, a key enzyme in calcification processes, which had already been
detected in the shell of Pinctada sp.. SDS-PAGE run under denaturing conditions shows that the
acido-soluble nacre matrix is mainly composed of 5 discrete proteins of 95, 50, 29, 16 and 12 kDa
apparent molecular weight. A glycosylation study shows that the three heaviest components are
substantially glycosylated proteins bearing acidic residues, which are directly involved in
mineralization processes. Notably, the 95-kDa protein, which is specific of the nacreous layer,
carries sulfated sugars implicated in calcium-binding activity and in the capacity to interact with in
vitro CaCOjs crystal precipitation. Partial internal sequences of the nacre-associated proteins were
described with mass spectrometry approach.

The nacro-prismatic shell of the cephalopod Nautilus macromphalus is fully aragonitic. SDS-PAGE
shows that the acido-soluble matrix is composed of high molecular weight polysaccharides, 63- and
57-kDa glycoproteins and 3-4 calcium-binding proteins migrating between 20 and 10 kDa. On 2-
DE, the different components of the nacre matrix migrate either at very acidic or at very basic pl.
Partial sequences were obtained by mass spectrometry analysis from purified proteins and complete
acido-soluble and acido-insoluble matrix after tryptic digestion. The new sequences exhibit partial
similarities with bivalvian nacre proteins, but no homology was detected with gastropod nacre
proteins.

Furthermore, we performed a preliminary study of acido-soluble matrices from
Rhynchonelliformean brachiopod shells. This work shows that in this phylum the mechanisms of
shell formation involve the production of a shell-associated calcifying matrix, which is composed of
discrete macromolecular compounds exhibiting various biochemical properties.

Key words: Biomineralization, mollusk, nacre, organic matrix, evolution, biochemistry,
glycosylation, mass spectrometry, Unio pictorum, Nautilus macromphalus, brachiopodes.



Résumé

Chez les métazoaires, la coquille des mollusques constitue un objet d'étude de référence pour
comprendre les phénomenes de formation des biominéralisations carbonatées. La coquille, sécrétée
par 1'épithélium minéralisant du manteau, est constituée a plus de 95% de carbonate de calcium -
calcite et/ou aragonite, et de moins de 5% d’une matrice organique composée de protéines, de
glycoprotéines et de polysaccharides. Cette matrice calcifiante est directement impliquée dans les
processus de formation du biominéral.

Ce travail de these consiste en 1’étude de la matrice organique associée a la couche nacrée. Chez les
mollusques, la nacre est présente dans les coquilles de certains représentants actuels des bivalves,
des gastéropodes, des céphalopodes, mais aussi des monoplacophores. La trés grande majorité des
données publiées sur les constituants macromoléculaires des matrices associées a la nacre concerne
exclusivement les genres Pinctada et Pinna, pour les bivalves, et le genre Haliotis, pour les
gastéropodes. Ce travail met en ceuvre une approche comparative de ces composés a travers la
caractérisation biochimique des matrices de deux nouveaux modeles. Nous considérons que cette
approche comparative nous permettra de proposer de nouvelles hypothéses quant aux mécanismes
de formation de la nacre, mais également quant a I’évolution de ces constituants organiques au sein
des mollusques nacriers.

Le premier modéle étudié est le mollusque d'eau douce Unio pictorum, un bivalve a coquille nacro-
prismatique trés commun des cours d'eau bourguignons. La matrice organique acido-soluble
extraite de la couche nacrée présente une activité enzymatique de type anhydrase carbonique, une
enzyme essentielle aux processus de calcification, déja observée par ailleurs chez Pinctada sp.. Des
¢lectrophoreses réalisées en conditions dénaturantes sur cette matrice acido-soluble montrent la
présence de cing protéines majoritaires de masses moléculaires apparentes 95, 50, 29, 16 et 12 kDa.
L'étude de la glycosylation de ces protéines nous a montré que les protéines de masses moléculaires
95, 50 et 29 kDa, étaient des glycoprotéines fortement glycosylées et que leurs ramifications
saccharidiques étaient directement impliquées dans les processus de minéralisation. Notamment, la
glycoprotéine de 95 kDa, spécifique de la couche nacrée, porte une quantité remarquable de sucres
sulfatés qui sont impliqués dans sa capacité a lier les ions Ca," ou a interagir avec la précipitation
du CaCOj; in vitro. Des séquences partielles internes ont pu étre obtenues pour les différentes
protéines de la matrice acido-soluble de la nacre grace a des analyses par spectrométrie de masse.
Le second modele est le céphalopode Nautilus macromphalus dont la coquille nacro-prismatique est
enticrement composée d'aragonite. Des électrophoréses de la matrice acido-soluble ont montré
qu’elle est composée de polysaccharides de haut poids moléculaire, de glycoproteines migrant aux
alentours de 60-50 kDa et de 3-4 protéines de masses moléculaires apparentes comprises entre 20 et
10 kDa, capables de lier le calcium in vitro. Sur gel d’électrophorése a deux dimensions, les
différents constituants organiques de la matrice acido-soluble migrent soit a des valeurs de p/ tres
acides (inférieur ou égal a 3 unités), soit a des p/ tres basiques (supérieur a 9), alors que chez les
autres mollusques non céphalopodes, les protéines de nacre sont faiblement acides ou neutres. Des
séquences partielles de ces protéines ont été¢ obtenues par s€quengage de novo a partir de protéines
purifiées par électrophoréses 2-D et de matrice compléte analysées par spectrométrie de masse
apres digestion trypsique. Les nouvelles séquences observées présentent des similitudes avec des
protéines de nacre décrites chez les bivalves Pteriomorphia, mais aucune homologie n’a pu étre
détectée avec les protéines décrites chez les gastéropodes.

Nous avons également décrit, dans une étude préliminaire, les matrices acido-solubles extraites des
coquilles de brachiopodes Rhynchonelliformea. Ce travail montre que, chez ce groupe externe aux
mollusques, les mécanismes moléculaires de calcification impliquent également la production d’une
matrice calcifiante composée de macromolécules aux propriétés biochimiques diverses.

Mots clés : Biominéralisation, mollusque, nacre, matrice organique, biochimie, glycosylation,
spectrométrie de masse, évolution, Unio pictorum, Nautilus macromphalus.



