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Les tissus minéralisés, et notamment les coquiesollusques, ont suscité un grand
intérét dans le domaine des biomatériaux en raidenleurs propriétés mécaniques
exceptionnelles : entre autres, leur volume detibmaninérale élevé, leur grande dureté et
leurs propriétés anisotropes. L'étude de ces psosesde biominéralisation permet
aujourd’hui de développer des applications dans demaines du biomédical, de la
cosmétique et de la nutraceutique. La nacre esteuces tissus minéralisés, parmi les plus
étudiés avec l'os. Elle a conservé dans sa steictes molécules dites « signal » reconnues
par les cellules de la peau et de l'os. Elles peuveon seulement stimuler certains
mécanismes mais aussi assurer leur régulationffen Eequipe MNHN/CNRS a démontré
une activité de la nacre sur la stimulation desulesd formatrices d’os y compris sur les
cellules souches pour réparer ou entretenir ce tigss aussi aboutir a la formation finale de
tissus physiologiquement sains et actifs. Il adé&#ontré une parfaite ostéointégration de la
nacre en plus de son pouvoir ostéoinducteur ebgétéque. La compatibilité de molécules
signal provenant de la nacre avec les cellules maiemmes impliquées dans I'ostéogénése
constituent des indices forts en faveur de la awasen moléculaire des signaux de controle
des biominéralisations (Miledt al, 2004). Ce résultat suggere que la machinerigotaxa de
la biominéralisation chez les mammiferes et chez nmllusques partage des structures
communes leur permettant de franchir la barrieresgsteme de défense immunitaire et
d’activer les cellules d’'un autre organisme (Perdilouries, 2003). Plus récemment, il a été
découvert que des molécules protéiques mais aiymdiques agissent sur les cellules
cutanées a différents niveaux et notamment sufidesblastes dermiques mais aussi sur les
cellules germinales souches des cellules épidemnjget contribuent ainsi a réguler de fagon

optimale la stratification épidermique, source darie santé cutanée.

Ce travail s’inscrit dans une nouvelle thématigmeéirennementale s’intéressant aux relations
existantes entre « Environnement, Géochimie etéSant_.a Provence possédait au Crétace il
y a 120 millions d’années, un rivage tropical bomlane barriére récifale ou se sont
accumulés des biocalcaires d’'une grande puretéudééporte sur ces bancs de fossiles plus
particulierement celui de la carriere d’Orgon (Boes-du-Rhéne). Ce massif est
essentiellement constitué de rudistes, bivalvedymteurs de plateformes carbonatées, ayant
vécu au Crétacé, et dont la coquille est issua déoiminéralisation. Il s’agit d’'un assemblage

de coquilles de rudistes plus ou moins petitepaisdes associées a des grainstones. C’est
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une calcite naturelle parmi les plus pures au momdes de 99.5%. Le reste, environ 0.5%
est en fait constitué par de la kaolinite (uneleygdes éléments traces comme le silicium et
le magnésium ainsi que par les molécules organidada matrice calcifiante occluses dans
les fossiles a l'origine du gisement. Les calcaiveyéniques de plateforme possedent un
excellent potentiel pour produire, conserver etleo les molécules organiques fossiles
authigenes associées a la biominéralisation celc&n effet, de nombreuses études ont
démontré que les rudistes, grace a leur coquiliepaate et épaisse possédaient un haut degré
de stabilité face a la diagénese (Al-Aasm & Veid&86; Hall and Kennedy, 1967; Steuber,
1999). Aujourd’hui, que reste t-il de la matricegamnique qui a assuré le transport et la

minéralisation du calcium de ces biocalcaires?

Intégrés au sédiment, les éléments squelettiqueka ehatiere organique subissent et
enregistrent les processus diagénétiques et tapliqnesen méme temps que le sédiment, ce
qui peut altérer les signaux biologiques. Des &umte donc été menées pour évaluer I'état de
préservation de la matiere organique de ce caléafexies Urgonien aux marges du bassin
Vocontien. A l'origine, ces rudistes possédaiem aoquille composée d’'une couche interne
aragonitique et une couche externe calcitiquetdegfaeneur en magnésium (LMC) (Al-Aasm
et Veizer, 1986 ; Steuber and Rauch, 2005). Ledeute travail consistera tout d’abord a
démontrer que ces molécules organiques ont bieprégervées, ceci malgré la diagénése
subie. Ensuite, il s’agira de caractériser cesemges et d’évaluer leur état de préservation.
Pour cela, nous avons alors expérimenté plusiewdemopératoires afin d’extraire et de
caractériser ces molécules organiques. Quatre qmie d’extraction ont donc été élaborés
dans le but d’extraire les molécules dans le meiligat de conservation possible et avec le
meilleur rendement quantitatif. Il s’agira ensuifétudier les matrices de biominéralisation
fossiles des calcaires bioconstruits et de morjeelles peuvent, tout comme il a été
démontré dans le cas de la nacre actuelle, étommaes par les cellules humaines. Deux axes
d’études principaux sont visés : d’'une part la petases cellules telles que les fibroblastes du
derme ou les kératinocytes de I'épiderme, et déaptirt, 'os et ses cellules telles que les
ostéoblastes ou les cellules souches. Le but étaadt de pouvoir valoriser ces molécules de

biominéralisation fossiles pour la pharmaceutiqueuda cosmétique.
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[.1. Importance du Calcium dans I'organisme

I.1.1. Le calcium

Le calcium est le cinquieme élément le plus abondanla crodte terrestre (plus de
3 %). C’est également le cinquiéme élément du cogpsain ou il se concentre a plus de 99%
dans les os et les dents, soit 1% a 2% du poigewrd'un adulte. Il est principalement sous
forme d’hydroxyapatite dont la formule est;céPQ)s (OH),. Dans ce cas, il assure des
fonctions de renfort mécanique aux tissus de soeti@ux tissus spécialisés (os, dent, tendon,
etc.). Ces tissus résultent du processus de bioatisetion par lequel la vie controle la

croissance minérale des bhiocristaux.

Le calcium est trés important pour beaucoup d’auivactions de notre organisme : il joue le
réle de second messager primordial pour I'ensemétecellules eucaryotes (Berridgeal.,
1999, 2000) ; par exemple il contrble I'activatienla prolifération des lymphocytes (Lewis
and Cahalan, 1995; Racioppi and Means, 2008). tllégalement I'élément clef de la
régulation du meécanisme assurant la contraction ndescles (dont le coeur) : en effet,
l'arrivée d’'un potentiel d’action musculaire au @au des structures spécialisées d’'un muscle
permet la libération du calcium dans le cytoplasheecalcium vient alors se fixer permettant
I'activation de la mise en place des ponts actilyesime qui sont a I'origine de la contraction.
Enfin, lors de la relaxation musculaire, le calciast réabsorbé a I'aide d’une molécule
d’ATP. La diminution de la concentration en catniest donc a I'origine de la relaxation.

Il aide également dans la transmission de l'infhecveux : en effet, lors de l'arrivée du
potentiel d’action au niveau de la synapse, le gharent de polarité déclenche I'ouverture
des canaux calcium membranaires voltage-dépendaintsinsi l'augmentation de la
concentration en calcium intracellulaire. Cet éwvaaet permet la fusion des vésicules avec la
membrane plasmique et ainsi la libération des nmmsmetteurs dans I'espace
intersynaptique. Le calcium est donc a l'origine ghénoméne d’exocytose qui permet la
transmission de linflux nerveux au niveau des pgea. La concentration intracellulaire en
calcium permet, par ce méme mécanisme, la sécrglaorulaire. Il posséde également un
réle dans la modulation de l'activité de diversexyees et active par exemple diverses

protéines kinases. De plus, au cours de nombreiigdss, il a été démontré que le calcium
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pouvait contribuer a maintenir une tension artirielormale et ainsi protéger le systeme
cardiovasculaire (Cappuccat al, 2000). Enfin, la mitochondrie est au cceur dualmgtisme

énergeétique cellulaire étant le lieu de producties molécules d’ATP ; le calcium est encore
ici un régulateur clef de la fonction mitochondeigluisqu’il agit a plusieurs niveaux au sein

de l'organite afin de stimuler la synthése d’'ATRo({&eset al, 2004).

I.1.2. L'Homéostasie du calcium

L’homéostasie permet de maintenir la concentragiorcalcium libre dans des limites
étroites dans le liquide extracellulaire. Les axgaarincipaux de ce contréle sont 3 organes :
l'intestin, les reins et les os, qui servent diimédiaire en libérant le calcium et le phosphate
dans le sang grace aux ostéoclastes, et 3 hormotesparathormone (hormone
parathyroidienne ou PTH), la vitamine D (plus ménient le 1,25-dihydroxycholecalciférol)
et la calcitonine (Deftos, 2002).

Le calcium diététique atteint le squelette en étdogorbé par le systeme gastro-intestinal :
environ 10-40% est en effet absorbé par l'integtiéle, ceci grace a la vitamine D (Somer,
1995; Mahan and Escott-Stump, 1996). Il entre ¢éasdans le fluide extracellulaire et est
incorporé au squelette grace au processus de tigadicn. Le calcium contenu dans le fluide
extracellulaire est filtré par les reins ou jusg8&% du minéral est réabsorbé. Les reins sont
primordiaux pour 'homéostasie du calcium et petardtla réabsorption du systéeme tubulaire
vers le sang ou I'excrétion dans I'urine (Bowen)20

Le maintien des concentrations en calcium et erspiare dans le sang est maitrisé par une
action concertée de 3 hormones qui contrélent dbsmrgges de calcium vers le sang et le
fluide extracellulaire (Heaney, 2003). Ces 3 horasat organes permettent de maintenir la
concentration de calcium a un taux optimum qui feseo les fonctions physiologiques
nécessitant ce minéral telles que la transmisseuramale ou la contraction musculaire.
L’hormone parathyroidienne permet d’augmenter @entrations de calcium dans le sang
en facilitant la mobilisation du calcium de I'osaxt maximisant la réabsorption tubulaire du
calcium par le rein. Ces actions résultent en usrgepminimale du calcium dans l'urine.
D’autre part, la vitamine D agit aussi en accraisdas concentrations en calcium dans le
sang. L'effet le plus important de cette hormonedesfaciliter I'absorption du calcium par
l'intestin gréle. Conjointement avec I'hormone ghyaoidienne, elle améliore les flux de

calcium en dehors de I'os. Enfin, la calcitoninen& fonction inverse et permet de réduire les
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concentrations de calcium dans le sang : elle pedmémiter la réabsorption rénale tubulaire
du calcium, i.e. elle favorise I'excrétion du calti dans I'urine (Bowen, 2003). Ainsi une
concentration trop faible en calcium va étre suidiene augmentation de la sécrétion de
’hormone. En plus de ces hormones, d’autres teajles les cytokines et les facteurs de

croissance jouent également un réle important amgtabolisme du calcium.

I.1.3. Les tissus de soutien

1.1.3.1 La peau

Organisation structurale

La peau est un organe vital qui constitue I'enve®porporelle assurant I'interface physique
avec le milieu extérieur. C’est le plus gros orgdad'étre humain, représentant 1/3 du poids
de l'organisme et une surface de l'ordre de 2 ne&chn adulte (Prost-Squarcioei al.,
2005). Elle posséde de nombreux réles tels queotagtion contre les agressions mécaniques
et les radiations lumineuses. Elle est égalemesielge de nombreux processus métaboliques
et assure des fonctions respiratoires, immunitagesthermorégulatrices. Elle permet
€galement la réception des informations sensittedvite la déshydratation de I'organisme
(Prost-Squarcionet al., 2005).

La structure de la peau est complexe. Elle compremdc ses annexes, tous les tissus
histologiques, sauf les tissus osseux et cartiéagin Elle se subdivise en 4 régions
superposées qui sont de la superficie vers la pdefar I'épiderme, la jonction dermo-
épidermique, le derme et 'hypoderme. L’épidermestidue la couche la plus superficielle de
la peau. Il est composé a 90% de kératinocytedule®l qui forment un épithélium
pavimenteux stratifié et kératinisé. L’épiderme @stconstant renouvellement : en effet, les
cellules souches qui adhérent a la lame basaleujget des kératinocytes qui vont ensuite
migrer vers la surface de I'épiderme en se késamti Ces kératinocytes formeront la couche
cornée, constituée de cornéocytes, i.e. des cellobdrtes anucléées et aplaties qui
desquament a la surface de la peau. Ce processassité la traversée des différentes
couches de I'épiderme, i.e. la couche basale, l&hm épineuse, la couche granulaire et la
couche cornée elle-méme (figure 1). Cela dure envitl a 28jours (Storey and Leblond,
1951).
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Epiderme

couche cornée

couche granuleuse

couche épineuse

couche basale

Figure 1. Epiderme avec ses différentes couches.

D’autres cellules constituent également I'épidertoé conférant ainsi des propriétés
biologiques : les mélanocytes, responsables dagimentation de la peau, les cellules de
Langerhans, cellules dentritigues capables de wéuode une réaction immunitaire et les
cellules de Merkel qui jouent le réle de mécanquéma's.

La maturation des kératinocytes, composée des pliserolifération et de différenciation,
s’accompagne de I'expression de divers marquews.kératines, protéines de structure du
cytosquelette du kératinocytes, sont les principawxrqueurs des différents stades de
maturation de ces cellules dans I'épiderme. Ledghirtes, par exemple, sont des protéines
transmembranaires impliquées dans le controldretidtion de la différenciation (Clark and
Brugge, 1995 ; Giancotti and Ruoslahti, 1999). Enfbrsque les kératinocytes atteignent la
couche granuleuse, de nouvelles protéines sonthéysges afin de participer a la
différenciation terminale : c’est le cas de laddne qui permet la formation de I'enveloppe
cornée (Mehreét al, 1990).

L'épiderme est séparé du derme par la jonction detpidermique (JDE). Elle joue un role

fondamental comme support mécanique de I'épidecnatrole les échanges de produits
meétaboliques entre les deux compartiments et laiagerser divers types cellulaires lors des
processus immunologiques. Elle adhere au derméégiderme grace a la présence de fibres
d'ancrage, qui lui permettent de résister aux miffies contraintes. Parmi celles-ci, la

laminine-5 ; c’est la protéine majeure qui assumerdle structural et qui participe au
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maintien de la cohésion cutanée (Aumailley and dgri@996). Cependant la JDE est
également constituée de collagénes type IV et Wiede glycoprotéines, telles que les
fibronectines, et de protéoglycanes (Hisher and rhees, 1996). L'ensemble de ces
macromolécules sont liées les unes aux autres faramsi un réseau tridimensionnel

(Aumailley and Rousselle, 1999).

Le derme est un tissu conjonctif de soutien congibés et élastique. Il s’adapte aux
mouvements des structures situées en-dessouseatjadle fondamental dans la nutrition de
I'épiderme de part son important réseau vasculdiygermet ainsi son développement et sa
croissance (Coulombt al, 1989) ainsi que sa différenciation (Le Paatal, 1996). Il est
composé d’'une matrice extracellulaire détailléelessous. Le derme s’organise en deux
couches qui sont d’'une part le derme papillairesperficiel qui se situe entre les crétes de
I'épiderme formant ainsi les papilles dermiquesd&tutre part, le derme réticulaire ou
profond.

La matrice extracellulaire (MEC) est constituéecdagenes type | et type Il et d’élastine
lesquelles molécules sont synthétisées par leshiiastes dermaux. L'ensemble baigne dans
une substance fondamentale dite « amorphe » ao#estitle glycoprotéines de structure
(laminine, fibronectine, etc), de protéoglycanesletglycosaminoglycanes, qui permettent
'hydratation de la peau (exemple de l'acide hyahigue). Ces macromolécules sont
sécrétées dans l'espace extracellulaire ou ellemeiat un réseau tridimensionnel. Les

principales molécules composant la MEC sont décdt&lessous :

-Les collagénes
lls représentent 30% des protéines de I'organisameain. Ce sont des molécules structurales

de la MEC qui comportent un ou plusieurs domairy@staune structure en triple hélice (Van
der Reset al, 1991). Dans le derme, on retrouve les collaggesi, Ill, V, VI, Xl et XIV.

Le collagéne IV est le constituant majeur des labsssles. Tandis que les collagenes | et Il
sont des collagenes fibrillaires que I'on retrowssentiellement dans le tissu conjonctif du

derme. Les autres collagenes ne seront pas étlaiésce manuscrit.
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-Les fibres élastigues

Ces fibres sont a l'origine de I'élasticité de kap. Elles sont composées de deux éléments
bien distincts qui sont I'élastine, élément amormiasi qu’'un composant microfibrillaire de
nature glycoprotéique. Sécrétée par les fibroldadiélastine est une molécule majeure du
derme. Cependant, sa synthese diminue avec l'ab@astine se trouve remplacée par du

collagéne inextensible.

-Les glycosaminoglycanes (GAG)

Il existe deux types de GAGs ; les neutres, quvesdrde réservoirs de croissance, et les
acides, représentés essentiellement par I'aciddutoyaque. L’acide hyaluronique (ou
hyaluronanne) est le principal GAG du derme; c&stseul GAG non sulfaté. Ce
polysaccharide est synthétisé en continu par @slilastes et assure I'hydratation du tissu
conjonctif et donc la souplesse du derme. Cependeaic I'dge, sa production diminue
(Meyeret al, 1934).

-Les protéoglycanes

Un protéoglycane est la combinaison d'une protéiraun glycosaminoglycane. Ce sont des
molécules remarquables du fait de leur double eabimchimique. De ce fait, elles entrent
dans un nombre considérable de structures et dtiods dans la MEC. Tout comme les

GAGs, ils sont sécrétés par les fibroblastes.

-Les glycoprotéines de structure

Parmi les glycoprotéines de structure présentes ldaMEC, on s'intéressera dans cette étude
aux laminines et plus particulierement a la lamertn C’est un composant essentiel de la
lame basale. Elle se lie au collagene VIl pour i@sda cohésion entre le derme et I'épiderme
(Rousselleet al, 1997).

La derniere couche de la peau est I'hypoderme.t@iedissu sous-cutané conjonctif lache,
richement vascularisé et innervé. Il est composélidocytes riches en triglycérides et en
acides gras mais on retrouve également des filst@slades dendrocytes (cellules nerveuses),
des mastocytes (cellules appartenant au systemanitaine) ainsi que la partie profonde des
annexes dermo-épidermiques. Ce tissu joue le dleéderve énergétique et de protection

meécanique et thermique (Kanitakis, 1995).
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[.1.3.2. Les o0s

L’os est un tissu conjonctif solidifié composé dtuphase minérale et d’'une matrice
organique. La phase minérale représente les 2f®idis de I'os et son composant majoritaire
est I'hydroxyapatite, de formule G&POy)s(OH), mais on retrouve aussi des cristaux
amorphes de phosphate de calcium ou de carbona@aem. Le tiers du poids restant étant
la matrice organique c'est-a-dire du collagene tymssentiellement mais aussi diverses
protéines, I'ensemble étant produit par les ost&sibs (Hill, 1998). Cette association de
phase organique crée une structure dans laqualecristaux d’hydroxyapatite viennent
minéraliser. La croissance minérale qui est elsasous le contréle de la matrice organique
est le processus de biominéralisation.

Les os supportent les structures corporelles, geoiteles organes internes et, en conjonction
avec les muscles, facilitent le mouvement. lls ggalement impliqgués dans la formation des
cellules sanguines, le métabolisme du calciung stdckage de minéraux. lls jouent enfin un
réle dans la détoxification de I'organisme en fixeinstockant par exemple le plomb. Il existe
trois types d’'os : long, court et plat. Pour toysess on distingue la partie centrale, riche en
cellules conjonctives adipeuses et en élémentsugas)et une partie périphériqgue beaucoup
plus dure et tres résistante. lls sont entourésedfine enveloppe conjonctive, le périoste, qui
contribue a l'innervation, la croissance et a tatrisation.

Pour assurer ces fonctions, le tissu osseux esincefiement renouvelé par un processus de
remodelage assuré par deux types cellulairesastEnclastes qui résorbent la matrice osseuse
et les ostéoblastes qui synthétisent une nouvedlzica. L'os est ainsi formé de millions
d'unités fonctionnelles de remodelage, mobiles regnessant dans le tissu osseux (Hill,
1998). Ce processus est complexe et nécessitéréntion entre différents types cellulaires,

eux-mémes régulés par de nombreux facteurs méaméjbiochimiques.

Le cycle de remodelage débute par une phase difictiv caractérisée par la différenciation
des ostéoclastes. Les ostéoblastes sont indisggessa la mise en place du programme de
différenciation des précurseurs ostéoclastiquga@nstéoclastes puis en ostéoclastes et enfin
en ostéoclastes actifs. Puis cette phase d’adivast suivie d’'une phase de résorption de la
matrice par les ostéoclastes mirs. Chaque osté®dasenu actif se fixe a la matrice sur le
lieu de résorption et la phase de résorption dedt&tice commence. Elle s'effectue en deux

étapes successives : 1) dissolution de la phasératenpar acidification du compartiment de
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résorption, 2) dégradation de la matrice organigoes l'action d'enzymes protéolytiques
lysosomales. A la suite de cette phase, les osigtesl se détachent, meurent par apoptose et
sont remplacés par des macrophages qui lissemnid de la lacune. Les précurseurs des
ostéoblastes se différencient en pré-ostéoblasiesep ostéoblastes mars qui synthétisent et
déposent une nouvelle matrice qui comble la lacdeerésorption. Ceci s'effectue en 2
temps : production de la matrice extracellulaire lga ostéoblastes puis minéralisation de

cette matrice.

I.1.4. Le role physiologique du calcium dans les tissus de soutien

[.1.4.1. Le rble du calcium dans la peau

Dans la peau, Hamet al (1993) ont montré de nombreuses altérations nodogigues
de la peau liées a I'age, gu’ils expliguent pgrdate du gradient de calcium qui existe dans la
peau. Forslincet al (1999) ont en effet observé une distribution eraement éparse du
calciumtout au long de I'épiderme chez les sujets ag@seiplus le gradient qui existe avec
une couche basale contenant peu d& @aune couche granulaire au contenu important
(Malmquistet al, 1984; Menoret al, 1985). Ce gradient de calcium intervient enteténs
la formation de I'enveloppe cornée (Nemes and 8tgir1999), dans la synthése des lipides
épidermiques (Watanalet al., 1998) eil induit la différenciation terminale des kérataybes
(Watt, 1989, Henningst al, 1980; Yuspat al, 1989). Le mécanisme par lequel ce gradient
est maintenu reste flou mais il est admis que teepde ce gradient affecte I'exocytose des
corps lamellaires (Menoat al, 1994) et entraine une prolifération incontrgbéevoquant
des maladies telles que le psoriasis (Menon aras E1991).
Avec 'augmentation de I'espérance de vie, le liggément de la peau est I'un des signes les
plus visibles du processus d’involution humaine n@st plus seulement un probleme d’ordre
cosmeétique mais bien une défaillance fonctionn@llen organe autrement dit une affection
meédicale (Kaya, 2008). Ces fragilités chroniquesaméies et les affections liées sont
regroupées sous le nom générique de dermatosesoi@prend bien ceci en observant la
figure 2 qui nous montre deux coupes histologigliese provenant d’une peau jeune, et la
seconde provenant d'une peau mature. On constaieeraent un amincissement de

I'épiderme avec I'age, ainsi qu’'un derme beaucoommdense en constituants organiques.
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De plus, la jonction dermo-épidermique (JDE) esatép; tous ces signes transparaissent par

une peau ridée qui a perdu son éclat et plus stisleeaux maladies cutanées.

PEAU JEUNE PEAU MIATURE

o

sAmincissement de I'épiderme
sAplatissement de la IDE
sPerte de densité du derme

sApparition de rides
=|rrégularités pigmentaires
sPerte d’dclat

Figure 2. Différences de morphologie du derme dtéfederme selon I'age de la peau (source : LVIyIH

1.1.4.2. Le calcium et la physiologie de I'os

La fonction métabolique de I'os est de fournir @earvoir de minéraux ; avant tout le calcium
mais également du magnésium, du phosphore, ..d$ted réservoirs de calcium dans le

corps humain (Bowen, 2003) :

1 André P (2008)« De la cosmétique au Développement durabled$ disponible en ligne:
http://glucidoc.2008.free.fr/PPT/Oui/Andre.pdf
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1) Le calcium intracellulairell est localisé essentiellement dans les mitodhies ainsi

que dans le réticulum endoplasmique. Ses concemsatfluctuent et sont
intrinseques au roéle du calcium dans la contractionsculaire, I'activation
d’enzymes et autres...

2) Le calcium localisé dans le sang et dans le fluidatracellulaire

Approximativement 40% de calcium dans le plasma léstaux protéines,
principalement albumine ; environ 50% de calciumsdie plasma est du calcium
ionique diffusible et environ 10% est diffusibleai®m est complexé avec des anions
tels que le phosphate et le citrate (Walser, 1961).

3) Le calcium des osLe réservoir de calcium le plus important essl’'Le squelette a

en effet une condition structurale évidente pourcédcium. Dans I'os, 99% du
calcium est attaché a la phase minérale mais leektant est un réservoir qui peut
facilement étre échangé avec le calcium extraecetkil Le corps peut donc
emprunter du calcium au squelette lorsque le nivkacalcium dans le sang est trop
bas et inversement. Le calcium peut entrer ou equiét squelette selon 3 moyens :
par échange ionique, par dissolution/précipitatiaiu minéral ou par

formation/résorption des os.

Tout comme la peau, avec I'age, il a été constagefiagilité excessive du squelette due a une
diminution de la masse osseuse et a laltérationladenicroarchitecture osseuse. Les
mécanismes impliqués dans la perte osseuse awpe ¢hla ménopause sont maintenant
mieux connus: la capacité de remplacement de laigmaosseuse par les ostéoblastes
diminue ce qui induit un déficit de dép6t de matrgt un amincissement des travées osseuses
(Duboeufet al, 1991). Une déficience en calcium et le vieiisent du squelette d’une part
et une déficience en cestrogenes a la ménopauseedfzut implique une diminution de la
densité osseuse (Raisz, 2005).

Cette maladie généralisée du squelette est apg&dépenie ou « ostéoporose ». C'est une
maladie fréquente chez les femmes apres la ménemanda masse osseuse diminue avec
I'age et avec la carence en hormones féminineso@eses)Elle est considérée comme un
enjeu de santé publique en raison de sa fréquerntas eonséquences potentiellement graves
des fractures dont elle augmente le risque (10 @0és et 170 000 fractures par an en
France). Le diagnostic de I'ostéoporose repostasuesure de la densité minérale osseuse et

de nombreuses études démontrent qu’une suppléioentatiotidienne en calcium peut
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réduire les risques de fractures (Lips, 2001, Nieve005, Princeet al, 2006). Ces

suppléments permettraient de couvrir d’'une pastplertes obligatoires qui sont de I'ordre de
150 & 300 mglj et les variations des échanges esatet C& sanguin qui sont dépendants de
périodes d’accrétion osseuse maximum et des pa¥essa la grossesse, a l'allaitement, et a

la carence estrogénique (Cormier, 2006).

Il y a donc beaucoup a apprendre pour notre santg& Butilisation du calcium en tant que
principe actif. Dans ce travail nous montrons que le calcium comséi une source d’actifs
pour les tissus de soutien, que sont I'os et layeslil est associé aux molécules organiques

compétentes de biominéralisation, comme cellesaitds des biocalcaires.

I.1.5. Le calcium et la pharmacopée

1.1.5.1. En pharmaceutique

Le calcium (Ca) est primordial. Non seulement pleudéveloppement des os mais
également pour de nombreux processus chimiques@tlateurs. Il nécessite d’autres
nutriments et micronutriments afin de fournir ureefbénéfique maximal dans le corps
humain (Kass-Wolff, 2004). Il existe différents nEaments basés sur les formes les mieux
assimilables pour suppléer les différentes caresoesues chez 'homme. Le calcium est
utilisé en cas de besoins accrus en période dssamie, de grossesse, d’'allaitement, ou de
décalcification osseuse : I'ostéoporose. On utlisaucoup le carbonate de calcium pour cette
supplémentation en Ca, seul ou associé a la vimmipour une meilleure assimilation et
fixation (Lips, 2001; Nieves, 2005; Prine¢ al, 2006). Le traitement de cette maladie est un
enjeu majeur sur le marché de la pharmacologiegplasec une population de plus en plus
vieillissante, Kass-Wolff (2004) a estimé que dss20 prochaines années, 41 millions de
femmes dans le monde seront atteintes d’ostéoporose
C’est pourquoi les chercheurs ont réecemment étldgsoraux, composés de carbonate de
calcium, afin de régénérer I'os (Vuot al, 2002). En effet, Hervé Petite et son équipe
(2000) ont travaillé sur ce biomatériau pour laorestruction de pertes osseuses massives. |l
est facilement résorbable au cours du temps; pese® bonne résistance a la compression;

un réseau de pores connectés les uns aux autréss gaisseaux sanguins peuvent pénétrer
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facilement ainsi qu'une assez bonne tolérancegaydtéme immunitaire de 'homme. Il est
cependant de moins en moins utilisé pour des raisgendécontamination, on lui préfere la
nacre.

Le calcium a également une activité anticarcinogeme certain nombre d'études suggéerent
gu’il peut réduire le risque de cancer coloredidb@det al, 2005). En effet, les ions calcium
pourraient précipiter avec les acides biliaireselibet les acides gras libres abaissant ainsi leur
concentration et donc leur cytotoxicité. Dans lanmélogique, le calcium est associé au
carbonate comme tampon gastrique associé a d’aaiméacides d'action locale. Ces
associations neutralisent les acides sécrétésgsamrhac et sont utilisées dans le traitement
des aigreurs, bralures d'estomac et remontéessaddeplus, le calcium diététique complété
de vitamine D pourrait avoir une action protectmoatre le cancer du sein (Lt al, 2007 ;
Lappeet al., 2007).

La supplémentation en calcium s'est avérée avoieftet sur la réduction de la tension
artérielle systolique. En effet, au cours de nombes études, on a constaté I'existence d'un
lien, encore mal compris, entre I'hypertension raité et un mauvais métabolisme du
calcium, qui se manifeste notamment par une magivaiention de ce minéral (Cappuceto

al., 2000). Des chercheurs pensent que le calciusodece alimentaire pourrait contribuer a
maintenir une tension artérielle normale et ainstgger le systéeme cardiovasculaire.
Certaines études ont prouvé qu’un supplément dguoal pourrait abaisser le niveau de
cholestérol sanguin : c’est ce qu’indiquent lesultéss d’'un essai clinique mené par des
chercheurs québécois auprés de 63 femmes soutfaddsité ou d’embonpoint (Majet al.,
2007). De la méme fagon, Daviesal. (2000) ont également prouvé que la consommation de
calcium pouvait empécher la prise de poids. Mammdeanisme reste encore inexpliqué.

Enfin, sous forme de bromure ou de bromogalactoglate de calcium, le calcium a des
vertus sédatives. Il est utilisé dans le traitenteappoint des troubles légers du sommeil, de

l'irritabilité et de la nervosité.
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1.1.5.2. En cosmétique

Le marché de la cosmétologie est un marché impmasant : 15 milliards d’euros en France

en 2007. Un chiffre impressionnant d’autant plul @st en progression pour la 40éme année
consécutivé En 2008, bien qu’en ralentissement, le marchédiabm connu une croissance

satisfaisante de plus de 5%. En revanche, 'an86 a été particulierement difficile pour le

secteur de la beauté, méme si la croissance meretiatestée positive.

L’industrie des cosmétiques comprend « tout prodedtiné a étre mis en contact avec les
parties superficielles du corps humain, en vueedenkttoyer, de les parfumer, d'en modifier
l'aspect, de les protéger, de les maintenir enétanhou de corriger les odeurs corporelles »

(Code de la Santé publique, article L.5131-1). épeésente le calcium dans ce marché ?

Il est utilisé dans les cosmétiques, comme un agelyalent aussi bien pour son pouvoir
abrasif £.9.sous forme de carbonate dans le dentifrice ; dan$ les gels ou il est remplacé
par de la silice) que pour ses propriétés épa#tiss et opacifiantes ou comme charge pour
donner de I'adhérence au produgtd.fond de teint). Le calcium est paradoxalement peis
exploité pour ses propriétés actives en dermocadogde alors que son rble est essentiel
dans les différentes couches de la peau. La rdisoh a ce que I'on connait tres mal la
régulation de ses effets.

De plus, il correspond a la nouvelle tendance dechéa: le retour au « bio ». En 2008, le
marché francais de la cosmétique biologique as@aln chiffre d’affaires de 250 millions
d’euros, en hausse d’environ 20% par rapport anéanprécédente ; le produit bio ne
représentant cependant que 2 a 3% du marché cgsmé&in France, selon la Fédération des
Entreprises de la Beauté (FEBEA)

? http://www.marketing-etudiant.fr/exposes/c/marche-cosmetiques.php

3 http://www.bioalaune.com/fr/actualite-bio/278/castigues-bio-des-normes-plus-exigeantes-des-2010
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|.2. Le calcium dans la nature : I'exemple du bamudistes d’Orgon

En géologie de surface, le calcium est principaleinassocié au GGsous la forme
solide de carbonate : Cag@n parle du cycle du calcium qui est étroitemignau cycle du
carbone. C’est en effet en grande partie grace sedmestration du GQOsous forme de
carbonate de calcium que I'atmosphére primitivéadEerre s’est transformée. La plupart des
carbonates de calcium sont d’origine biologique:sont des biocalcaires. Le biocalcaire
étudié dans cette thése s’est déposé a la fin éiace inférieur (il y a 120 millions d’années),
a Orgon (Bouches du Rhoéne). Afin de mieux compreniér choix et I'intérét de cet

échantillon, nous allons retracer son histoire.

I.2.1. Contexte géologique: Paléogéographie du Crétacé dans le bassin
du Sud-Est de la France

1.2.1.1. Paléogéographie

Au Jurassique final-Crétacé inférieur, les Alpesnt’pas encore émergé. La mer Téthys
s’étend vers I'Est de I'Europe actuelle et le Swt-ffe la France forme un golfe qui s’étend
du Jura a la Provence (Figure 3). Cette régionnemiquée par I'évolution d’'un bassin

intracratonique. En effet, une réorganisation pgdégraphique eut lieu créant un bassin de
direction générale E-W qui s’est creusé par subseletres importante, supérieure au
remplissage sédimentaire, de sorte que ce basgprefondit et donna naissance au bassin
Vocontien. Cette subsidence est née du jeu dedaile direction N-S induisant des demi-
fossés de blocs basculés (hémigraben). Cet événesteconsidéré comme étant un écho du
rifting survenant a ce moment dans le Domaine Fggralors que I'Atlantique Nord et le

Golfe de Gascogne étaient en ouverture.
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Figure 3. Configuration paléogéographique du sutlelssla France au Barrémien supérieur. On distiedga
fosse en gris, la ceinture bioclastique (rayé)agpllateforme carbonatée en blanc. (Masse and F&n2006)

La complexité géologique de ce bassin est due andgrpartie a la présence d'un réseau

dense de failles :

le systeme de failles des Cévennes

la faille de Nimes (Orgon se situe sur la failleNdmes, proche des intersections entre
cette faille et son prolongement (Figure 4).

le prolongement vers le Nord de la faille de Nidedglirection N-S

et la faille d’Aix ou Faille de la Durance
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Figure 4. Carte représentative de la paléogéographi bassin sud-est de la France au Barrémien seypér
(Masse, 1993)

La partie Sud du bassin vocontien constitue unte{itame carbonatée. Les formations qui
affleurent a Orgon ont permis de définir le strgbet de I'Urgonien (D’Orbigny, 1850) a
partir du calcaire a rudistes datant essentiellérderBarrémien-Aptien inférieur. Orgon était

alors situé sur la plate-forme interne du bassioovitien (Figure 4).

Qu’est-ce gu’une plateforme carbonaté de I'Urgorfien

Les formations carbonatées dites « Urgonienness @aquelles les rudistes ont joué un role
important, bien que n’étant pas constructeurs éssprtent la sédimentation carbonatée d’'une
époque définie, le Crétacé inférieur. La biosédia@mn urgonienne peut étre expliquée par
la conjonction de facteurs biologiques (la présahe@&oraux et essentiellement de rudistes),
climatiques (climat chaud et humide) et dynamiq(lascroissance et le déplacement de
marges continentales) (Rat and Pascal, 1979 ;rRlaPascal, 1982).
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La sédimentation de type boueuse y était prépontiera’abondance de ces boues calcaires,
gui ont donné des calcaires micritiques, est agiioe de la compacité des calcaires urgoniens
(Rat et Pascal, 1979).

\\ W \\\\ \\ L |

PLATE ~-FORME MAHGINU

TALUS OU PENTE EXTERNE TORA
\ \ \\ \ '-'T ORAL insulaire
. &
i lagune 2

Charophytes

Figure 5. Organisations des plates-formes urgongnprovencales : plate-forme avec une barriereragrtet
adossée a un domaine insulaire émergé.C : corauxgc@noides et bryozoaires, T : turritelles, Rudistes,
Sp : spongiaires, bc : accumulations bioclastiquks,infralittoral, CL : circalittoral (Rat et Pasal, 1979).

L’organisation des plates-formes urgoniennes proaies a été décrite: la plate-forme est
caractérisée par la présence de rudistes sur aubabilo-vaseux avec péloides et miliolidés.
Ce sont des conditions de milieu calme a peupletrenthique dense (Rat and Pascal, 1982).
Au-dessus de ces fonds a rudistes pouvaient skeldifférentes formes en relief. Masse
(1976) a décrit la présence de constructions ¢enalés en Provence servant de barriere entre
la plate-forme, plus ou moins protégée et le domagmterne, ouvert, de bassin (Rat
andPascal, 1979). Enfin, on retrouve a l'extrénofposée, I'ensemble margino-littoral
provencal, ou on y distinguait plages et maraisitmes avec lagunes plus ou moins
dessalées (signe d’'un isolement relatif par rappotd mer): ceci permet d’affirmer des

apports terrigenes nuls (Masse, 1976 ; Rat ancaRd$€82).

Qu’est-ce gu'un calcaire de plateforme ?

« C’est un calcaire formé par des boues, des fratgml des parties entieres de squelettes ou
de coquilles carbonatées. Ces organismes vivaignire plate-forme marine peu profonde.
Leurs fragments appelés bioclastes, ont été trargspet redéposés pour donner un sable ou

une vase calcaire a l'origine du calcaire de platse. Aussi, on peut considérer qu’une
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plate-forme carbonatée est un organisme vivantlearsédiments qui la constitue sont
essentiellement d’origine biologique et se sontodép sur place ou non loin dela ou ils ont
été produits. En ce sens, les sédiments carbodété&sent des sédiments détritiques qui eux
sont ameneés par I'eau ou par le vent de l'aireasién a 'aire de dép6t. » (Arnaud-Vanneau,
2007).

Au Valanginien inférieur, Orgon se situe au nivealagique mais la plateforme carbonatée
progresse alors vers le nord (Figure 6). Au mémmemt, des événements de submersion se
produisent au nord-est de la Provence avec un dgigout particuliérement marquant, au
milieu du Valanginien. A I'Hauterivien moyen-inférr, la propagation de la plateforme est
interrompue par une phase de submersion. Ensuitdaaterivien supérieur-Barrémien, une
nouvelle phase de propagation de la plateformergdufi et au Barrémien supérieur, la
plateforme provencale atteint la région du Ventous, sa plus grande étendue : elle est
distante de la c6te méditerranéenne de 100km. Gsgaitue alors sur la plateforme interne
et les dépbts précédents sont alors recouvertepéacies a rudistes. Cette phase se termine
par un nouvel épisode de submersion ou les coudeslicaires a rudistes sont recouvertes
de sédiments riches en carbone organiduee.transgression du Crétacé est d'une rare
ampleur; la montée du niveau de la merteie qu'une assez grande partie du domaine
continental est envahie par des mers épicontirent&@n estime que le niveau des mers
devait étre 200 a 300 metres plus élevé gqu'acimeld (Masse and Philip, 1981 ; Masse,
1993). A I'Aptien inférieur, un bassin sud-provelegge creuse et crée deux plateformes
carbonatées, l'une sud-provencale et la secondd-provencale. Puis une régression
généralisée des eaux s’est produite suivie du gemlent de la crodte a la fin du Crétace
(Masse, 1993). En effet, a I'Albien le nord de tav@nce va émerger, c’est le bombement
durancien, et ainsi bloquer la communication emdrener Alpine et le golfe de Basse-
Provence (Philip, 1970; Masse and Philip, 1976).boenbement durancien correspond a

plusieurs zones émergées, soulevées par l'infludmterogenese pyrénéenne.
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Figure 6. Cartes paléogéographiques correspondamntzhases principales de I'évolution de la platefer
carbonatée (Masse, 1993).

1.2.1.2. Colonne stratigraphique

Au Valanginien et a I’'Hauterivien, on retrouve agom des marnes et calcaires marneux
(Figure 7). Les calcaires Urgonien sont limitésBaurémien avec des packstones-grainstones
datant du Barrémien inférieur-moyen et des faciesoraux et rudistes d’age Barrémien
supérieur. On peut observer la succession des esg#vlogiques suivantes (Masse, 1993) :

- Une couche inférieure bioclastique (50m d’épaigseontenant des bryozoa, des éponges et
des bivalves

- Des calcaires caillouteux a grains fins (160npdisseur) avec des Toxasters

- Une couche bioclastique (200m d’épaisseur) aveassemblage micropaléontologique du
Barrémien inférieur et un calcaire oobioclastiqueBarrémien moyen-supérieur au-dessus.

- Enfin, on retrouve une couche de coraux surpl@antféne couche de rudistes (100m
d’épaisseur) datant du Barrémien supérieur (Aptieférieur), i.e. le facies Urgonien
proprement dit et défini par d’Orbigny. Cette coeiast la couche essentiellement analysée

dans ce mémoire.
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Figure 7. Stratigraphiedxgon (Masse, 1993).

I.2.2. Qu'est ce qu'un rudiste ?

Au Barrémien-Aptien, période ou les rudistes étaies principaux composants des

plateformes carbonatées des bords de la Téthyss@vasd Fenerci-Masse, 2006), Orgon se

situait dans la zone subtidale, c'est-a-dire l&z=iuée en-dessous de la zone de balancement

des marées, une zone peu profonde (Masse, 1993pitQin niveau de faible a moyenne

énergie signifiant un faible apport terrigene (Massd Philip, 1981). Le climat était alors

chaud. Ces conditions représentaient les facted#auk pour le développement et la

croissance des rudistes (Masse and Philip, 1984 pl0s, le socle devait étre stable pour la

création de la plateforme et la variation du niveleula mer faible. Enfin, ils nécessitaient

'absence d’organismes restreignant les conditionéanographiques (Masse and Philip,

1981).
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Figure 8. Requienia Ammonia d’Orgon. Barrémienésigur (en bas, une coupe caractéristique du biwalv
montrant son épaisse coquille)

Les rudistes (figure 8) ont vécu entre la fin duadaique et la fin du Crétacé et ont dominé
toutes les autres formes récifales jusqu’a leunetion de masse Crétacé-Tertiaire ou ils ont
completement disparu. Les rudistes ont a cetteogenemplacé les coraux et étaient parmi
les plus importants producteurs de carbonates €Gail, 1995). Cependant, ils doivent étre

considérés en tant que producteurs de sédimemisnetie récifs au sens strict du terme; en
effet leur contribution squelettale était faibl®.@-13.2%) et ils ne présentaient aucun relief
topographique contrairement aux coraux (@&ilal, 1995 ; Masse and Fenerci-Masse, 2006).
A la fin du Crétacé, les Requieniidae ont soufféun déclin important di a la baisse du

rapport Mg*/C&* dans les eaux des merGili et al, 1995 ; Steuber and Rauch, 2005,

Hautmann, 2006).
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Figure 9. Chama vivant dans le Golfe d’Aqaba (Hadr,1984). La valve spirale est fixée et 'ouveztreste
plus ou moins paralléle au fond marin.

Les rudistes sont I'un des constituants les plupoitants des lagons au Crétacé. lls ont
généralement une valve fixée sur le substrat etvahe operculaire moins développée, plate
ou en bonnet phrygien, qui ferme la coquille. Clestas chez les requieniidae comme on
peut le voir chez les Chama actuels (Figure 9)r lcequille est issue de la biominéralisation
(Figure 10),i.e. la matrice organique s’organise en une structaires daquelle les cristaux
d’aragonite et de calcite viennent minéraliser.t€e@hinéralisation est elle-méme sous le
contréle de la matrice organique (Addadial, 2006). Les composants majeurs de cette
matrice sont des polysaccharides essentiellemelat cldtine (Weiner and Traub, 1984), des
protéines (Marin and Luquet, 2004) et des lipides coquilles de rudistes sont composées
d’'une couche externe calcitique et d’'une coucherma aragonitique (Skelton, 1976).

Central body
Left valve .y Right Valve

Figure 10. Description des deux valves d’'une Redaie
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La couche interne a presque toujours été dissdawderecristallisée en calcite. Par contre, de
nombreuses études ont prouvé que la couche exdpaisse et compacte était relativement
résistante aux altérations diagénétiques (Al-Aaaoh \deizer 1986 ; Steuber, 1999 ; Steuber
and Rauch, 2005). En effet, cette coquille a méraemiz de préserver des couches
aragonitiques dans de nombreux fossiles datant ékokbique (Hall and Kennedy, 1967 ; Al
Aasm and Veizer, 1986).

I.2.3. Avantages du site d'étude

Mes échantillons ont gracieusement été fournis lpaSociété Omyh qui exploite
actuellement, les calcaires du Barrémien supéigtien inférieur de la carriére d’Orgon. Ce
niveau a texture crayeuse est, comme on l'a viherien rudistes. Mes échantillons
proviennent de cette couche (OrgonU) et le préleévgndemandé est un concentré de
coquilles de rudistes (OrgonT). C’est un calcaited grande pureté puisqu’il contient plus
de 99% de calcite. Il est si pur que 0.5% de lalpecton d’Orgon est envoyé a l'industrie
pharmaceutique européenne pour les pansementggasirles médicaments neurologiques
et la formulation. Le gros de la production (700@t@Mnes/ an) est vendu sous forme de

poudres :

- charge pour les matériaux a haut indice de blamc(peinture, coating).
- additifs dans la fabrication des cosmeétiques.

- additifs dans les aliments du bétail.

Etant donné la pureté de I'échantillon et la présede nombreux rudistes qui, d'apres la
littérature pourraient encore contenir leur matocganique, cette couche ne pourrait-elle pas
étre valorisée a des fins pharmaceutiques plusesgantes ? En effet, comme il va en étre
discuté dans le chapitre suivant, de nhombreusgigtés biologiques ont été découvertes

dans les coquilles de biominéralisation actuelle tpue la nacre...

* Je remercie tout particulierement MM Serge Bastiirecteur Production et Qualité du site d’Orggin
Sébastien Clauser, géologue en chef d’'Omya Framael@ur aide.
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|.3. Biominéralisation du calcium et Pharmacopée

I.3.1. La Nacre, exemple actuel d'association organo-minérale

La nacre est depuis plusieurs décennies la texnugailliere de biominéralisation la
plus étudiée pour son intérét économique, sonsatibn en chirurgie réparatrice osseuse
(Atlan et al, 1997) ou encore a cause de ses propriétés meeaniemarquables (Jacksan
al., 1988). Elle est considérée comme modele deerdtér et elle est présente au sein de
guatre des huit sous-classes de mollusques (Chatesg al., 2010). Il y a trois types de
nacre. Celle qui constitue les bivalves possedestmeture tridimensionnelle en brique et
mortier aux propriétés particulieres. C'est gragaatructure répétitive que la nacre possede
un comportement si particulier vis de la lumierg(ife 11). Elle est en effet formée d’'une
juxtaposition réguliere de couche de tablettesagjanite de 0,,um d’épaisseur, soudées par

un ciment organique de 30 nm d’épaisseur (Sext, 1997).

NIspesRseRee
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Figure 11. L’ observatlon de la nacre avec des gsmnents crmssants met en évidence sa structure
multiéchelle (Lopez et al, 2008):
a) au microscope & balayage (MEB) (50 x.&)
b) au microscope a force atomique (AFM) (0,5 x:0vB)
c) au microscope électronique a transmission (M@TQ05 x 0,00%n)

Les composés organiques associés a la nacre satisés autour des tablettes minérales et
forment ainsi la structure dans laquelle s’effeclee dépot des tablettes polygonales
d’aragonite; ce sont essentiellement des polysaiddsa (i.e. la chitine) et des protéines
hydrophobes (Addadet al, 2006). La matrice organique soluble se retroguant a elle
occluse a l'intérieur des cristaux et contrble ifiation de la précipitation du minéral, la

régulation de la croissance, la détermination dlyrporphe cristallin, etc....Méme si la
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composition et les fonctions de cette matrice aman ne restent encore que partiellement
connues, de nombreux travaux ont permis de déoentaines de ces molécules. Certaines de
ces protéines ont d'ailleurs été étudiées et oanaées (Marin and Luquet, 2004). Cependant,
'ensemble des connaissances acquises I'ont ettt ge I'étude d’un nombre restreint de
modeles biologiques appartenant principalemenua denres de mollusque®inctadapour

les bivalves eHaliotis pour les gastéropodes.

Nous allons voir dans ce chapitre que les molécetésites de la nacre sont reconnues par
les cellules constitutives de notre squelette ogs#el notre cartilage mais aussi par celles de

notre peau.

I.3.2. La peau et les associations organo-minérales

La peau est un tissu de soutien. Malgré les difféggs évolutives, il existe une
homologie de position entre la coquille de nacra @eau humaine. De 13, I'idée du Pr Lopez
d’étudier les effets de la nacre sur la peau (Lagied, 2008a). En effet, la nacre fait partie
intégrante des pharmacopées anciennes. Elle dikséaidans de nombreuses préparations
pharmaceutiques afin de protéger la peau. Les deis@nt par exemple utilisé la nacre polie
pour se frotter le visage ; cette pratique devaitrettre de stimuler la circulation sanguine et
d’équilibrer le potentiel bioélectrique des celklde I'épiderme. On sait aujourd’hui que cela
facilite le transfert des oligo-€léments et des éuooles de la nacre au travers de la peau
(Lopezet al, 2008a). Morvan (2009) a déemontré recemment timakation des fibroblastes
du derme uniquement grace a I'apport de calciura.dremiéres études sur I'implantation de
poudre de nacre dans la peau de rats ont monteflegaméliorait la synthése de la matrice
extracellulaire, la production de composants im& dans l'adhésion et dans la
communication cellulaire ainsi que la synthese akagéene type | et Il (Lopeet al, 2000).

Il a également été démontré une activité sur ldlsiles germinales souches des cellules
épidermiques ce qui contribue ainsi a réguler gerfaoptimale la stratification épidermique,
source de bonne santé cutanée. Les lipides étpnhilgpal constituant de la barriere cutanée,
Rousseatet al. (2006) ont montré qu'il était possible de renforte barriere cutanée en
traitant la peau a I'aide de compositions cosmésqégénérantes, contenant un principe actif
riche en lipides extraits de la nacliea été démontré que ces lipides stimulent la petidn
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de filaggrine, molécule qui permet a la couche éernde rester hydratée dans un

environnement peu humide et donc de protéger dessigns extérieures.

Ces travaux ont donc soulevé beaucoup d’intéréhtgiuda valorisation possible de réserves
importantes de molécules fossiles de calcificafiathes fins médicales et cosmétiguaans

ce travail nous montrons que le calcium, s’il estogié aux molécules organiques extraites de
calcaire biogénique, peut constituer une sourcetifBapour la régénération épidermique

et/ou I'hydratation de la peau.

I.3.3. L'os et les associations organo-minérales

La nacre et I'os sont des structures homologuesigfuévolué indépendamment. En effet,
il y a une homologie de fonction entre la nacre mpprésente le squelette externe des
mollusques et I'os qui représente le squeletterneteTous deux sont issus du processus de
biominéralisation ; ce dernier commence par latss¢ de la matiere organique nécessaire et
ceci par des cellules spécialisées (les cellulesndnteau pour la nacre et les ostéoblastes
pour I'os). Celle-ci va alors servir de cadre pleudép6t du minéral : du carbonate de calcium
sous forme d’aragonite pour la nacre et du phogpdatcalcium sous forme d’hydroxyapatite

pour l'os.

[.3.3.1. L'Ostéoformation

Les processus moléculaires et cellulaires impliciess la formation osseuse sont assez
bien connus. Néanmoins, chercheurs et clinicienst so la recherche de solutions
thérapeutiques capables d’augmenter I'ostéoformatans le cas de maladies osseuses et de

nombreuses études restent a mener. L’'osteoformsigfiectue en deux étapes :
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*L’ Ostéoinduction est la capacité d'induire une différenciation wiglire pour
synthétiser une matrice osseuse minéralisée (tdéfinle GESTO, Groupe d’Etude des
Sciences du Tissu Osseux). Ce phénoméne nécesstanulus inductif permettant un
recrutement de cellules non engagées dans la st#eldastique.

L’ Ostéogénesecaractérise la capacité des cellules génétiquemertifférenciées
d’évoluer en pré-ostéoblastes et en ostéoblasegph€nomeéne se produit pendant la

régénération osseuse.

Les cellules mésenchymateuses ont une certaindicfilaset peuvent se différencier en
chondroblastes, ostéoblastes ou adipocytes. Lé&reif€iation vers I'une ou l'autre voie
implique I'expression temporelle de facteurs degcaiption, dont certains ont été identifiés :
c’est la phase d’ostéoinduction. Se produit altwstéogénese ou les grandes étapes sont
caractérisées par la prolifération et la différation de ces cellules souches engagées dans la
voie ostéoblastique. Elles se différencient alarsostéoblastes fonctionnels chargés de la
synthese et de la minéralisation de la matrice useseLe développement de modeles
cellulaires et génétiques a permis de mieux congpestes mécanismes impliqués dans le
recrutement, la différenciation, la fonction etpkgptose de I'ostéoblaste. La différenciation
des ostéoblastes nécessite I'expression coordodeéplusieurs facteurs de transcription
systémiques et locaux qui contrblent I'expressien génes cibles au cours de l'ossification.
Plusieurs marqueurs sont aussi exprimés de faguesgéelle au cours de la différenciation
ostéoblastique. Ces molécules sont indiquées diguee 12 et ne seront pas détaillées dans

cette thése.
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Figure 12. Régulation du développement et de férdificiation de l'ostéoblaste (Lian et al, 1999)

Puis a lieu la phase de maturation qui est catiaégrpar I'expression de genes
ostéoblastiques et associés a la production deicmatls que la phosphatase alcaline, le
collagéne de type |, 'ostéopontine et la fibromext Les ostéoblastes différenciés expriment
enfin des marqueurs tardifs de la différenciatiels que I'ostéocalcine et la sialoprotéine

osseuse.

1.3.3.2. Les Potentialités ostéogenes de la Nacre

En 1972, Amadeo Bobbio examina des cranes vieptudede 500 ans mis au jour au
Honduras. Il découvrit que les Mayas remplacaiestdents disparues par des fragments de
nacre. Les radiographies montrent que la nacr@ashitement ostéointégrée. Os et nacre

semblent donc partager, au-dela de leur distanckitéxe, certains mécanismes de contréle
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de la biominéralisation. Afin de vérifier cette logpese, I'équipe du Pr Lopez (1992) a mené
des expériences in vitro qui consistaient a mettrdragment de nacre en contact avec des
ostéoblastes en culture (figure 13). Les obsematfaites montrent que la nacre est reconnue
par les cellules osseuses : elle stimule la pralifén des ostéoblastes a son contact et induit

la production d’'une nouvelle matrice organique s#nelopper de toxicité cellulaire.

Figure 13. Réaction autour d’'un fragment de naaveédans une culture cellulaire d’ostéoblastes Hama
Caractere Ostéogénique de la nacre.

En site cranien, le phénomene d’ostéoinductionqujae par la nacre a été démormr&ivo:

il se déroule complétement jusqu’a I'obtention dature (Le Faou, 1996). Ces résultats ont
également été confirmés avec un os maxillaireeféat, des étudeis vivo ont été conduites

et I'équipe du Pr Lopez (Atlapt al, 1997) ont placé de la poudre de nacre provedant
Pinctada maximalans des os de patients porteurs de déficits wslswont constaté que les
implants étaient parfaitement tolérés : la nacselait une biodissolution et a été remplacée
par un os néoformé. Deux ans plus tard, un fragmemacre a été placé au sein d’'un fémur :
une activité cellulaire, moléculaire et ioniqueté demontrée a l'interface os/nacre (Atktn

al., 1999). La nacre manifeste donc les trois progsiequi la rapprochent de l'osg.
ostéoconduction, propriété passive d'un matériaureaevoir la repousse o0sseuse,
ostéoinduction et ostéogénése. Ces chercheursuggér® I'existence de molécules signal
contenues dans la nacre qui stimuleraient la régéog osseuse. Ces molécules organiques
ont ainsi été extraites et ont démontré une stinomale la phosphatase alcaline, marqueur de
la différenciation des ostéoblastes (Lamglearl, 1999). De nombreuses études ont donc été
conduites sur les relations entre cette fractidnlde extraite a I'eau et la formation de I'os ;

il a été prouveé que I'extrait stimulait la prodactide phosphatase alcaline ainsi qu’une baisse
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simultanée de la production de protéines: c’estplaase d'ostéoinduction, i.e. la
différenciation cellulaire (Almeidaet al, 2000 ; Pereira-Mouries, 2003). Cette fraction
soluble a été démontrée également compétente pourler toutes les cellules de la lignée
osseuse et méme acceélérer le processus de diffitencet de minéralisation de l'os
(Rousseaset al, 2003 ; Pereira-Mouries, 2003).

La matrice organique isolée de la nacre peut dodgiie la stimulation des cellules osseuses
et cartilagineuses ; elle peut méme induire ladttion de leurs précurseurs non seulement
pour réparer ou entretenir ces tissus mais aussutiaba la formation finale de tissus
physiologiqguement sains et actifs. Elle est biocatilybe, ostéoinductrice et ostéogénique.

Ces propriétés de la nacre en font un biomatérexcdllence pour la régénération osseuse.
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Chapitre 1l : Stratégie de I'Etude

Cette these a été menée pour faire la démonstratidih existe dans le monde
géologique des accumulations de molécules liees Bidminéralisation du carbonate de
calcium dans un bon état de conservation. Ensbisgagit pour moi de prouver que ces
molécules ont conservé une activité biologique.i Gexa réalisé a la fois sur les cellules de la
peau et de l'os. Si tel est le cas, il s’agit erd® chiffrer quels gisements potentiels elles

représentent pour l'industrie pharmaceutique, aitiaiee ou cosmeétique.

Pour faire cette démonstration, nous commencerans t& chapitre Il par démontrer la
préservation des molécules organiques de biomisétian au sein du gisement d’Orgon. Les
preuves de la bonne conservation de la matricenayge dans la couche externe sparitique
des rudistes seront attestées par plusieurs tasmiglles que la microscopie photonique, la
microscopie électronique a transmission et a bgkya La séquence diagénétique sera
étudiée grace a l'analyse par cathodoluminescehnca k& microscopie photonique des
coquilles de rudisteRequienia ammoniall s’agit de montrer que la recristallisation des
coquilles permet la conservation des moléculesrggas d’intérét et qu’il 'y a aucune

contamination par des biomasses détritiques.

Dans une seconde partie, chapitre 1V, aprés avamottré la préservation de la matiéere
organique, nous montrerons qu’il est possible dére des protéines et des lipides associés
au calcium des calcaires. A Orgon (SE France) cefaésente un gisement potentiel
d’environ 100 tonnes de protéines et 1450 tonnedipides extractibles pour I'industrie
pharmaceutique. Ces molécules constituent bien krice organique résiduelle de
calcification a I'origine de I'élaboration des caldps de rudistes. Cette matrice sera extraite
du calcaire selon divers protocoles : une extracideau, une extraction par décarbonatation
et une extraction a I'éthanol pour concentrer ipglés. La caractérisation sera réalisée par

différentes techniques classiques de géochimienarga et de biochimie.

Dans le chapitre V, I'étude sur I'activité résideeties molécules fossiles est menée sur des
explants de peau humaine maintenue en survie.eStsdnt été réalisés en collaboration avec
le laboratoire Bio-EC du Dr Elian Lati a Longjume&le sont des testsex-vivo »évaluant

les activités des deux extraits d’Orgon: d’'une paxktrait a I'éthanol nommeé OrgonE. Il est
essentiellement constitué de lipides et de chladerealcium formés lors de I'extraction apres

ajout d'acide chlorhydrique. Il contient égalemeatds protéines. Le deuxiéme extrait,
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OrgonW, a été obtenu par simple agitation dansalvast essentiellement constitué d’eau
pure. L'activité de cet extrait a été comparée &mm extrait acidifié et donc décarbonaté, ce
qui a permis de concentrer les molécules organicpfesde mettre en évidence I'activité des
molécules extraites de la carriere d’Orgon, nousnavcomparé cette activité a celles du
carbonate de calcium chimique (contrdle négatifa ele la nacre provenant de coquille de
'huitre Pinctada margaritifera(contréle positif). Ces deux témoins étant exdravec le
méme protocole que celui de I'extrait testé. Lepitn@ V se présente sous la forme de deux

projets de publication.

Enfin, le chapitre VI a été consacré a I'évaluatoim I'activité résiduelle des molécules
fossiles extraites sur I'os. Tout comme I'équipeRtuLopez I'a démontré, notre objectif est
de montrer la stimulation des phénomenes d’ostéciiwh et d’ostéogénese par les extraits
d’Orgon. Pour vérifier cette hypothése, nous dev@aliser des expériendesvitro sur des
cellules représentatives de différents stades tliéea de la lignée ostéoblastique en
présence de l'extrait. Les témoins positif (Nacee Binctada Margaritifera) et négatif

(carbonate de calcium chimique) ont égalementesti&s.

Enfin nous arriverons en fin de mémoire a une amich générale qui établira les résultats de
cette thése : les molécules fossiles de biomirsatahin s’accumulent dans les calcaires de
plateforme. Ces molécules peuvent étre extraitede@tude démontre pour la premiere fois
gue malgré la diagenese, elles sont reconnueepaellules humaines. Elles conservent un
effet stimulant sur certaines fonctions de la pmade I'os a 'instar des molécules de la nacre
actuelle. Certaines stimulations sont méme origmak qui ouvre des perspectives nouvelles

sur le réle de « maturation » que produit la diggen
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[11.1. Résumé de la publication 1

Orgon est une carriere de biocalcaires dont la igatdité des dépdbts sont des
grainstones a grain fin, peloidaux et a miliolodaefermant quelques débris clastiques et des
fossiles. Cette roche est d’'une grande pureté phuscde 99 % de calcite non magnésienne.
Ceci a été confirmé dans cet article par diffracties rayons-X, spectrométrie infrarouge et
cathodoluminescence. L'analyse des éléments tregaiisée par ICP-AES montré plus de
50% de calcium, un peu d’aluminium et de siliciumsaque des traces de fer, de magnésium,
de sodium et de potassium (Tableau 1). En analysagsidu insoluble a I'acide aux rayons-
X® et par infrarouges, on observe la présence dem@x05% de kaolinite qui concentre le
silicium et I'aluminium. La kaolinite est considér&éomme un apport détritique d’aprés
Chamley et Masse (1975). Des traces de quartz qQuesides plagioclases et des feldspaths
potassiques ont également été mis en évidence. dodrilution détritique est donc

négligeable.

Lors de I'étude des événements diagénétiques pabites rudistes, la couche interne a été
dissoute tandis que la couche externe calcitigaesabi qu’une recristallisation en calcite non
magnésienne (Al-Aasm and Veizer, 1986 ; Steuber Rach, 2005). Dans cet article, la
séquence diagénétique a été retranscrite graceudistesRequienia ammonigOrgon). Les
coquilles ont tout d’abord été observées en miaiscphotoniqué(Figure 14 et 16) puis par
cathodoluminescence (Figure 15, 17 et 18). La c@wachgonitique a d’abord été totalement
dissoute puis la couche externe a recristalliséeadeite non magnésienne sous forme de
grands cristaux palissadiques (dLMC, avec un speaart sombre de cathodoluminescence,
figure 15). Cette recristallisation s’est effectueefacon centripéete. Ceci est visible a la figure
16 qui montre des figures de croissance en « chag@aois ». Il s’agit d’'un processus de
précipitation/recristalisation avec une faible di#fion des éléments. L'étape suivante montre
un remplissage par un sable coquiller, l'attaqudadeouche recristallisée (dLMC) par la
faune endolithique puis une cimentation primaire critique (orangée en

cathodoluminescencekEnfin, une sédimentation interne s’est produiteaetonduit au

® Je remercie Patrick Baillif et Rachel Boscardimpla qualité de leurs analyses.
® Merci & Philippe Penhoud pour les analyses auwofa.
" Merci & Sylvain Janiec pour la qualité des lames.
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remplissage des dernieres porosités par une sparde pure (vert sombre en

cathodoluminescence).

L'objet de cette publication consiste a montrer umatrice organique de biominéralisation
associée a la formation des coquilles de rudisteoseserve en inclusion dans la couche
externe malgré sa recristallisation. Les analysaskHEval estiment entre 500 et 750g/tonne
de matrice organique encore présente dans la twcite suivant les niveaux. Les preuves de
la bonne conservation de la matrice organique suwitiples. En effet, les traces organiques
se présentent sous deux formes: d’'une part, dgseatients organiques qui fluorescent en
lumiére UV? (figure 20 et 22); la microscopie électroniquetemsmission confirme qu'il
s’agit de films lamellaires organiques (Figure 2itfjribués a de la matiére organique
insoluble. Ces alignements paralléles a la surbateité préalablement décrits par les auteurs
comme des stries de croissance. D’autre partutadscence montre également des globules
organiques en inclusions dans ces mémes cristeuxgf22). Il s’agit de la matrice organique
soluble, dissoute et remobilisée sous forme d'siolss au cours de la recristallisation
(dLMC). Avec ces molécules se retrouvent aussiuscigs éléments traces (magnésium, fer et

sodium) (Figure 19).

La séquence diagénétique retranscrite démontreateditions de diagénése douces. Cela a
permis aux rudistes du massif d’Orgon de présdegemolécules organiques a l'intérieur de

leurs cristaux. La diagenese et la quasi-abseragpdits détritiques a Orgon, permettent
d’envisager une trés grande qualité de stockagdeepureté du contenu organique de

biominéralisation en vue de sa valorisation dandomaine pharmaceutique (chapitres V et
VI).

8 Je remercie Mohammed Boussafir pour son initiatibses conseils pour I'analyse en épifluorescence.
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ABSTRACT

Biogenic limestones of platform settings have aone#ignt potential to produce and store
fossil calcifying organic molecules. These molesulepresent a potential source of active
substances for the pharmaceutical industry. We sWitlv the example of the cretaceous
chalky limestone from Orgon (Provence) that there eeal fields, promised to the

exploitation in the future. This paper quantifieswanalyzes the origin of the organic stock
related to the biomineralization of rudists, i.Bassil bivalves which acted as carbonate
producers in the cretaceous platform environmdtgsrography shows that the organic matter
is preserved in inclusions in the outer layer ¢al@art of the fossils into two forms. The first

one constitutes the 'growth lines' described by ahthors, but hitherto partly explained.

Transmission electron microscopy bears out theigawoic nature corresponding to

polysaccharide compartments of the prismatic dag#r. The remaining stock fluoresces as
organic globules inside the calcite crystals ograin boundaries inbetween calctite crystals.
The soluble organic matter was dissolved in drepéetd trapped during the recrystallization
of the neomorphic calcite as primary inclusionstie crystals. Finally, the diagenesis
scenario shows that the deposition conditions ardizing. This guarantees the absence of
contamination by any detrital biomass. The proadssedimentation constitutes a selective

storage of molecules with high potential for theustry.
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INTRODUCTION

The role of the organic molecules is fundamentah& growth of biocrystals (Mann,
2001; Rousseaet al 2009). These molecules are part of the biocrystath was described
as a hybrid composite with a multiscale structunettte example of nacre (Roussesal,
2005). Very little sedimentology works have paiteation to the preservation or change of
the organic content during biocarbonate diagendBig. what happens to them during

diagenesis?

Scleractinian are the major carbonate producersanbonate reefs especially in modern
settlement. During the Cretaceous rudist bivalessl tto play the major physiognomic role.
Bivalves produce massive structures where the abseinporosity increases the potential for
the conservation of the organic matrix. (In thipg@a ‘matrix’ means the organic phase of the
biocrystal, following the accepted Biomineralizaticcense.) At the end of the lower
Cretaceous, the Urgonian platform (A. d’Orbigny5Q@B8developed in Provence (South East
of France) around the Tethys Sea (Masse and P&li®]l; Rat and Pascal, 1979; Rat and
Pascal, 1982). Carbonate production is dominatecufigt bivalves living in the inner zone
of the platform (Masse and Fenerci-Masse, 2006eyT$hould be considered as sediment
producers and not reef-builders as they have aiwella modest skeletal contribution, and
they showed little, if any, original relief contyatio corals (Masse, 1995). The development of
these formations were governed by important facswrsh as shallow water conditions,
relative tectonic and eustatic stability, low tgemous content and a warm climate of tropical

to subtropical nature (Masse and Philip, 1981).

We can wonder if the rudists were impacted by adrdmgenetic decay of organic matrices
as corals does (Cu#t al, 1997; Gautret, 2000; Perrin and Smith, 2007; iRet;, 2004,
Repellin and Trichet, 1975). Indeed, mineralizessues of cephalopods or even better
lamellibranchs, more compact, have a better patenfi preservation (Dauphin, 2001). A
synapomorphy of rudists is the possession of aerocdicite and inner aragonite layers
(Skelton 1976). The inner aragonitic shell layeavéh been almost generally converted to
low-Mg calcite (LMC). But the thick and compact eutshell layer of fibrous prismatic
calcite has been proved relatively resistant agailagenetic alterations (Al-Aasm and Veizer
1986; Steuber, 1999; Steuber and Rauch, 2005). @@ugo foraminifers, brachiopods and
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belemnites, being the most widely used archivegeothemical proxies (Veizet al, 1999),
the large size of rudist shells offers the oppatyuto study intra-shell variations of the
isotopic and chemical composition in detail (Steuli®99). Steuber and Rauch (2005) have
shown that the outer calcitic layer of requieniida@m Orgon have provided excellent
archives for mineral geochemistry (trace elements iaotopic proxies). But what about the

organic content?

There is no relationship between the age and theepration state of original minerals as this
latter depends first on the early diagenesis aedatitack from bacteria and lithophagous
organisms. Besides, Sandberg and Hudson (1983)eshtive presence of remnants of the
original aragonitic structure in bivalve shells.igtand the high level of Sr proved that
recrystallization occurred rapidly in one step. doaite bearing shells were proven to be
preserved if sealed off from pore—-water penetrat{@tolarski et al, 2009). Indeed,

dissolution is one of the most important mechanisindiagenesis. Biocrystals dissolution
was studied by Cubillasat al (2005): BET surface area-normalized dissolutiates were

compared for different polymorphs. These authotmdbthat the kinetics is slowed by the

presence of the organic matrix.

Here we show that the organic content of the prignbayer is partially preserved in the case
of rudist bivalves of Orgon. The impact of diagases the conservation of this matrix in the
fossils is studied by petrographic and organic geoustry techniques: cathodoluminescence
observations, minor and trace element analyses, S&MTEM observations complemented

by the quantification of the organic carbon content

MATERIALS AND METHODS

Material

The study is conducted on the chalky limestone @fo® dating back to the end of lower
Cretaceous period (Upper Barremian ~120My, as mmeddwy Steuber and Rauch, 2005) also
known as the Urgonian (-115; -125My) type seriesgdd limestone as produced and
commercialized (powder supply by Omya France SAgjody Bouche-du-Rhone, France) was

named in this work as Orgon U. It is a peloidaliggtone with foraminifers. It contains large
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fossils mostly found in a toppling situation (Mas4895). We also analyzed a level of the
quarry with a high content of these rudists (narasdOrgon T). Finally, we conducted the
diagenesis analyses on the rudists itself: MollusBavalvia, Hippuritoida Requienia
ammonia Urgonian. They lived as sessile, epi-benthic snsn feeders in shallow-subtidal
marine tropical or subtropical environments (Rosd &kelton, 1993). The control sample
used in this work belongs to the order Ostreidallddoa: Bivalvia, PteriomorphiRinctada
margaritifera, from French Polynesia. Mother-of-pearl layer wasacted and ground. It was
named in this work as ‘nacre’. Rectapur is the tiegacontrol used in this work (pure

commercial CaCg).

Sample preparation

The Orgon limestone was decarbonated to analyzenstwdubles. 50g of powdered sample
(particle size < 100 um) have been suspended imRb0Oultra-pure water with continuous
stirring during 24 hours. The suspension was tlegatrduged and the centrifugation sediment
has been collected for decarbonation. To thisrlad€l 2N had been added drop by drop as
long as pH>4. After centrifugation and filtratiaime filtrate was named acid-soluble matrix
(OrgonAS). The residue of the filtration was callecid-insoluble matrix (OrgonAl). This
fraction was further analyzed by X-ray diffractiand IRTF.

Techniques

Thin polished sections (petrography type) have beespared for optical microscopy in

polarized light and epifluorescence (Leitz, equgbpéth a mercury-vapor lamp). Scanning
Electron Microscopy was performed on fresh fracwgthe rudist shells, Au/Pd coated and
analyzed with a Hitachi S4500 FEG-SEM/EDS/Cryo nte@ns University.

Transmission electron microscopy was performedronrgd samples of the fossil shell. The
powder was dispersed on water and recovered ororcandated grids. Observations were
conducted on a Philips CM20/Edax at Orleans Unitser¥he diagenetic state was observed
by cathodoluminescence: emission of light from Bdsmduced by an accelerated electron
beam. It was performed on the cold cathod micros@pm spectrophotometer (330-900nm)
of GEGENA2 at Reims University.
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The Rock-Eval analysis (Rock-Eval 6 Turbo, Vinciclieologies, France) gives the total
organic carbon content (TOC) and the total mineabon content (CMin) by heating
samples in an open pyrolysis oven under argon (@Robet al, 2007). An analysis takes place
in 2 steps. First, during a pyrolysis under nitmoge desorption of hydrocarbon is maintained
at 200 °C for 5 min. Then, the pyrolysis occursasen 200 and 650°C at 30°C min-1. The
departure of hydrocarbons is recorded by a flameation detector (FID). At the same time
infrared cells detect CO and @@orresponding to the release of functions linkedrganic
molecules. At higher temperature above 550°C, ¢omds the CQ released during lime
formation. Peaks integration provides the amourdrganic as well as mineral carbon of the
sample (Bourrakt al, 2007). Second, the residue recovered afterlysisoundergoes a
combustion in a second oven from 400°C up to 850t@er artificial air (N : O,, 80 : 20).

CO and CQreleased are recorded on line by means of infreeésl.

The global composition of the samples and thathef @rgonAl fractions were determined
with X-Rays Diffraction. The apparatus used was iffrattometer INEL XRM3000 in
transmission with an INEL CPS 120 detector.

Each sample was then used for analysis of elemeatalentrations by inductively coupled
plasma-atomic emission spectroscopy (ICP-AES). $=snwere finely ground and dried at
105 °C in an oven. The concentrations of major el@s were determined after alkaline
fusion. For this method a 500 mg mass of Li{Dx was added to 100 mg of sample. The
whole sample was placed in a carbide crucible asdd to obtain a glass bead. Then, this
latter was dissolved in a 100 mL volume of dilutdtlOs. Each sample was measured in
triplicate with mean standard deviation less tha¥h.2Concentrations were calculated from

line intensities in comparison with certified reface materials (rocks).

The thin polished sections used for microscopy veer@ysed by EPMA quantitative analysis
(Electron Probe Micro Analysis; CAMECA SX 50, eqogal with 5 spectrometers): Mg, Sr,
Fe, Na and Mn were recorded in the same time amgpethon 3x3mm2 area with a 512x512

pixels resolution.

Finally, infrared spectroscopy was monitored in466-4000 crit wave number range with a
spectral resolution of 4 chusing a NICOLET Magna-IR 760 spectrometer. Thesitl
pellet preparation was used: the sample was figedynd in an agate mortar and 1 to 1.5 mg
of the resulting powder was mixed with KBr, prewspudried at 120°C for 24 h, to make a
150mg pellet. The mixture was homogenized and pcessan evacuable die to prepare a 13
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mm diameter pellet. The operating conditions we@ dcans, 2 cmresolution over the 400—

4000 cm-1 range without ambienf®land CQ correction.

RESULTS
1. Petrography

The petrography of Orgon limestones has been stuiliedetail by Masse. The chalky
limestone is composed of peloidal grainstones witihiolids. Mudstones (or wackestones)
are rare and preferentially associated with indwgtdevels that punctuate the succession
(about 100m). ‘High energy facies exist locally tbhave a very limited expression
(rudstones). Figure 14 is a SEM micrograph of theeiobroken edge of a shell showing large
sparry crystals of the fossil external layer adpde the peloidal sediment.

Figure 14. SEM secondary electron micrograph shall of Requienia ammonia with large palissadiargp
calcite (shell on top) and adjacent peloidal sedime
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The limestone was analyzed by XRD. Spectra exfbptere calcite. IRTF also show the
specific carbonate vibration peaks of calcite esielely, either with Orgon U, Orgon T or
commercial Rectapur calcite; &t 713 crit (in-plane bending of C§), v, at 880 crit (out of
plane bending of C§), vs at 1420 cnt (anti-symmetric stretching mode GO) as well as
harmonic and combination modes such as 1783 @marmonic of 880 cif), 2508 cni
vibrations combination 2854, 2925 and 2958'crAfter decarbonation, the acid insoluble
fraction (OrgonAl protocol) was analyzed by XRD aiRITF to determine the minor
minerals: the main one is kaolinite. Quartz is alsible. Traces of plagioclase and potassic
feldspath are also identified. In the OrgonAl regidiron is present as goethite oxide. In order

to complete the chemical composition, ICP-AES asedywere carried out (Tablel).

Orgon
Orgon shell _
Orgon U Shell steuber&Rauch, 2004 Pinctada nacre
Samples (control)
% oxide % oxide % oxide % oxide
SiO, 0,59 2,06 n.m. 0,56
TiO, 0,01 0 n.m. 0,01
Al,Oq 0,19 0,36 n.m. 0,1
Fe,0s 0 0,15 0.019 0,69
MnO 0 0 0 0
MgO 0,14 0,17 0.09 0,06
CaO 54,16 52,03 n.m. 52,29
Na,O 0,07 0,15 n.m. 0,85
KO 0,05 0,17 n.m. 0,08
P,O; 0,01 n.d. n.m. n.d.
Sro n.d. n.d. 011 n.d.
Fire Loss 42 43,91 n.m. 45,22
Total 97,21 99 n.m. 99,86

Table 1. Composition of major, minor and trace edats in Orgon U, a shell of Requienia ammonia doed t
control sample (Pinctada Margaritifera mother afapl layer) analyzed by ICP-AES.For comparison, the
analysis of a rudist shell is given (Steuber andd¢®a 2005).n.d. means non detected and n.m. nauregh

As expected, calcium is obviously the main elemer®rgon U. Magnesium is low; it is in
line with the low-magnesian calcite nature of thelist outer layer (see below, EPMA
analysis). Calcium level is lower in the controhgde, because nacre contains up to 1.8%
organic matrix. Partly for the same reason, thd shenple contains less calcium; its organic
content is 3 times higher than the one of the otk (see Rock Eval data, next paragraph).

The other reason is that silicon and aluminiumadse higher inside the fossil shell. Kaolinite
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(Al,SiOs(OH)4) was evidenced by XRD and IR spectroscopy afteadmnation. Kaolinite
was considered as a detrital material (Chamley &d9d, 1975). Calculation has shown that
aluminium is not sufficient for bonding all theisdn under the form of kaolinite. An excess
of silicon is appearing in the shell. Our hypotkdsithat shells were enriched in silicon with
the diagenesis fluids during the transformationhef initial (low-magnesium) calcite into the
diagenetic low-magnesium calcite: LMC -> dLMC. &in was then entrapped in the
inclusions associated with the organic matter. @odivas also measured: it was possible to
identify NaCl trapped as inclusion in the primagnment of the shell by SEM and EPMA. All
the values obtained in this work are in line whbge published in the literature feequienia
(Orgon) (Steuber and Rauch, 2005). Compared ta ddhgonian deposits in South-East of
France (Machhouet al, 1998), Orgon is the site with the highest chainpairity.

Finally, the total organic matter of the rock wasanqtified by Rock-Eval pyrolysis. Three
different samples were analyzed 4 to 6 times e&hbh.first one was the bulk rock: it gave a
total organic carbon (TOC) value equal to 200g/tdhen, the enriched-rudist beds of the
Orgon quarry gave a TOC value equal to 300g/tore frd sample was thRequienia
ground shell: the value obtained was 550 to 60@g/fo carbon content of 600g/ton in the
shell, represents about 1500g/ton of organic maia&imng into account C but also H, O, N
and S (calculated by comparison to the composiifochitin). Bioclasts and above all rudist
fragments, concentrate most of the organic matesgmt in the rock. Finally, it is interesting
to evaluate the residual organic content in thelbgis. This concentration can be compared
to the 7200g/ton of TOC found in the nacre congavhple: this makes approximately 8,5% of

residual organic content left in the shells at @tgo

2. Diagenesis

The limestone of Orgon contains large requienidisis. The observation of thin sections of
the shells shows a very homogeneous rock. Figuiie 4%ection across the Requienia’s shell
as seen with cathodoluminescence (CL). The extgrelaidal sediment can be observed on
the right side of figure 15 with a brown @olor. On the left is the internal packstone found

in the main cavity of the fossil.
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Figure 15. Cathodoluminescence emission of a Raguanmonia shell(back). On top, schematic of the
interpretative scenario of the diagenesis (scal@g8um).

The analysis of rudists allows to specify the ctiods of diagenesis and to define the
conditions of storage of the organic matrix theyaire (Requienia ammonjaToucasia
carinata but also some gastropods suchNexinea Giganteaetc...). At the death of the
animals, the internal aragonitic layer dissolvelse texistence of this layer is clearly
established in the Requieniidea (Al-Aasm and Vei2686) and other rudist bivalves. Here,
only the outer prismatiayer of calcite is preserved: it appears very Wehkninescent (dark
green in Fig. 15). This layer is made of large sparystals. We observed in transmitted
polarized light, that this layer underwent a cer@tal recrystallization. These observations are
illustrated in Figure 16 that shows zigzag featur@eng the sparry crystals. A
‘dissolution/precipitation’ recrystallization oceed according to a double front: see the
arrows on schematic of Fig.15. It is a diagenegéio/dow magnesium calcite: LMC -> dLMC
as asserted by the EPMA analyses (see below). @ifeimetal mechanism supposes a weak
diffusion of elements.
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Figure 16. Outer layer of Requienia ammonia obsarvéth polarized light (dALCM) : Chinese hat-likeatures
are seen in the center of the prismatic calcitestals.

Many tracks of ‘borers’ are visible in this shadlyer. They occurred after the neomorphic
recrystallization (dLMC). This is illustrated indtire 17: the hole was carved from the empty
body cavity. The internal aragonitic layer was athe totally dissolved because the borer
digged into the prismatic dLMC crystals. In thisseathe burrow was filled with the same

packstone as that in the main cavity of Requiesharacterized by an orange micritic cement.
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Figurel?. Evidence of endolithic faunas tracksthis example: from the internal cavity, inside theer dLMC
layer (the internal layer was dissolved and therystallization of the outer layer already done)dkeis
350um).

The filling of cavities is composed of shelly safight green) more or less fine depending on
the case, which undergoes a subsequent cementawima magnesian, with an orange
luminescence as shown in Fig. 15. A higher magaifon is given in figure 18, joined
bioclasts are visible in the filling: in particulaumerous recrystallized fragments of bivalves,
few foraminifers (Sabaudia?), peloids, etc... They linked by a fine micritic matrix (early
cementation); the cavity illustrated in figure 18 characterized by a high amount of sparitic
dark cement (final cementation). Green light cabthat of the pores (embedding resin).
They are located inside the clasts, probably rélatea flushing by fresh water during the
diagenesis and responsible of the chalky textuthisfimestone.

The filling and consolidation of the internal cavitas followed by a shrinkage that opened
many fenestrae. The main one was parallel to tige exf the outer layer. A secondary
cementation occurred by waves. It formed a lumieesdrusic spar with orange and green
spectra: magnesian at the beginning and less asdthereafter (see EPMA, below). This
episode occurred without completely closing theites: The end of the fenestrae cementing
occurred with the filling of dark green sparry cernsimilar to that of the dLMC. This was a

centripetal deposition of sparite large crystalshie double inner layer. This last cementation
also filled the residual porosity inside the paokst of the cavities as shown in Fig. 17.
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Finally, recrystallized cracks are noticeable: tlegssed all these calcitic structures at the
interface of crystals; they even go through thded#nt layers with a very light-green
fluorescence (Fig. 15).

Figure 18. Internal bioclastic sedimentation (foriaifers, milliols, entroques) observed with
cathodoluminescence: microfossils (green), prinrargritic cement and endoclasts (orange) and secgnda
sparitic cement (dark) (scale barre is 250um).

Analyses carried out with EPMA confirmed the reswbtained above (Figure 19). In this
figure, the field of interest is a similar areaim$igure 15, but rotated at 90°: the outer stell i
on the top, the double layer is in the center &edpackstone inside the empty body cavity is
at the bottom. The main feature which appears wRIMA data is the good matching of the
Mg map with the cathodoluminescence images (marsgaisecompletely absent and does not
explain the contrasts, not shown). Mg is aboverigible in the cement of the cavity and in
the drusic sparite at the beginning of taeestradilling. Its concentration is very low in the
prismatic layer: all the Mg it contains is gathesesdspotty inclusions, associated with Na and
Fe (not illustrated), probably within organic insions. The outer shell is a low-magnesium
calcite: dLMC. Sr and Na are very scarce in the&rddey are a little bit more abundant in
the outer shell. Some traces of Na are also obiskienmaside cracks parallel to the internal
layer.
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Figure 19. EPMA elemental mapping across the sifdlequienia ammonia, same area as in Fig.15 (alical
image with outer layer on top and internal fillimgthe bottom; (b): Mg; (c): Sr and (d): Na

3. Organic matrix evidence

In order to check if the shells ¢tequienia ammoniatill contain organic matter after the
diagenesis, they have been observed by differehhigues. Figure 20a shows an example of
a typical image obtained by optical microscopy atapized light (this zone is close to a track
of lithophagous dug into the shell and filled withrge spar crystals during the late
cementation) (the bottom left quarter of the imadde optical microscopy shows clearly the
fibrous large prismatic calcite crystals perpenkdicuto the surface, sometimes called
palissadic crystals. It also shows growth featateserved by the authors across the prismatic
crystals (Masse and Philip, 1972; Steuber and Ra2@b5). Figure 20b is the enlargement
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corresponding to the square of the first picturdgtamed with UV illumination
(epifluorescence optical technique). In these ilhation conditions, calcite is known to
produce a primary fluorescence in light green. algnments are seen to fluoresce in yellow,
sign of their organic nature. Small inclusions als® clearly fluorescing in yellow: that could
be the soluble organic matter dissolved and gathese ‘fluid inclusions’ in the calcite
crystals (dark features are artefacts: cleavageespr empty cavities due to the polishing of
the sample).

Figure 20. a.Optical microscopy image of the sbélRequienia ammonia. b. epifluorescence of tharsgu
zone of a: calitic crystals fluoresce in green, gom blacks and the organic matrix in yellow (Pbiarized
light; FL: ultraviolet illumination; scale barresra 100um).

The shells oRequienia ammoniwere also observed by scanning electron micros¢8giv,
Figure 21a). In order to prepare the sample for Sibskrvation, a fracture is produced across
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the Requieniafossil. As expected, the fracture surface cleaHgws the prismatic crystals
from the bottom to the top of the image. But margiguing, this technique also shows the
growth lines at the surface as arrowed on figura. But why do the growth lines produce
marks on the fracture surface? They correspond hatvis expected from the fracture
mechanics of a ‘composite material’ with two diffat phases (see eg, Evans and Marshall,
1989). To understand what happen it is necessagivi® a sketch of the situation when
preparing the sample. Figure 21b shows the promemgaf the fractrure across the calcite
crystals. Calcite behaves as a brittle materialthe present case, the crack propagation
crosses a series of ‘films’ with a different comitios and a different rheological behaviour:
elasto-plastic behaviour. When the crack impindresfiims, part of the energy is absorbed
and the crack is deflected at 90° along the inte$a(half arrows in Fig.21b). Sometimes it
pulls out the film as clearly seen on figure 21he Dther part of the energy goes through the
film in the main direction (crack front). Thesegaiments behave as expected for organic
films and not simple marks in the mineral. ThessUdees can be seen in other repports (e.g.,
Steuber and Rauch, 2005).
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Figure21. Outer shell layer of Requienia ammor(ia): SEM secondary electron image of the frackugace
(scale barre is 10um) and (b): schematic in crasgtien showing the crack propagation within calaitith
deflection at each film interface producing theitgb surface features seen with SEM (arrows inrace of

film).
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organic
particle

Figure 22. Transmission Electron Microscopy of ged shell. Flat particles exhibit typical amorphaarganic
diffraction pattern. The most abundant particlestaf shell are calcite grains with their typicalystalline
diffraction pattern.

The organic nature of the film was double checkgdtrinsmission electron microscopy
(TEM). The sample is first ground and then dispérgeto a TEM carbon coated grid. Two
distinct particle-types were identified (Figure 2Zhe most abundant one is calcite with a
typical crystalline diffraction pattern. The secowme has a flat morphology and an
amorphous electron diffraction pattern: it showgéarings and a strong diffusion central
peak, all features expected for organic matters&tiat organic chips may correspond to the
films responsible for the alignments evidenced @svth lines in optical and SEM images.
This is another evidence to assert previous firgliftheir location across the neomorphic
prismatic calcite crystals is the sign that they aotably insoluble and corresponding to the
interlamellar organic matrix of the biocrystal. Thgpe of compartments is made up of
polysaccharides, proteins and other organic maoéscifeg, Voss-Foucar, 1968). Thus growth
features observed by the authors are real andspamne to the successive compartments of
biomineralization of the shell.
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DISCUSSION

The limestone extracted in Orgon shows that thatdletontribution is negligible in Orgon.
The geochemistry was finely analyzed by Steuber Radch (2005). In Orgon, Barremian
seawater is low in magnesium and low in strontilmshallow seawater, the redox conditions
cause the dissolution of calcareous tebtasse et coll. suggested that the bioerosion of
rudists is different from that of corals, more peoi® generate muddy fractions than sands
(Masse and Fenerci-Masse, 2006). The role of mazeais, clinoid sponges and heterotrophic
microorganisms is often suggested as responsibltn& form of CaC@production,i.e. the
formation of muds (Neuweileat al 1999).

This limestone contains well preserved rudist speas. Rock Eval pyrolysis has shown that
these fossils concentrate almost exclusively ttgamic matter: up to 600g/tonne of TOC
(total organic carbon). This represents approxiimal®00g/tonne of organic matter still
present in the rudist shells. Different techniguesse used to locate and characterize this
organic matter. Epifluorescence has shown thagtbeith lines observed by the authors are
the former organic walls of the compartments lgftthe biomineralization process. These
organic compartments are precisely described bygiass in the biocarbonates; they are
polysaccharide frameworks (acid insoluble). Thesnamed virtually in place during the
recrystallization of the outer prismatic layer.

But what about the soluble organic content of tleerdystals? In the example of nacre, it is
known that soluble organic content is more ‘intyataline’ and composed of proteins,
glycoproteins and lipids (Levis-Kalismagt al, 2001). Presumably, it was dissolved and
trapped during the recrystallization of the neorharalcite as primary inclusions in the new
crystals. Only part of the soluble organic matriaswetained. We can estimate that the total

organic content is about 8,5% of the original cahtby reference to a biocarbonate as nacre.

The biocarbonate production of the rudist colonyg waportant, since annual skeletal growth

rates were up to several cm (Steuber, 1996; 2@jhere was a mass production of organic
molecules, but almost all of this production wapmsedly lost by dissolution of shells and

formation of mud. This biomass has surely provittegltrophic reserve for the biocenosis of

this close system.
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Our concern in this work is to assert the originoofjlanic matter present in that type of
limestone: the residual organic content cannotdigtdl but inherited from biomineralization.
Fossils concentrate almost exclusively the organatter and this is by all evidence, the
organic matrix of the biocarbonate itself whichcenserved. The deposition conditions are
oxidizing. This guarantees the absence of contaroméy any detrital biomass. The process
of sedimentation constitutes a selective storagenofecules. Our results show that the
mechanism of recrystallization of the rudists skelDrgon is the centripetal 'precipitation /
crystallization' mechanism, inconsistent with angamic incorporation. This is coherent with
the literature: the possibility for carbonate tearmporate detrital organic matter was studied
by Ramseyeet al (1997) and by Neuweilest al (1999) in the case of mud mounds. These
conditions of diagenesis are decisive for pharnagodl application (Dissauet al, in prep).

CONCLUSION

Orgon limestone is a very pure calcium carbonaté wiore than 99.5% of non magnesian
calcite. Other elements: Si, Mg, Al, Na, K and arigamatrix represent less than 0.5% of the
bulk rock. Organic matter is mainly occluded ingbenassive fossils and bioclasts. The COT
content of the rock is 200 to 300 g/ton correspogdo the calcifying organic matter at the
origin of the biomineralisation of the carbonatdey represent a COT of 600g/ton in the
thick bioclasts, i.e. approximately 8.5 % of thgsiah content. Only the calcitic outer layer has
been preserved with its organic content. Two fomese recognized: the 'growth lines'

described by the authors and organic inclusiongénte neomorphic calcite.

The examination of the diagenesis of the rudists steown that the calcifying matrix has
undergone the early process of neomorphic rechigstabn of the prismatic layer: a
centripetal dissolution/precipitation mechanism ebhsupposes a weak diffusion of the trace
elements and organic content. The shallow sea veateditions are oxidizing. The thick
rudist shells have survived in these conditions dmity the outer layer calcitic part; the
aragonitic internal layer (nacre) is systematicdifsolved. This process guarantees the origin
of the organic molecules entrapped in this limestahey are molecules involved in the
mediation of calcium in the biomineralization preseThese molecules represent a potential

source of active substances for osteoporosis akiorcare applications.
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IV.1. Résumé de la publication 2

Dans cet article, nous avons tout d’abord extrestmolécules a I'aide de 4 protocoles
distincts ; une extraction douce a I'eau avec |Hguen obtient OrgonW, une extraction
lipidique a base d’éthanol avec laquelle on exi@aigonE, et une décarbonatation a l'acide
chlorhydrique avec laquelle on obtient, d’une piéktrait acido-soluble OrgonAS et d’autre
part, I'extrait acido-insoluble OrgonAl. L'extra@rgonW a également été décarbonaté afin
d’éliminer le carbonate de calcium et ainsi de emi@r la matiere organique : cet extrait est
nommé OrgonWa. Tous les extraits ont ensuite &lsifis contre de I'eau milliQ a 100-
500Da, ceci afin de les dessaler (Tableau 2).ntseasuite été analysés. Les minéraux traces
ont été quantifiés par les spectroscomiedbsorption atomique et infrarouge, techniques qui
confirment une calcite extrémement pure (Tableal.8 spectres infrarouges ont révélé la
présence de sucres (Dauphin, 2002) et de liaismirsea et amides, liaisons caractéristiques
de la présence d’acides aminés (Figure 23).

Nous nous sommes donc appliqués a démontrer queotpslles de rudistes renfermaient
encore des protéines. Pour cela, une analyse HRlgeldiltration a été réalisée (Figure 24):
les chromatogrammes nous montrent de nombreuxcpitespondant essentiellement a des
molécules, supposées protéiques, de petites tdilies analyse des acides aminés a révélé
parmi tous les extraits qu’OrgonWad est celui quitent le plus d’acides aminés (Figure 25)
(abbréviations annexe 8). Les spectres de composen acides aminés présents dans les
extraits d'Orgon, sont proches de ceux de la nacieelle qui nous sert de référence. Ce sont
essentiellement des hydrophobes aliphatiques, tematiques sont présents en faible
proportion dans les deux cas. La seule différenoeter est la forte présence de la proline
dans les extraits d'Orgon. La similarité qualitatest considérée comme le gage d’'une bonne
préservation des molécules organiques (Mateal 1969, Curtis and Krinsley, 1965). Nous
avons ensuite expérimenté la méthode de Bada edb&idr (1972) qui consiste a mener une
analyse en acides aminés sans hydrolyse (Figuré&C26) nous a permis de démontrer que les
molécules organiques contenues dans les extraits seas forme de polypeptides et non
d’acides aminés libres. Enfin, une électrophoregegaéalisée afin de déterminer la taille de
ces protéines. L'échantillon le plus prometteutéaddlué pour obtenir quatre concentrations

différentes puis analysé : c’est I'échantillon Omgéd qui d’apres le test BCA concentre le
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plus de protéines (tableau 4). Quatre bandes énmites en évidence en SDS-PAGEes
bandes sont de mieux en mieux révélées avec desmoations élevées : elles correspondent
donc a des protéines (Figure 27). Elles appardiss&f, 18, 20 et 35kDa, ce qui confirme la
présence de petites protéines au sein des coquilesudistes d’Orgon. Des analyses
protéomiques ont été poursuivies par des analys®Ad DI-TOF et montrent qu’il s’agirait
bien de séquences typiques de protéines marinds; poar le moment ces résultats sont
encore a la limite de fiabilité de la technique.

Les lipides ont également été analysés par graamudlé et feront I'objet des suites de ce
travail (Figure 28). Les familles de lipides iddiéts démontrent un fort pourcentage de
squaléene et la présence d’acides gras et de spotsles deux extraits OrgonE et OrgonW.
Les résultats obtenus montrent des similarités desclipides identifiees dans la nacre
actuelle (Rousseaat al., 2006).

Nous pouvons donc conclure que le calcaire d'Orgorsubi une diagénése douce
(dissolution/précipitation centripete sans diffgi@tant donné qu’il renferme encore de nos
jours de petites protéines. Les protocoles mis@nt mlans ce travail laissent penser qu’une
extraction industrielle de ces molécules est ptessikvec les réserves actuelles de la carriére,
100 tonnes de protéines pourraient étre extraitesi @ue 1450 tonnes de lipides de
biominéralisation. Ces molécules pourraient étriéisées a des fins pharmaceutiques et

dermo-pharmaceutiques comme cela va étre démaanieles deux chapitres suivants.

° Je remercie I'équipe d’Héléne Benedetti pour lEde précieuse dans la mise au point de la techrig
SDS-PAGE.
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ABSTRACT

In this work, we show that proteins and lipids & as 120My can be extracted from the
Cretaceous limestone in an Orgon quarry (Franceg¢sé@ residual organic molecules were
associated to calcium carbonate biominerals in sta@hells. Rudists have formed

bioconstructions at the edge of the Barremian TetAgean. The total organic matrix was
extracted according to various protocols: extractidgth water or ethanol or extraction by

decarbonatation. Conventional techniques were useceveal the presence of proteins:
infrared spectroscopy, amino acid analysis, HPLi€inbhoninic acid test and SDS-PAGE

(Sodium-Dodecyl-Sulfate Polyacrylamide gel elechrasis). The latter confirms the

presence of small proteins (10-35kDa). Lipids wads® identified. Rudists represent an ideal
‘carbonate factory’ and then, their shells an efit ‘sarcophagus’ for organic molecules
involved in biomineralization. As such they are atgmtial source of molecules with

pharmaceutical interest amounting to 100 tons tetable proteins and 1450 tons of lipids,
in the bulk deposit.
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INTRODUCTION

Amino acid analyses of fossil shell organic masitave long been performed to check the
degree of fossil alteration (Abelson, 1955; Gregolt959). Abelson (1955) recognized the
potential value of utilizing fossil organic matdria study biologic evolution directly from the
fossil record and has been the first to reportptesence of preserved amino acids in fossil
shells as old as about 360Ma (Abelson, 19B4rording to this author, the free amino acid
content in Mya myarenariaand Mercenaria mercenariahells changed only moderately in
samples ranging from 30 to 1 Ma in age (Abels®%j5). Matteret al (1969) analyzed the
protein residues recovered from fossil oyster shedited from Pleistocene to Cretaceous and
showed that the same amino acids are presentientyproteins but in different proportions.
According to this author, the differences in conmpos are attributed to a progressive
denaturation of proteins that were very similatiatly. Gregoire (1970) was the first to
publish the evidence of proteins in shell. Six geafter, Weineet al (1976) revealed the
presence of glycoproteins in a shell ®¢abrotrigonia Thoracicaan 80 million years old
mollusc.

Thanks to more and more sensitive techniquesiliftexts DNA was analyzed (Higuchi, 1984;
Paabo, 1985) and later on amplified (Pa&oal, 1989; Cancet al, 1993). Numerous
specific organic molecules have been found in iatttissues like collagen, DNA or proteins
(Armstronget al, 1983; Huget al, 1985).Discussions were conducted to point out their
interest in palaeontology and, in particular, these in establishing a molecular phylogeny
(Ambleer and Daniel, 1991). This has been done wuittcess by Orgaet al. (2008) who
revealed that molecular data from long-extinct argas may have potential for resolving
relationships in the vertebrate’s evolutionary trBeogeochemical studies have also been
undertaken on the diagenetic transformations afepre and amino acids in works aiming at
the relative or absolute dating of bones, sheltstarth (Hareet al, 2002) but also to be used
as archives of geochemical proxies (Veigeal, 1999). Recently, scientists have been able to
obtain the sequencing of fossil collagen proteirenf Tyranosaurus Rexand Mastodon
(Asaraet al, 2007).
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The preservation of organic matrices occluded iotrystals has now long been studied
(Trichet and Défarge, 1995; Perrin, 2004). The angtlshowed that the total organic content
decreased quite fast in scleractinian corals becatithe high porosity of the dead skeletons
(Cuif et al, 1997, Cuifet al, 1999). However, the intracrystalline organic teamay be
better protected from diagenesis than the nondngsdalline organic matter (Ingalkst al,
2003). On the contrary, bivalves and especiallyststshells, may be ranged in the category
of structures characterized by a high degree diilgta(Hall and Kennedy, 1967; Al-Aasm
and Veizer, 1986; Steuber, 1999). For this reasenchose to study the fate of organic
residues in rudist samples in the bioherm of Ordom paper in preparation, we demonstrate
that the organic molecules of interest (amino adligds) are occluded in the sparry low
magnesian calcite crystals (LMC) of the shells gaisxet al, in prep, a).

Our goal in this paper is to study the mass stoiawk the conservation of these organic
constituents in order to proceed to the extractdrproteins and other active molecules
displaying pharmacological applications (Lopeizal, 1992; Westbroek and Marin, 1998).
Small proteins and lipids, i.e., molecules of ietgrcan be extracted not only from a single
fossil but from bulk limestone rocks at industsahle. Targeted tests revealed such a potential
application in particular in dermatology (Dissaetxal, in prep., b, ¢), in osteoporosis control
or in food supplementing (Chaeg al, 2007).

MATERIALS AND METHODS

Materials

The study has been conducted on the chalky limestdrOrgon mined and processed by
Omya (Bouches du Rhoéne, Orgon, France) This siéingl back to the end of Lower

Cretaceous (Barremian ~120Ma, Steuber and Raudb)2Bas given its name to the
Urgonian facies (d’Orbigny, 1850). Its diagenesiogoessed under oxidizing conditions
ensuring that no contamination by detrital resid{izissauxet al, in prep, a). We sampled in

a level of the quarry, remarkable by its richnassshells. This level is named Orgon T.
Recent mother-of-pearl samples were used as ceranal obtained from the shellBinctada

margaritifera (particle size: 10@0m).
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Extracts Separation

The Water Soluble Matrix (OrgonW) was extractedrfr60g of Orgon T powder (100pum)
and from 50g of the nacre powder (100um) of thetesyshell of Pinctada margaritifera
through a non-decalcifying process, as describedpezet al (2001). Briefly, the powder
was suspended in 250ml of ultra-pure water undatimoous stirring during 24 hours. The
suspension was then centrifuged and filtered (22. Time resulting passing-through fraction
was called OrgonW. In a second extraction procedhig extract was acidified with HCI 2N
drop by drop as long as pH remained >5. We obta@egbnWa (acidified water soluble
extract). The Water Insoluble Matrix was obtainadtlze residue after the centrifugation; it
was decarbonated with HCI 37% drop by drop dowpHd. The acid mixture was constantly
stirred. After centrifugation (4°C, 22 000 g, 20nnithe supernatant was filtered (22um) and
freeze-dried. This fraction, named OrgonAS (acidulsie molecules), was used for
characterizing organic and inorganic matter andfoioprotein determination. The residue of
the centrifugation was the acid-insoluble matriamed OrgonAl (acid insoluble molecules).
Another treatment consisted in mixing 50g of Orgath 250ml ethanol and 500ul HCI 37%
during 24h (Bourratt al, 2009). The suspension was then centrifugeayrditt (22um) and
the filtrate was evaporated and lyophilized. It waamed OrgonE (ethanol soluble
molecules). All the extracts have been then resiided in milliQ water and dialyzed (100-
500Da) against MilliQ water and named respectiv@ggonWd, OrgonWad, OrgonASd,
OrgonAld and OrgonEd (the subscribed'd’ for dialggd-inally, they were freeze-dried.

Analytical Techniques

Total organic carbon Total Organic Carbon (TOC) was measured withkKeal (Espitalié

et al, 1985) on the different extracts as well as theemal carbon involved in carbonates
(Cwmin). It is a pyrolysis technique applied on biocardtes by Bourragt al (2007).

Separated Extracts The composition of the dialyzed samples, Orgah&hd OrgonWd, was

determined with capillary devices by X-Ray diffiact The apparatus used was a
diffractometer INEL XRM3000 in transmission with #dEL CPS 120 detector. OrgonASd
and OrgonEd, too hydrophilic to be analyzed by X+Rdfraction, were analyzed by FTIR.
Infrared spectroscopy was monitored in the 400-486® wave number range with a spectral

resolution of 4 cnf using a NICOLET Magna-IR 760 spectromefBneoperating conditions
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were 200 scans, 2 chresolutionover the 400-4000 cthrange without ambient 40 and

CO, correction. We used the attenuated total reflaatdrared spectroscopy (ATR-IR).

The elemental constituents (Na, Ca, Fe and Mg) hmeen characterized in four extracts
OrgonW, OrgonE, OrgonAS and OrgonAl by atomic apsBon spectroscopy. The apparatus
used is a type Z-8100 Polarized Zeeman HITACHI #apectrophotometer. Na, Ca, Fe and

Mg have been quantified. The analytic error isneated at 1% of the given value.

Protein and amino acids To characterize the protein content of the ex¢rahe following

analyses were carried out. First, the soluble etdra.e. Orgonwd, OrgonEd and OrgonWad
have been analyzed by high performance liquid chtography (HPLC) (Thermo Electron
Corporation, Finnigall!, Spectra Systel{) by gel filtration (column Thermo Fisher
Scientific, BioBasic SEC-120). They have been lirstialyzed to get them desalted. A
standard (Beckman, amino-acid standard system 6300) was used. Most molecules,
including proteins, absorb at wavelengths aboveatineospheric oxygen cut-off (185nm).
Common mobile phases, water, acetonitrile and melhare transparent above 220nm.
Protein separation was therefore monitored at 226mhmch provides a general detection
mode for all peptidic components. The operatingveafe was ChromQuést.

Then, amino-acid analyses of those 3 dialyzed etdraave been carried out. The samples
were first hydrolyzed with HCI 6N during 24H. Thehhge solution has been neutralized by
adding methanol, water and triethylamine. The degization under the XX form was
conducted with PITC (phenyl isothiocyanate) andhalfy, the PITC-amino acids were
guantified by reverse phase chromatography on a#ipC18 column, with an acetonitrile
gradient and using a UV detector at 254nm.

OrgonWd, the dialyzed water soluble fraction, hasrbalso analyzed without the hydrolysis
step, of the hydrolysis. Indeed according to Baud &chroeder (1972), this analysis enables
to distinguish the free amino-acids from peptidigigo-acids. In this way, we can detect the
impact of the diagenesiseg. if the proteins remain under a peptidic amino-anmlecule that

ascertains a mild diagenesis. Nacre water extrastuged as a control.
To check the presence and the size of eventualeipst Sodium-Dodecyl-Sulfate

PolyAcrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) asedy have been performed. It is a

common method for separating proteins by electrogdi® using a discontinuous
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polyacrylamide gel as a support, according to tlaenrhmli's method (Laemmli, 1970).
Proteins are denatured with beta-mercaptoethandl reegatively charged with sodium
dodecyl sulfate. They migrate on a gel accordinghtar size and a ladder (Precision Plus
Protei™ Dual Color, Biorad) enables to determine the sizeroteins. Coloration with silver

nitrate was used for revelation. OrgonWd was arealyand nacre was used as a control.

Finally, a bicinchoninic acid (BCA) test has beanfprmed to quantify the proteins in the 3
different dialyzed extracts. It uses a colorimetriethod where BCA is used as the detection
reagent for Ctf which is formed when Ciiis reduced by protein in an alkaline milieu. A
purple-colored reaction product is formed by thelation of two molecules of BCA with one
Cu'*. This water-soluble complex exhibits a strong abance at 562nm that is linear with

increasing protein concentration. Albumin standamdsused for plotting the standard curve.

Lipids - The lipid content of the OrgonWL and OrgonE wasalyzed by thin layer
chromatography according to Rousseatal (2006). OrgonWL is an extract obtained after
extraction of the powdered OrgonT with water usitngelerated solvent extractor at 100°C
(ASEZ200, Dionex). Analyses were performed on siptzes with heptane/diethylether/acetic
acid (60,25,15, v/v/v) as mobile phase. Sample3udfof OrgonWL and 2@ of OrgonE of
the lipid extracts in chloroform/methanol (2/1) wdoaded on a silicate plate and the TLC
was stopped when migration front almost arrivethattop of the plate. After drying, lipids
were stained with copper nitrate reagent (10% wdpper nitrate, 23% ethanol, 8%
phosphoric acid, water) and heated in an oven &tQ@dor 2h30. A standard lipid mixture

was run in parallel for the qualitative determioati

RESULTS
Extraction yields and composition of the extracts

Three different protocols have been applied to iobfaur samples (OrgonW, OrgonE,
OrgonAS, OrgonAl) and the yield of each extractorégd in Table 2. After each extraction,
the samples were dialyzed in order to desalt antbhwentrate the organic matter to obtain
OrgonWd, OrgonEd, Orgon ASd and OrgonAld. All dmdg and not dialyzed extracts are
constituted by a mineral and an organic fractioockREval analyses enabled to determine the

contribution of the organic carbon in each fracttbnough the values of the total organic
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carbon content (COT) and the mineral carbon asatmith the carbonates (&) which
reprecipitate during the extraction. By subtractiore assume the amount of salt in each
extract (Table 2).

110 2.2 5.5 32 62.5
46 2.9 7.2 65 27.8
7730 0.4 1.0 2.4 96.6
142 1.6 4.0 4.1 91.9
73*10° 0.6 1.5 8 90.5
6344 1 2.5 12.5 85
16440 0.3 0.7 61 o
1646 2.2 5.4 9.3 o

Table2. Concentration in global organic matter, @nd salt of dialyzed and not dialyzed sampleshe*T
content of global organic matter is obtained by tipying the TOC content by 2.5 **The salt perceetés)
obtained by subtraction of organic and Cag}é@rcentage. ***OrgonAl contains insoluble minerals

We assumed that organic carbon represent 40% dbtakorganic matter (essentially C, H,
O, N, S,e.g for chitin). The latter is therefore obtainedroyltipying the TOC value given by
the Rock-Eval by 2.5. In the case of OrgonAl, raaldnsoluble minerals such as kaolinite
were concentrated with the insoluble organic magerck Eval analysis shows that OrgonE
contains 1% of organic matter, 2.5% CaCand, by difference, 96.5% mineral salts, most
probably CaGl. In table 2, it can be noticed a clear concemmatif the organic matter after
dialysis of the extracts. Nevertheless the dialygathples are not purely organic and are
essentially made of salts except for OrgonWd inclwhtalcium carbonate has also been
concentrated. According to Rock-Eval results, Okydrturns out to have the highest organic

content.
Samples Na (%) Ca (%) Fe (%) Mg (%)
NacreW 27,36 2,30 0,05 0,21
OrgonW 3,82 27,81 0,05 0,95
OrgonE 0,31 42,51 * 0,07
OrgonAS (>3KDa) 3,02 25,47 0,7 0,18
OrgonAl (>3Kda) 2,89 31,02 0,41 0,23

Table 3. Atomic absorption spectroscopy analysefof extracts (OrgonW, OrgonE, OrgonAS, OrgonAl).
NacreW is used as a positive control. *indicatest the measured value is below the detection lixfnibhe
apparatus .
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Atomic absorption analysis have been used, witlhenas a control (extracted with Lopetz

al. (2001) protocol) to determine the elemental cositim of the freeze-dried extracts. We
observed (Table 3) that samples still contain & hagnount of calcium, while iron and
magnesium are almost absent. Amounts of iNdghe order of 2 to 3% have been maintained
in the extracts even after water and HCI treatme®itsilar treatment (water) performed on
NacreW showed that the amount of sodium rangedhdr@id % in the extant representatives.
X-Rays analyses show that OrgonAld contains kaelinquartz, possibly some traces of
goethite (FeO(OH)), very few potassic and plagieeldeldspars. OrgonWd still contains
calcite and traces of gypsum (CasSQ@H,0). The two other samples, OrgonEd and
OrgonASd, too hydrophilic, were analyzed by FTIRelr hydrophilic behaviour comes from
the CaCJ salts formed by reaction of &aions dissolved out of the rock with HCI and
surprisingly not eliminated with the dialysis. Weed the attenuated total reflection infrared
spectroscopy (ATR-IR), a method enabling to camuy eéxperiments even with hydrated, in
particular hydrophilic samples, as no sample pmEpar is required. The results for

OrgonASd are shown in figure 23.
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Figure 23. FTIR analysis of OrgonASd sample.

Thespectrum of OrgonASd is the only one shown becthesene obtained with OrgonEd is
very similar except in the zone between 900 and) 40" which contains denser peaks in the
case of OrgonASd (figure 23). Peaks in the 10000181 range testify to the presence of
sugars (Dauphin, 2006). In both samples, we obsi#r@eresence of an amine | with the
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typical double vibration peaks of N-H stretchingh(@h indicate an amine ) at 3350-3450
cm?, the N-H bending of an amine | at 1550-1650"and the N-H bending at 650&miThe
C-N stretching peak is found at 1000-1050"cmAn amide Il has been also identified in
OrgonASd and OrgonEd samples thanks to the tygiogle band of vibration at 3200-3250
cm* (which indicates a secondary amide), the N-H bepdiand at 1650 cfhand the C-N
stretching at 1000-1050 émThe C-H stretching vibration peak at 2950-3000'@nd the
bending one at 1400-1500 ¢nindicate the presence of an alkane as in OrgoRally the
O-H and C-O stretching mode appear respective\3%30 cn and 1300-1350 cth
suggesting that the samples contain an alcohol. AMR-IR analyses of OrgonWd,
OrgonWad and OrgonAld (not illustrated) showed Emresults except that for OrgonAld
where kaolinite and traces of quartz hide almdsthal spectrum. In conclusion, the samples
contain amines | and amides Il (that can indich&epresence of proteins), associated to some

alkanes and alcohols.
Evidence of the presence of proteins in the extreec
To acknowledge the presence of preserved protaitle extracts, high performance liquid

chromatography analyses were carried out on theetkialyzed and soluble sampleg,
OrgonWd, OrgonWad and OrgonEd. The results are sHigure 24.

— OrgonEd — OrgonWd ,,EOrgonWad : : : : :
770 T e e e e e e (-

1204 e L
10| NSRS SRR | DI — rmomomss S /NN IS N SOS—— WA —— e e

7 SR S WRINT SR AU SRR SR U SN SR SO S -
mAU

o SR B S S e A e e e e SR =

75KDa 28KDa ' 6.5KDa

Figure 24. HPLC-gel filtration chromatograms of @igEd, OrgonWad and OrgonWd extracts obtained at
226nm. Standard mixture has been previously andlgre the size is indicated below the chromatogram.
mAU= Milli Absorbance Units.
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These chromatograms were acquired at 226nm bbaar280nm, the latter requiring higher
guantities of material than at 226nm, becausesofoiv sensitivity. Moreover, Mariet al
(2001) showed that shell proteins do not absorB8&nm, only tryptophan, tyrosine and
phenylalanine absorbing at this wavelength. Wel & in the next section that these three
amino acids are almost absent from our sample@28hm, peptide bonds are recorded, but
also a wide range of compounds including inorgasalts. OrgonEd seems to contain the
largest quantity of proteins, followed by OrgonWé#ien OrgonWd. But OrgonEd contains
also a fair number of calcium chlorides. From 19mmto the end of chromatograms, the
samples display the same profile, with a main Eel9.6min and 3 other peaks at 22.3, 23.5
and 24.5min. In gel permeation, the larger retentiotnes correspond to the smallest
molecules. It can be supposed that these peaksspomd to small proteins with molecular
weights below 6.5KDa according to the standard. phafiles observed from Omin until
19min are different in all samples: suggesting that protein or inorganic salts nature and
content may be different depending on the extraldte largest molecules, here more than
80kDa in size, are probably not large proteins tather glycoprotein complexes. The
presence of sugars was confirmed by the presenpea¥fs in the range 1000-1300 tin
ATR-IR (Figure 23) (Dauphin, 2006). Moreover, Dairpand Denis (2000) having examined
soluble organic matrices of bivalves and gastrogndslPLC evidenced that soluble organic
molecules were not pure proteins and that the tyaoieprofiles in HPLC was due to complex
protein-sugar entities. In any case, moleculesctistie(at least partly proteinic) seem to be
small given that their main relative peaks aris@vieen around 20 and 6.5 kDa.

In order to confirm these results, amino-acid asedyhave been performed on 3 dialyzed
samples (OrgonWd, OrgonEd, OrgonWad) and one sanfiplacre, used as a control (figure
25).
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OrgonWad OrgonEd
50 50 (]
40 40
30 30
% %
20 20
10 10
g AspGlu Lys Arg His Gly Ala VallLeu lle Ser Thr Pro Tyr Phe 0 AspGlu LysArg His Gly Ala ValLeu lle Ser Thr Pro Tyr Phe
amino acids amino acids

OrgonWd vs P.MargW

50
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[v)
% - @ PMargW
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Asp Lys His Ala Leu  Ser Pro Phe

amino acids

Figure 25. Amino-acid analyses of three Orgon exttsamples. Nacre extract, extracted with waters wsed
as a control.

OrgonWad contains the greatest amount of aminsafatiowed by OrgonWd and OrgonEd.
When comparing the two HPLC techniques (gel-filmatchromatography for non-denatured
molecules and reverse phase chromatography forolygéid-amino acid analyses), we
obtained the same abundance ranking in similaaetgy with the exception of OrgonEd, the
ethanol-based extract, that showed the single disatent. This extract showed the strongest
response by gel-filtration HPLC whereas it is altyju¢he third regarding its amino-acid
content. Thus, we confirm that using the 226 nmea@ngth for the detection of peptidic
amino-acids is not selective enough. The main soofcdifferences between the OrgonEd
extract and the two other ones lie most probablthen different result of extraction under
ethanol and water, respectively. Indeed, OrgonEutases essentially lipids and inorganic
salts; some of which are probably detected at 226viareover the ratio protein-sugar must
also play a role in these artefacts. The amino aoittents of the water-based extracts are

consistent with results obtained by HPLC.
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Regarding the amino-acid distribution, Figure 2®veh that Orgon extracts display the
typical features of biomineralization proteins (witlifferences related to diagenesis as
described in the literature). Aliphatic amino-acaite most abundant with glycine and alanine
being dominant, then valine, leucine and isoleucirtes order is also observed in the nacre
control. Glycine is always the most abundant anaioiok Weiner and Lowenstam (1980) had
found the predominance of this amino acid in wedsgrved fossils. Aromatic amino acids,
tyrosine and phenylalanine, are almost absent go@as well as in the nacre. Threonine is
almost absent in Orgon as in the nacre while peaknwell represented in Orgon contrary to
the nacre. The diacid amino-acids are importantfemucleation and growth mechanisms of
biocarbonates. Glutamic and aspartic acids are wegtesented in the carbonate fossils
(Mitterer, 1968; Trichet, 1968; Mitterer and Cungtimm, 1985; Trichet and Défarge, 1995)
as observed, for example, in fossil ammonites (DayR006). Here, depending on extraction
protocol, glutamic acid may be significantly moreuadant ¢.g OrgonWd vs OrgonEd).
Finally, regarding the dibasic amino acids, hisidand lysine are poorly abundant whereas
arginine is high, as in the nacre. Attention mustgdaid to the fact that shell layers are
different between recent and fossil taxons sinoe d&hagonitic layer, i.e. that directly
comparable to the internal nacreous layer in thal gif Pinctada margaritifera had been
dissolved in fossil rudists, as it has been in @rgalists samples.

Then, to determine if these amino-acids are fredinéed, i.e. belonging to polypeptides,
amino-acid analyses have been performed with atitbwii hydrolysis according to Bada and
Schroeder’s method (1972). Results are shown urdi@6. It isclearly observed that, without
hydrolysis, only few amino-acids were detected,vim@ that most amino-acids are linked
together in polypeptidic entities.

AA with/without hydrolysis in OrgonWd

250

200

100

@ without hydrolysis
m with hydrolysis

(e ~wE) <~=rasweca

50

Amino Acids

Figure 26. Amino-acid analyses of OrgonWd with &) or without (blue) the hydrolysis step.
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Bicinchronic acid (BCA) test is a very sensitiveddiast method to determine the amount of
proteins in biological samples. Moreover this @sés not interfere with detergent and other
contaminants. Protein content of each dialyzed $ssnpas quantified by BCA test. Results

are shown in table 4.

Sample [ concentration ] pg/ml Std Dev

OrgonWad
OrgonWd
OrgonEd

Table 4. Protein contents of three dialyzed samgdtermined by BCA test. Std Dev= standard dewiatio

The BCA test is sensitive to the macromoleculascstire of proteins, the number of peptide
bonds and the presence of one of the four follovaimgno acids: cysteine, cystine, tryptophan
and tyrosine. The results reported in Table 4 aresistent with those obtained with amino
acids (figure 25), with the exception of OrgonWadiah contains more amino acids than
OrgonWd according to the amino-acid analysis amefeproteins according to the BCA test.
This can be tentatively interpreted by the fact thaing the extraction of OrgonWad, the acid
became highly concentrated under freeze-drying pnovoking the hydrolysis of proteins.

Indeed the number of peptide bonds influences GA Besults. The protein content is low

anyway in all extracts.

Figure 27. Compared electrophoresic gels (SDS-PAGH)e control nacre Pinctada margaritifera vs
OrgonWd (same extraction protocol). 1. OrgonWd abacentration of 1.5mg of proteins/100ul, 2. Orgahat
1.5mg of proteins/150pl, 3. OrgonWd at 1.5mg ofgins/200u! and 4. OrgonWd at 1.5mg of proteins{800
OrgonWd exhibits proteins 12, 18, 20 and 35 kDsie.
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The extract, OrgonWd, obtained after water extosctind then dialysis of the water-extract -
OrgonW- gave the most important concentration imtgns (Table 4). Moreover, figure 26
shows that amino-acids seem to be linked togethpolypeptidic entities. In order to confirm
the preservation state of proteins, a SDS-PAGEtrelgicoresis (sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis) was performeith vdifferent concentrations of the
extract (increasing concentrations from right tiv ile Figure 27). SDS-PAGE electrophoresis
of molluscan proteins usually did not show discied@ds but rather smears that have been
attributed to the presence of glycoproteins (Wegtel.,, 1977; Mariret al, 2001). Nacre, the
control we have used in this work, shows indeedr& dmear (Figure 27). However, protein
bands appear, in OrgonWd records, after stainirthefel with silver nitrate. Their proteinic
nature is reinforced by the fact that bands areenamid more contrasted when the sample is
more and more concentrated (right to left). Congmariwith the protein ladder allows the
determination of the size of these proteins, nama¢l§2, 18, 20 and 35kDa. Regarding the
double bands at 55 and 70kDa, they do not correspmproteins; indeed they are visible on
many SDS-PAGEs analyzing proteins from bivalvesd{@eetet al, 2001 ; Mouries, 2003 ;
Marin et al, 2003 ; Mariret al, 2007). These bands are characteristic of calcamnonate as
they appear even with pure calcium carbonate disddh water (Ks = 5*18 & 25°C). SDS
PAGE electrophoresis provides therefore evideneg phmoteins are actually preserved in
calcitic fossils. Their residual size is rather #nes previously demonstrated in many
different bivalve shells by Marin and Luquet (200#oreover, Bédoueet al (2006)
demonstrated that 60% of the water soluble orgamatrix from Pinctada margaritiferais

made of small molecules of molecular masses bel&inal

Evidence of the presence of lipids in the extracts

A thin-layer chromatography (TLC) was performed ©rgonWL and OrgonE in order to
check the eventual presence of lipids. The standaralde of a mixture of standards
corresponding to different lipid families (squalemeax ester, triglyceride, fatty acid, sterol),

was loaded on 2 bands. Different classes of lipide evidenced by TLC (Figure 28).

89



Chapitre IV : Les Calcaires Urgoniens, une source de Protéines et de Lipides

Squalene - _
Wax ester B
e " & . E:,
Triglycerides 4'

Fatty acids —-*

Sterols
I

A B C D

Figure 28. TLC analysis of lipids extracted fromgOnE (C) and OrgonWL (D). Line A and B: standard..

OrgonE is the extract obtained after mixing Orgavith ethanol and a small quantity of HCI.
This extract should contain a relatively largermfitg of lipids than in samples extracted with
water. However, figure 28 shows that even with 28fthe extractOrgonE does not exhibit
many discrete dark bands indicating the presenae afinificant amount of lipids. This can
be explained by the high amount of calcium chlond@ch represents 96% of the extract
(Table 2). We suppose that the abundance of inargaits in solutes eluted by TLC has been
shown to inhibit the loading of organic molecul&terols, fatty acids and squalene were
identified in both extracts, with a significant anmb of squalene in both samples. OrgonWL
contains also wax esters. Other bands appear rilcyar a band common to OrgonWL and

OrgonE, very close to that evidencing sterols.

DISCUSSION

The extraction yields (Table 2) show that it ididiflt to get rid of salts and/or carbonates and
thus to concentrate quantitatively organic mattactfons out of the rudist shell. But the aim
of this study was, essentially, to address theraattithe extracted molecules, in order to also
address their eventual biological activity in medliand pharmaceutical applications.
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The dialyzed extract obtained with water, Orgon\WWgbresents 46g/ton, including 3.3g/ton of
organic molecules according to the extraction yié@lde extraction yield is low, but analyses
have shown that OrgonWd has provided the best masen state of proteins (BCA test,
Table 4 and SDS-PAGE, figure 27). To extract theagrystalline organic fraction, we used a
decarbonatation process on OrgonW, followed byadysiis to obtain OrgonWad. There was
an increase in amino acid concentration (resultshown) but a decrease of proteins content
due to an acidic hydrolysis in presence of HCI BICI 2N was chosen as decarbonatation
reagent and not acetic acid which forms acetat#s eglcium carbonate or EDTA, which is

difficult to eliminate in subsequent reactions amt)iological tests.

We have used an alcoholic extraction to recovedsipOrgonEd extraction yielded 140g/ton.
Our goal was not to optimize the performance qtetntely, but the nature of molecular
entities and their biocompatibility with human tiss or cell cultures. Lipids may participate
in calcification (Ingallset al., 2003. But much less is known about their composition in
biomineralized minerals and their role in biominetion compared to those of amino acids
(Ingalls et al, 2003). Moreover it has been proved that lipids be preserved over time in
the shell matrix of different fossil bivalves (Cdigaand Pratt, 1995). Roussezal (2006)
were the first to evidence presence of lipids inreaTheir results showed 80% of squalene
like lipids, along with few cholesterol, fatty asidand triglycerides. Squalene is a key
molecule in the synthesis of cholesterol, steradrtones, and vitamin D in the human body.
Beneficial effects of squalene and lipids in liviogganisms have already been proven (Kelly,
1999; Lefur and Arnaud, 2004). Here, we show thego®E and OrgonWL contain lipids,
essentiallysqualene. Fatty acids and sterols were identifiéé. high amount of squalene and
the classes of other lipids displayed show sintiegiwith the features of lipidic constituents
identified in fresh nacre dfinctada margaritifergd Rousseaet al, 2006).

To establish the degree of degradation having oedun the proteic spectrum of the rudist
shells during diagenesis, samples were compardteio extant representatives. Indeed, a
commonly accepted criterion for recognizing thestediagenetically altered fossils is the
similarity in qualitative and quantitative compamit of their organic constituents with that of
the living representatives of the same taxonomagr(Curtis and Krinsley, 1965 ;Mattet
al., 1969). Here almost no aromatic amino acids wigstified, neither in our samples nor in
Pinctada maxima(Pereira-Mouries, 2003) anNautilus (Dauphin, 2006). In OrgonWd,
glycine is the most important amino acid followeddanine: Mouries (2003) demonstrated
that Pinctada maximaontains more than 65% of glycine and alanine. éi@x, a difference
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in composition is highlighting as proline and ghaia acid are almost absent Rinctada
maxima(Figure 25). The other amino-acids are comparatisrethe same range of quantity
(Pereira-Mouries, 2003). Thus polypeptides supdgskxdt their secondary structure but
seem to be quite well-preserved.

Decontamination process usually used (Gri#inal, 2009) were not applied in this study
because peptidic contents would have been easilsolyzed. Our approach was different: in
another study (Dissawet al, in prep, a), it was proven that the residuabarg matrix of our
samples was produced by biomineralization of righslls with no contamination.
Diagenesis caused a degradation of the proteitiemntias demonstrated by many authors
(Matter et al, 1969; Weiner and Lowenstam, 1980). Howeverag long been known that
amino-acids might exhibit a higher degree of siadlon when associated with minerals
(Grégoire, 1966; Ingallst al, 2003). Here we show that these polypeptides egoréserved

in a quarry limestone and are not identified onlgxceptionally well-preserved fossils.

The question that arises next is the estimatioth®freserves of these organic entities within
the quarry. Orgon quarry still contains about 30rGtof limestoneOrgon limestone contains
5009 to 750g/ton of organic molecules dependingherlevels analyzed in the quarry. In the
concentrated shell samples we measured up to 1680§Vith the water extraction-dialysis
process (3.3g/ton of organic molecules, assimilategroteins), reserves can therefore be
estimated at ca 100 tons of extractable molecWth the alcoholic-dialysis process (77g/ton
of organic molecules assimilated above all to Bpidhe reserves would correspond to about
2,300 tonnes of extractable lipidic molecules ia Whole quarry. To test whether the latter
process of recovery of organic molecules is apbleaat industrial scales, it has been
conducted in a semi industrial pilot. The yieldl fiel 63% of that of the laboratory, lipidic
reserves amounting to ca 1450 tonnes. In anothmerpae proved that these bioconstructed
limestones can be considered as sustainable safroesecules with pharmaceutical interest

(Dissauxet al., in prep, b, c).

CONCLUSION

Amino acid, peptidic and lipidic fossil moleculesyen subjected to a mild diagenesis
(Dissauxet al, in prep) underwent some degradations. We alr@adyed that, the proteic
content is reduced compared with that of extantumigmatrix {.e. 8% of the initial shell
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content, Dissaut al, in prep, a). However, Orgon quarry still contapolypeptides of size

lower than 35KDa.

Mass extraction of organic molecules with pharm#calinterest is possible in a quarry like
Orgon. Two protocols have been developed, usingeaiely water and ethanol. Their yield
is low but with current Orgon reserves, it is pbbsito extract at least 100 tons of proteins.
The lipid extraction was also performed in the labory and in a semi-industrial pilot. With

the latter extraction process, lipids represeribeksof 1450 tonnes of extractable molecules.
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CHAPITRE V:

Activité topique du calcium sur explants de
peau humaine régulée par des molécules
fossiles
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V.1.. Résumé de la publication 3: Activité topiduecalcium réqulée
par I'extrait OrgonE sur peau humaine maintenuesarnvie

Dans cet article nous voulons démontrer que leontgs organiques fossiles sont
toujours bioactives et qu’elles sont capables dele¢ I'action du calcium sur la peau. Des
tests sur peau humaine maintenue en survie ont étincéalisés en collaboration avec le
laboratoire Bio-EC de Longjumeau. Les peaux praween de plasties abdominales de
femmes. Elles sont maintenues en survie dans ueunBEM (Bio-EC Medium) pendant une
dizaine de jours. L'activité sur la peau est anadyapres application topique de I'extrait a
tester, tous les deux jours. Deux types de testsausuite réalisés : d’'une part, une analyse
de la morphologie des couches (épiderme et dermé peau par coloration au trichrome de
Masson aprés 10 jours. D’autre part, I'activité deBules sera observée par coloration des
glucosaminoglycanes (GAGS) neutres et acides auadhgan-P.A.S et par immunocoloration
en ce qui concerne les autres activités. L'extesté dans cet article est I'extrait OrgonE ;
comme il a été démontré dans l'article précédesttegtrait est composé essentiellement de
lipides et de chlorure de calcium mais égalemeunna’faible quantité de petites protéines.
Son activité sera comparée a un témoin positifiktiat NacreE obtenu avec le méme
protocole mais a partir de la nacre Riactada Magaritifera et a un témoin négatif, BlanE
extrait a partir de carbonate de calcium précipité.

La morphologie a été observée a 9-10 jours. L'éxtigano-minéral obtenu a partir de la
roche d’Orgon stimule de fagon régulée la proliiéra des kératinocytes et accélére la
différentiation épidermique terminale : ceci petreébservé par I'apparition d’'une épaisse
couche de kératinocytes en phase terminale deetiti@tion sous Istratum corneunfFigure

29). De plus, I'extrait OrgonE préserve une parfaitephologie épidermique. Il y a une nette
accélération du renouvellement de I'épiderme cogngar témoin. Les témoins positif et
négatif provoquent quant & eux de nombreuses uwlétéms ; mais on peut distinguer que
certains effets, tels que la prolifération des #@ogytes, sont dus aux chlorures de calcium.
Ces sels sont également trés actifs pour stimalprdduction de collagene 1V, collagéne qui
permet de restructurer la jonction dermo-épidermi@iigure 30). De plus, le complexe
organo-minéral aussi bien que le témoin négatiiyact les fibroblastes qui produisent du
collagene de type lll et | (Figure 31 et 32). Cidmdblastes vont également produire des
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glycosaminoglycanes (GAGS) neutres, réservoirsrdissance des lames basales, sous I'effet
des trois extraits testés. Cependant, I'extraiioogminéral OrgonE est le seul extrait qui
stimule la production de GAGs acides par les filastes. Dans cette étude, les sels de
calcium n’expliquent pas la production de ces GAGsles (Figure 33). De plus, la durée de
vie d’'un glycosaminoglycane étant d’environ 24H (tent and Fraser, 1992), la production
des GAGs acides observée aprés 9 jours a bienigdée par la fraction non minérale de
I'extrait OrgonE. Ce résultat est important : le&@s acides sont constitués pour une bonne
part par I'acide hyaluronique qui permet une borégulation de I'hydratation du derme en
plus de la restructuration de la jonction et dderafissement du derme papillaire (Laurent
and Fraser, 1992). De plus, cette molécule disppragressivement avec I'ag®leyeret al,

1934).

En conclusion, cet article démontre une trés baroreservation de I'activité biologique de
ces molécules fossiles d’origine biogene. Les midécfossiles ont méme montré certains
potentiels d’activité originaux liés probablementéstoire diagénétique comme par exemple
la stimulation de I'expression d’acide hyaluronigiiederme. Ce travail met en évidence une
tres bonne activité biologique cutanée des molécdke biominéralisation, témoignant de

sources d’actifs potentiels obtenus par simpleaekitn des biocalcaires.
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ABSTRACT

Biological processes related to the formation ohenalized tissues implicate some organic
molecules regulating the calcium. This is the caséone or teeth, but so is the biogenic
calcium carbonate in nature. Here we show thatthiggestones represent a potential source
of active molecules for the skin, little exploredtil now. We experimented molecules
extracted from a biogenic limestone located in @rgérance) using an alcohol-based
extraction directly on the grinded rock. The stidg been conducted on human skin explants
maintained in survival for ten days. To highligheir activity, we compared it with pure
calcium carbonate as negative control and a nadract as positive one. The extract from
Orgon stimulated the proliferation of keratinocytesile maintaining a perfect physiological
morphology. It activated also fibroblasts in thendis with the overexpression of collagen
types | and Ill and glycosaminoglycans, includinglaronic acid. As a result, a restructuring
effect of the dermo-epidermal junction was notied¢r 9/10 days. We concluded on a very
good preservation of the biological activity of $kefossil molecules owing to their
outstanding activity on skin physiology. The biogeimestones represent a source of actives
by simple extraction of rocks.

Keywords: biomineralization, nacre, calcium, chloride, lamib, Ki67, LEKTI, collagen,

hyaluronic acid, GAGs, retinoic acid, keratinocytbroblast
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INTRODUCTION

Calcium is paradoxically very little used for itstie properties in dermocosmetology even if
it is shown that its role is essential in the ddéf& layers of the skin (Fuchs, 1990, Eksl,
2002). The reason is probably that we know very fieiwgs about its regulation. However,
competent molecules capable of regulating its gactiexist in the processes of
biomineralization of calcium. It is for example thase of nacre where these molecules are

trapped in the structure during its formation (Rseaet al, 2004; Lopezt al, 2008).

In this work we show that calcium, when combinedhvworganic molecules extracted from
Orgon limestone, can be a source of actives inn@gging and moisturizing the skin. We will
show, in the first part, the histological resutisassess their activity on skin morphology after
9/10 days of topical application. In a second pagtwill present the mechanisms of action of
these different stimulations on the epidermis bynumostaining. Finally, in the third part we
will prove in the dermis that the activity coverts densification as well as the restructuring of
the dermo-epidermal junction (DEJ) supported by teBmulation of collagen,

glycosaminoglycans and laminin-5 with immunostagnam staining.

MATERIALS AND METHODS

The limestone was supplied by Omya Orgon (Bouchefdone, France). The deposit is
dating from the Barremian (Cretaceous, about 14Bomiyears). This deposit of high purity
(*9 is used as a source of calcium carbonate for nusepharmaceutical indications (about
4000 tons / year).

The extract of Orgon limestone was obtained afterirgy for 24 hours, 100g of powder
(particle size, less than 10@) mixed with 500ml of absolute ethanol and 1ml of
hydrochloric acid at 37% (Bourrat al, 2008). The mixture was then centrifuged and the

supernatant filtered to 4. Finally, the filtrate was evaporated using arnpevaporator and

19 Dissaux A., Bourrat X, Gabant G, Cadene M, GaWrdtopez E, Trichet JLimestones, a source of proteins
and lipids"
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the extract was lyophilized and named OrgonE. Aatieg control was performed with the
same protocol, starting with a commercial prectpidacalcium carbonate (VWR). It was
called: BlanE. It is purely mineral. A positive ¢oml was produced by extracting mother-of-
pearl with the same protocol and named NacrE. Math@earl was obtained from the shell

of Pinctada margaritifergparticle size less than 1,0).

Protocol conducted on human skin explants maintache survival.

Preparation of explants:

27 explants with a diameter of about 10mm wereionbthfrom an abdominoplasty. The
explants were divided into 3 groups of 6 explawotstésting the 3 extracts. An additional
set of 6 explants has served as 'untreated coatrdlanother set of 3 has served to control
skin quality at day O (DO). The explants were kiepsurvival in BEM culture medium
(BIO-EC'’s Explants Medium) at 37°C in a humid, 5G@, atmosphere.

Treatment:

Each extract material was incorporated at a conagon of 1% in a gel of 2% CMC (sodium
carboxymethylcellulose) for this work. Topical apption was made at a rate of 2mg per
explant. The untreated control was treated with CAltitie. The treatment was repeated every

two days.

Samples for histologyAt D5 and D9 (or D10), three explants from eactclhavere taken and
cut into two, one half was fixed in buffered formehyde for observing the morphology and
the other half was frozen at -80 °C. After 24 hoafdfixation in buffered formaldehyde,
samples were dehydrated in graded alcohol, imptedrend embedded in paraffin. Sections

of 5 microns were made and mounted on slides.

Examination of morphologyThe observations were performed on paraffin sestiafter
staining with Masson’s trichrome, a Goldner varidiicroscopic examination was conducted
to assess the general morphology of the dermaépiuidrmal structures.
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Observation of the activity of keratinocytes an@iribblasts.

In a second step, the activity of keratinocytesg§Kiand LEKTI) was assessed and marked at
D5 while the activity of fibroblasts (glycosamingghns (GAGSs), collagen and laminin-5)
was characterized after 9 or 10 days of topicalieggon (D9 or D10).

Immunostaining of Ki-67The stimulations have been highlighted by immuziogtg with
antibodies directed against the marked element.

GAGs staining:The neutral and acidic GAGs were examined on pargections after

staining with alcian blue-PAS (Mowry staining).

Immunostaining of collagen I, IlI, IV and laminin-&ollagens and laminin-5 were stained on
frozen sections with polyclonal anti-collagen I,dhd IV and a monoclonal anti-laminin-5 by
means of a biotin/streptavidin amplifier and nuclaclei post stained with propidium iodide
for collagen I, IV and laminin-5 and Masson’s heamalfor collagen Ill.

2. RESULTS

2.1 Treatment protocol and skin morphology aften®10 days.

The rock extract (OrgonE) and the two control ect8ae the positive one extracted from the
nacre of Pinctada margaritifera (NacrE) and theatieg one extracted from the chemically
precipitated calcium carbonate (BlanE), were ola@ifollowing the same protocol. These
three extracts were tested by topical applicatiorseries of human skin explants maintained
in survival. After 9 (or 10) days, histological §eas were prepared and stained with
Masson’s trichrome. The morphology of skin explantss examined by comparison to the

control explant, T, treated with vehicle only (Fig29).

With OrgonE, histological sections showed a goodphology characterized by a marked
increase in the thickness of teatum corneunfFigure 29b). There is also a thick layer of

keratinocytes at the terminal stage of differemdratThis layer is usually reduced. It is not the
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image of a disorder but results from the stimutatiof cell renewal and terminal
differentiation unfinished yet. The skin is not qaletely renewed, keratinocytes need to lose
their nuclei to become corneocytes and thus caemstthestratum corneumHowever, the
renewal of the skin is clearly accelerated, comgbéoethe control, since this is observed after
10 days of topical application. There is a veryomsfy stimulation with regulation of all
processes: this is evidenced by the thickness ef @pidermis, which retains a good
morphology with 6-7 cell layers, and no disruptiarcell physiology. The control explant T
(Figure 29a) presents a thickratum corneum moderately laminated, and moderately
keratinized at the surface and at its base, wistight parakeratosis. The epidermis has 4/5
cell layers with fairly good shape. Spongiosis @ppenoderate at the basal layer. This is not

the case with OrgonE.

A comparison between OrgonE and BlanE allows disishing the effect related to calcium
alone from that of the organo-mineral mixture. Thee mineral extract of calcium chloride
reveals (Figure 29c) clearly acanthosic epidermith W/8 layers of cells. However, the
morphology is moderately impaired: epidermis dela&tipns are characterized by a slight
parakeratosis at the base of tls¢&ratum corneum Moreover, these alterations are
characterized by the presence of numerous celjstslioedematous in the spinous epidermal
layers. A spongiosis is very clear at the basa¢dapn the contrary, the structure of the
dermo-epidermal junction is sharp and the papilldeymis exhibits collagen with fibres
forming a fairly thick dense network. Calcium cagiffee stimulation of certain processes, but
they do not seem well controlled.

Regarding the positive control, i.e. the organoerah complex extracted from nacre,
histological examination showed the same disturbarin the epidermis as with the pure
calcium (BlanE), but more pronounced. This is delya an effect of overdose in

concentrations, probably too high, and more focusedome mechanisms only.

102



ChapitreV: Activité du calcium sur explants de peau régulée par des molécules fossiles

D9/10 Control s T —— . % D9/10 OrgonE

- . 2 i ‘:3' 1
B e = & 1 g "
aR b & -
OthP Objectif 25 100 pm | ow L vt acid 20 . - 100 um |
D9/10 BlanE D9/10 NacrE
— ‘ﬁ ~ - z ’M N .
X "’?.g—- s ® ‘ \\k\‘ﬁ‘“*:ﬁ.
i )
F‘f
.I ©
.
a
T ] P
A ' = X e 3 Y
"ol B [ 100pm | QthP Objectif25 \ 100 pm ]

Figure 29. Morphology of explants after 9-10 days.
a: Morphology of the untreated skin explant (cohtro
b: Explant treated with Orgon E: important cell mmal with good morphology of the living epidermisla
thick layer of keratinocytes at the terminal stadelifferentiation
c: Explant treated with BlanE: several disordefgpaar
d: Explant treated with NacrE: acanthosis with eéntphysiological disorders

2.2 Turnover of the epidermis and immunostaining

To see if the renewal of the skin occurs withowgraiption, the activity of keratinocytes was
characterized by various immunostainings. The Kig®aitive cells were counted in the
epidermis at 5 days. The Ki-67 antigen is a madtguroliferation present in the nucleus of
proliferating cells in G1, S, G2 and M. Its spexifunction is not known although its
expression is necessary for the progression of petlliferative phase (Scholzen and Gerdes,
2000). The Ki-67 antigen is detected by the anybKd67. The mineral fraction - BlanE -
shows an overexpression of the proliferation ma#eB7. This indicates that the cells are

still at the peak of mitosis at 5 days. The calgiammore exactly the calcium chloride used
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in this work has stimulated proliferation. Thisnst the case of calcium carbonate which
showed a tendency to decrease with the sametesW(ith OrgonE, the number of Ki-67

positive cells is lower compared to that of thetooin(not shown), i.e. after five days, the
peak of mitosis is supposed to be exceeded. Thephulmgy witnesses the significant

proliferation which probably occurred in the fi&s8 days.

Given the substantial production of corneocytes, ékpression of serine protease inhibitor
LEKTI should be strongly expressed in the granldger of the epidermis (Mégeet al,
1999). The LEKTI are the lympho epithelial Kazabéyinhibitors belonging to the family of
Kazal type inhibitors. This test is justified inder to verify that the strong dissociation of
corneocytes observed will not result in disruptiminepidermal homeostasis. In fact, the
absence of LEKTI would cause the increase in phgiiecactivity of epidermal proteases:
SCTE and SCCE. The hyperactivity of these enzynaeseas a defect in the adhesion of the
stratum corneunto the underlying epithelium. The loss of thisriarwould then involve
severe dehydration and facilitate the penetratiopathogens and allergens in patients. The
production of LEKTI was seen to be apparently untier control of calcium. Indeed with
OrgonE, the immunostaining of LEKTI compared to toatrol, is moderate, regular, slightly
cytoplasmic or in the membrane on 1 to 2 layerseatis in the granular layer at the basis of

thestratum corneumit is slightly over-stimulated with calcium chide (not illustrated).

2.3 Immunostaining of the dermis elements

Morphological examination of the papillary dermis the explants treated with OrgonE
during 9 / 10 days showed a significant restruntyreffect of the relief of the dermo-
epidermal junction (DEJ). The papillary dermis @néd collagen fibres rather thick and
filamentous under the form of a dense network. Anslas well cellularized. Staining have
been made to characterize the origin of the stiimiaproduced by the organo-mineral

complex.

M Dissaux A., Bourrat X, Lopez E., Lati E., Gasser‘Mediation of calcium by fossil molecules on derarid
dermal-epidermal junction of human skin
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Tests for collagen IV immunostaining were perform&te mineral fraction alone (BlanE)
markedly stimulated the production of collagen a9 / 10 days of topical application
(Figure 30c). The explant exhibited a net stairdlang the DEJ and in the papillary dermis. It
was also clear around the annexes. There was nicagit overexpression when the explants

were treated with OrgonE or NacrE, in the dermialong the DEJ.

50 pm 50 pm

Figure 30. Immunostaining of collagen IV at 9 /ddys
a: Staining of collagen IV on the untreated expl@uintrol)
b: Explant treated with OrgonE: the staining remaiimchanged compared to the control (a)
c: Explant treated with BlanE, the mineral fractimverexpression at the DEJ and the annexes
d: Explant treated with NacrE: staining remains baoged.

OrgonE and BlanE are two extracts which stimullge groduction of collagen Ill: staining

carried out after 9 /10 days of treatment were matdeand fairly uniform throughout the
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papillary dermis. This is also the case with Nac@allagen Il was expressed as thin

filaments with OrgonE whereas it was more diffuséhie control or with NacrE (Figure 31).

D9/10 Control D9/10 OrgonE
a b
100 pm 100 pm
1 D9/10 BlanE - D9/10 NacrE
|4 i -
C d
100 pm 100 pm

Figure 31. Immunolabelling of collagen IIl at 9/@@ys.
a: Untreated explant (control).
b: Explant treated with OrgonE: collagen Ill expsé@n evenly throughout the dermis.
c: Explant treated with BlanE: collagen Il expréss evenly throughout the dermis.
d: Explant treated with NacrE: staining is unchadgsmmpared to the control.

The ratio of collagen 1/ 1l is important, thus vaéso analyzed collagen I. Stimulation with
OrgonE and BlanE were equivalent: the staining wlaar, fairly homogeneous and dense
with thicker fibres than those seen on the conffbis was evident throughout the papillary
dermis (Figure 32). With NacrE, the explant alsovebd a staining of collagen | a little

overexpressed: there were rather thick fibres dinout the papillary dermis.
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50 pm 50 um

50 pm 50 pm

Figure 32. Immunostaining of collagen | at 9/10 slay
a: Untreated explant (control).
b: Explant treated with OrgonE: the expressionafagen | is moderately high compared to the cantro
c: Explant treated with BlanE: there is only a $lity higher expression of collagen | compared ® ¢bntrol
d: Explant treated with NacrE: stimulation of thepeession of collagen I.

The expression of glycosaminoglycans (GAGs) was thiearacterized. They form two
families: the neutral GAGs constitute a reservagmiwth factors at the DEJ, stimulate the
mobility of fibroblasts and promote contacts betweke extracellular matrix components
while acidic GAGs are mainly composed of hyaluromicid. The latter controls the

moisturizing of the skin.

The neutral and acidic GAGs were observed afteniatawith alcian blue-PAS. After nine

days of topical application of OrgonE, the explahbwed that the neutral GAGs were fairly
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net, forming a pink-purple band which was regulad ghick along the DEJ. Acidic GAGs
were significantly overexpressed in the papillaeyndis compared with the untreated control.
They were associated with neoformed thin fibregf@ 33b). This acidic GAGs stimulation
was observed neither with BlanE nor with NacrE. yOahcestral molecules from Orgon

possess the actives that stimulated markedly theugtion of hyaluronic acid in the papillary
dermis.

Regarding the production of neutral GAGs, stimolatwas somewhat greater with the
mineral fraction BlanE than with OrgonE or Nacrf. histological examination, neutral

GAGs can be seen as a pink-purple strip along t6& Dhey are also denser in the papillary

dermis (Figure 33c).
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Figure 33. Blue-alcian P.A.S. coloration of GAG®D#4L0 days.

a: Untreated explant (control)

b: Explant treated with OrgonE: neutral GAGs formeegink / purple strip along the DEJ, while aciddAGs
are significantly overexpressed in blue throughtbiet papillary dermis, associated with thin fibelng#luronic

acid).

c: Explant treated with BlanE: clear overexpressaimeutral GAGs (pink) and absence of acidic GAGs.
d: Explant treated with NacrE: low overexpressidmeutral GAGs (pink) and absence of acidic GAGs.
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The pure mineral fraction - BlanE - has also proveghly active in stimulating the
production of laminin-5. This major adhesion protailows the DEJ to bond to the dermis
and to the epidermis in order to sustain the varimechanical stresses (Rousselieal,
1997). It is deficient in healing process and agifige explants treated with the calcium salt -
BlanE - have shown strong and regular stainindnisf protein as a fairly thick scalloped band
along the DEJ, which is not observed with the aar{ttot shown).

DISCUSSION

The extract of Orgon limestone was tested on huskanmaintained in survivakk vivg for
9/10 days and showed multiple activities, well tatgd, at several levels. The chemical
composition of OrgonE was studied in a companigmepait is an organo-mineral complex
containing mainly calcium chloride, lipids and shmptoteins t?. The fossil molecules
extracted with calcium were involved in the growdh calcium carbonate biocrystals and
trapped in the limestone; this is the case of §p{@obabe, 1995). This extract showed a
multiple activity on the turnover of the epidermis the restructuring of the dermo-epidermal

junction and on the dermis itself.

In the epidermis, the action can be summarized bgnaplete stimulation of the turnover of
the epidermal stratification. A cell proliferatiayccurred first, that was stimulated by the
organo-mineral extract, but also with the calciwatissalone. The proliferation is supposedly
stimulated by the mineral fraction. With Orgon extr;, after five days, the keratinocytes have
exceeded the peak of mitosis and cells are in G&3r The terminal differentiation was
initiated with Orgon but not with calcium alone.i$herminal differentiation was clearly
visible through the appearance of a substanti@rl&gtween the epidermis and #steatum
corneum the keratinocytes are in the final stage of défeiation. The layers of cells which
were present at day 0, have been completely raplacd are, at day 9, at the last stages of
terminal differentiation. The epidermis maintainadphysiological morphology with 6/7
layers of cells. This was not the case with theigal which showed an acanthosic skin but

with several alterations. Similar deregulationsevebserved with the positive control, i.e. the

12 Dissaux A., Bourrat X, Gabant G, Cadene M, GaWrdtopez E, Trichet JLimestones, a source of proteins
and lipids"
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nacre extract. The 'maturation’ of the molecule=r @eological time, seems to be a beneficial

factor for the complementary activity of these ncoles.

Similar effects have been demonstrated with retimaleed, retinoids are conventionally used
for the treatment of many skin diseases such as, don example (Jonest al, 1980).
Although the clinical effects are very convincirtge mechanisms involved remain poorly
explained. The effects of retinoids on the epiderare also much better known than those on
the dermis (Fisher and Voorhees, 1996). Many stubleve shown that retinoids promote
proliferation and desquamation of epidermal celscliner, 1986; Fisher and Voorhees,
1996). They also play a fundamental role in themesiance of epidermal differentiation
(Virtanen et al, 2000). But, retinoids cause hyperplasia of thedesmis due to
hyperproliferation of keratinocytes (Rosentkalal, 1992). They also cause acanthosis and a
decrease in the thickness of gteatum corneungElias, 1986). Retinol also causes a decrease
in transepidermal water loss and a weakening okkine barrier (Fisher and Voorhees, 1996;
Fluhr et al, 1999). Our results at this stage appear to spigress in this direction. In
summary, the extraction process we used was deaeltipextract an organo-mineral active
(Orgon), with an organic lipidic fraction. The mmakfraction is mainly composed of calcium
chloride and to a lesser extent of calcium carbmnaappeared as an important factor within
the organo-mineral actives of Orgon but did nobwllreconstructing a "new skin", alone.
Organic molecules, competent for mineralizatiore Hrerefore essential to stimulate in a
physiological manner the epidermis turnover. Finale fossil molecules, present in Orgon,
have appeared to be more active than those exdr&ct@ the nacre. This may be related to
an effect of hydrolysise.g the supply of amino acids or small proteins thetietrate better

into the different layers of the skin than biggestpins of nacre.

The Orgon extract had also shown different stinnoest in the dermis and the basal lamina.
The dermis is a connective tissue made mainly hgen and elastin fibres surrounded by a
substance called "amorphous". The dermal extrdaelinatrix was stimulated by the Orgon
extract and by the mineral fraction BlanE. Inde#fig production of collagen Il was
particularly stimulated by these extracts; on thet@ry it remained unchanged with the nacre
control. Collagen | has also been stimulated bytwee extracts. Salts are certainly the cause

of this stimulation.
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The mineral fraction has been also very activetimidating the expression of laminin-5
protein involved in adhesion between dermis andexpiis, which tends to dwindle with age.
This was attributed to the action of calcium chderi Finally, this extract has proved very

effective in stimulating production of collagen ISpecific of basal lamina.

With age, there is a gradual loss of hyaluronicd aitiat leads to degeneration of the
extracellular matrix of dermis followed by lossmbtective and mechanical functions of the
skin (Meyeret al, 1934). This essential molecule stabilizes irgkutar structures by creating
a network with viscoelastic fibres of collagen asldstin. It is also a biologically active
molecule, inducing an intracellular signalling flling its association with a membrane
receptor,i.e. the CD44. The activation of this receptor caubesregulation of keratinocyte
proliferation (Kayaet al, 1997). In this study, the calcium salts do ngilan the production
of acidic GAGs (Figure 33). Moreover, the lifetim&f a glycosaminoglycan being
approximately 24 hours, the production of the ac@AGs observed after 9/10 days has been
obviously stimulated by the organic fraction extegcfrom Orgon limestone. This result is
important because acidic GAGs are formed in laaye lpy the hyaluronic acid that allows for
moisturizing of skin. In addition it is importandrfthe restructuring of the junction and the
strengthening of the papillary dermis (Laurent &mdser, 1992). Compared to the effect of
retinol, the fossil molecules of Orgon have theadsage of simultaneously stimulating the

expression of hyaluronic acid.

CONCLUSION

The fossil organic molecules occluded in biogeimektones are recognized by human cells.
They represent a potential source of actives; ihathat we have demonstrated by topical

application on human skin maintained in survivalimg 9/10 days.

The organo-mineral active, extracted from Orgonebtone, consisted of calcium chloride,

lipids and small proteins mainly. It has exhibitedivities in different skin sites:

111



ChapitreV: Activité du calcium sur explants de peau régulée par des molécules fossiles

1. Simultaneous regulation of cell proliferation kératinocytes and the acceleration of
terminal differentiation: a new skin was formed |lwegulated, in ten days while maintaining

a good morphology of the epidermis.

2. At the same time we have noted a marked increashe synthesis of acidic GAGs,

collagen type | and type Il in the papillary desmi

3. Compared to the activity of modern moleculesastéd from nacre, fossil molecules have

shown that their activity has been maintained itespf fossilization.

Mechanistic studies remain to be pursued in relatm the molecular identification. This
work establishes for the first time to our knowledthe biological activity of fossil molecules
with an industrial interest. The diagenesis, igolggical processing of molecules, appears to
have had a beneficial effect on molecules. Inddleel,stimulation of hyaluronic acid was
exclusively observed with fossil molecules. Thisncéead to dermo-pharmaceutical

applications with new molecular sources originafirogn the geological environment.
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V.3. Résumeé de la publication 4: Activité topiguecdlcium réqulée
par I'extrait OrgonW sur peau humaine maintenueservie

L’idée expérimentale de cet article est d’apportarec le calcium, les molécules
organiques de biominéralisation capables de régaleraction. Dans ce chapitre on étudie le
protocole W qui permet d’extraire la fraction orgpre soluble dans I'eau pure. Des tests sur
peau humaine maintenue en survie ont été réalisésliaboration avec le laboratoire Bio-EC
de Longjumeau. Les peaux proviennent de plastieoraimales de femmes. Elles sont
maintenues en survie dans un milieu BEM (Bio-EC Mey pendant une dizaine de jours.
L’activité sur la peau est analysée aprés apptinatpique de I'extrait a tester tous les deux
jours. Deux types de tests sont ensuite réalidéme part, une analyse de la morphologie des
couches (épiderme et derme) de la peau par caorati trichrome de Masson aprés 5 et 10
jours. D’autre part, lactivitt des cellules a étébservée par coloration des
glucosaminoglycanes (GAGS) neutres et acides auddtgan-P.A.S et par immunocoloration
pour les autres activités (collagéne, laminine-gxtrait testé est obtenu a I'eau (OrgonW) :
il est essentiellement constitué de carbonate éuoa et de petites protéines (chapitre 1V).
Cet extrait a ensuite été décarbonaté a I'aciderlefdirique puis dialysé afin de dessaler et
ainsi de concentrer les molécules organiques stiinemmé OrgonWad. L'activité de ces
extraits a été comparée a celle des témoins pesitiEgatif, i.e. respectivement, la nacre de
Pinctada Margaritifera et le carbonate de calcilimijue. Ces extraits témoins ont été

obtenus d’apres le méme protocole d’extractioncraet BlanW respectivement.

Tout d’abord, la morphologie de I'épiderme et dunge a été étudiée a 10 jours (Figure 34).
Apres application topique de I'extrait organo-madéiOrgonW, on constate une nette
augmentation de [I'épaisseur épidermique avec uneneébomorphologie ainsi qu’un
épaississement ditratum corneumnsigne d’un bon renouvellement cellulaire. Il yree nette
activité stimulante épidermique mais présentant légére spongiose au niveau de la lame
basale. Néanmoins, ces altérations sont beaucagpimpiportantes avec les autres extraits

testés.

Les stimulations les plus intéressantes sont obserdans le derme qui présente un réseau

densifié de collagene (étude morphologique a 10s)oues marquages confirment que

113



ChapitreV: Activité du calcium sur explants de peau régulée par des molécules fossiles

I'extrait OrgonWad stimule trés fortement la protioic de collagéne | (Figure 38) et stimule

également celle du collagene 1l (Figure 39). Cene est intéressant car lié aux tissus
jeunes. C’est bien la fraction organique concenf@gonWad) qui induit la stimulation car

I'extrait organo-minéral et le blanc (OrgonW et Bld) n'ont présenté aucune surexpression
dans ce cas. Orgon Wad a une action plus stimutpredes molécules organiques extraites
de la nacre actuelle (NacrW). Il peut s’agir cearmidi’effets dose-dépendant sans qu’il y ait
d’effet bénéfique di a la fossilisation. La trégdoactivité fibroblastique essentiellement due
a l'activité de la fraction organique contribueaarédensification nette, réguliére, trés dense

de fibres modérément épaisses dans tout le derpiléapa.

OrgonWad posséde aussi une action trés importanteiveéau de la restructuration et du
raffermissement de la jonction dermo-épidermiqudE(J En effet, il stimule la production de
deux contituants essentiels de cette jonctionlamainine-5 (Figure 35) et le collagene IV
(Figure 37). Cet extrait permet également I'expmssde GAGs neutres (Figure 36),
molécules se situant en-dessous de la JDE. Ceataesffecomparable a celui de la nacre : la
fossilisation a conservé l'activité biologique deslécules. Avec I'age, la jonction dermo-
épidermique peut étre altérée et les crétes épigeewn digitées avec le derme papillaire
peuvent progressivement disparaitre entrainans aloe JDE aplatie (Marionnet al, 2006).
Cela provoque I'apparition d’'une peau fragiliséeplets susceptible aux maladies cutanées.
Dans ce domaine, I'extrait OrgonWad qui représeme réserve de 100 tonnes a Orgon,
possede une valorisation potentielle intéress&uar la jonction dermo-épidermique comme
pour le derme, I'extrait organo-minéral (OrgonWggente moins d’activité : seule une faible
stimulation de la production de GAGs neutres etalagene IV peut étre observée. Nous en
concluons que la forme des sels de calcium est@meéit important de la mise en ceuvre de
cet élément : avec 'extrait a I'eau le calcium essentiellement sous forme de carbonate qui
présente moins d’effet stimulant que sous formehd@rure avec le protocole E (chapitre V).
En résumé, le procédé W a permis d’extraire defsapii stimulent le derme et la jonction
dermo-épidermique. La fraction organique, obtenued@minéralisant par dialyse, présente
lactivité la plus importante et permet le renformnt du derme papillaire et la
restructuration de la jonction dermo-épidermiquerScompare I'activité des extraits fossiles
par rapport aux extraits de la nacre fraiche, orstate que la fraction organique a conservée
les propriétés stimulantes de la nacre, exceptélpdaminine-5, ou la nacre reste le meilleur

stimulant.
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ABSTRACT

In skin, cohesion between the dermis and the epideis ensured by the dermo—epidermal
junction which is also required for control of egithal growth and differentiation. Here we
show that organic molecules regulating the calciamd involved in biological processes
related to the formation of mineralized tissues iwadiate calcium activity on skin and above
all on the dermo-epidermal junction. Molecules wergracted with milliQ water from the
bioherm of Orgon (120my old). This quarry is madenore than 99% of calcium carbonate.
The study has been conducted on human skin exptaaitgained in survival for ten days. To
emphasize their activity, the organo-mineral extveas compared to pure calcium carbonate
as negative control and a fresh nacre extract siiy@one. Its acidified and dialyzed extract,
concentrating organic molecules, was also testéus Tatter showed the main action in
restructuring the dermo-epidermal junction: it indd the expression of collagen type IV,
laminin-5 and neutral GAGs. In the dermis, it stiated the production by the fibroblasts of
collagens type | and Ill. Comparing the activitisssil organic molecules retained stimulated
properties evidenced with fresh nacre, and in nuastes, the stimulation is even more

marked.

Keywords: biomineralization, nacre, calcium, glycosaminoglye, laminin-5, collagen,
keratinocyte, fibroblast, DEJ
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INTRODUCTION

The two major compartments of human skin are thdeemis and the dermis. The non-
irrigated epidermis receives most of its messages the dermis (Coulomét al, 1989). The
dermis is primarily extracellular matrix, composefitype | and type Ill collagens, and
elastin, which are synthesized by dermal fibrolslaBetween the epidermis and dermis, the
dermo-epidermal junction (DEJ) performs an anclgofimction for both layers. It assumes
not only a structural role in maintaining tissuehatecture and providing anchorage of
adjacent cells but also it functions as a bargemigrating cells, facilitates filtration and is
intimately involved in biological processes (Tingsld Dziadek, 1986; Burgeson, 1993). This
basement membrane is composed of extracellulaixmatlecules including proteoglycans,
collagen, and laminins. Together, these proteiresater a framework that is essential for

communication.

The DEJ is vital for the optimal skin functioningowever, with aging, environmental stress
such as photoaging (Rabeal, 2007), oxidation, or certain diseases, the Défllme altered
and the rete ridges digitating with the papillagrmis may gradually disappear thus resulting
in a flattened DEJ (Marionnet al, 2006). Stretch marks are another case of detjpadiue

to the weakening of collagen and elastin fibres theddisappearance of rete ridges.

Calcium acts at each layer of skirf)( It enables to combat free radicals that coulecitthe
cell membranes and thus accelerate aging. It baisgs to phospholipids which are
indispensable for functioning of keratins that wiljdrate skin by balancing potassium and
sodium (Lopezt al, 2008). In the dermis, we know calcium stimuldtbsoblasts (Morvan,
2009). Finally, in the DEJ, calcium ion regulatds exchanges between the dermis and
epidermis as its fixing is necessary for the maaieaules forming the basal layer to bond to

the collagen (Lopeet al, 2008).

Certain primitive organisms.€. molluscs) have developed external skeletons irfdira of
calcareous shells: this is called biomineralizatibhese shells possess numerous similarities
with skeletal human tissue, internal such as bonexternal such as the skin. During
Cretaceous, rudists succeeded to coral. To prtteatselves, they built a shell composed of

13 Dissaux A., Bourrat X, Lopez E, Lati E, GassetRypical activity of calcium on human skin mediateith
fossil molecules”
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calcium carbonate mineral deposited on an orgamplate. Contrary to corals, they stocked
and conserved active molecules all along this tihmnks to their compact, thick and non
porous shell’¢) (Steuber and Rauch, 2005). Moreover, Maccheal (1998) demonstrated
that urgonian deposits of Provence. 120 my old, underwent diagenesis conditions that
enabled the preservation of organic matter occluddéte calcium carbonate crystals. Given
that we have on Earth extraordinary reserves aettogolimestones, the aim of this work is to
study the residual activity of these moleculesai€ification in order to compensate losses of
calcium: could they be used as actives for skieales as it has been proven with molecules

extracted from nacre (Roussegztal, 2006)?

MATERIALS ET METHODS

The limestone was supplied by Omya Orgon (Bouche&kone, France). The deposit is
dating from the Barremian (Cretaceous, about 12Bomiyears). This deposit of high purity
(*) is used as a source of calcium carbonate for nousepharmaceutical indications (about
4000 tons / year). The potential activities of feutracts from this limestone have been tested
on human skin explants maintained in survival. Ehexctivities were evaluated by
morphological observations and then with the stuwdythe activity of keratinocytes,
characterized by various immunostainings. The patprovides an extract organo-mineral
named OrgonW: mainly proteic with calcium carbondt® activity was compared with the
ones of positive and negative controls: they amestituted by the actual mother of nacre
(NacrW) and precipitated calcium carbonate (BlanWdth extracted under the same
conditions. Finally, in order to understand if #eivity is due to the organic or mineral part
of OrgonW, it was compared with an extract namego@¥Wad, representing a concentrate of

the organic fraction of OrgonW.
Materials and extractive protocoles.
The extract of Orgon limestone was obtained afterirgy for 24 hours, 100g of powder

(particle size, less than 10®) mixed with 500ml of milliQ water (Proprietary datment,

Lopezet al, 2001). The mixture was then centrifuged andstigernatant filtered to 4.

14 Dissaux A, Bourrat X, Lopez E, Barbin V, Barbans$g Beny JM, Masse JPDiagenesis and preservation
of biomineralization organic matrix in platform lestones"

15 Dissaux A., Bourrat X, Gabant G, Cadene M, GaWrdtopez E, Trichet JLimestones, a source of proteins
and lipids"
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Finally, the filtrate was lyophilized and named @myV. To concentrate molecules of this
extract, it was decarbonated by adding hydrochlacid drop by drop as long as pH>5 and
dialysed to obtain OrgonWad. A negative control wwasformed with the same protocol,
starting with a commercial precipitated calciumbearate (VWR). It was called BlanW and is
purely mineral. A positive control was producedesyracting mother-of- pearl with the same
protocol and named NacrW. Mother-of-pearl was olgdi from the shell ofPinctada

margaritifera (particle size less than 1,0@).

Protocol conducted on human skin explants maintachi survival.

Preparation of Explants: the explants were diviea 4 groups of 6 explants for testing the 4
extracts. An additional set of 6 explants has skas 'untreated control' and another set of 3
has served to control skin quality at day 0 (DMe B3 explants with a diameter of about
10mm were obtained from an abdominoplasty. Theamplwere placed in survival in the
BEM (BIO-EC's Explants Medium) at 37 ° C in a mastosphere with 5% GO
Treatment:Each extract material was incorporated at a cdraton of 1% in a gel of 2%
CMC (sodium carboxymethylcellulose) for this woitllopical application was made at a rate
of 2mg per explant. The untreated control was écatith CMC alone. The treatment was
repeated every two days.

Samples for histologyAt D9 (or D10), three explants from each batchestaken and cut into
two, one half was fixed in buffered formaldehyde dbserving the morphology and the other
half was frozen at -80 °C. After 24 hours of fixetiin buffered formaldehyde, samples were
dried and impregnated in paraffin. Sections of brons were made and mounted on slides.
Examination of morphologyThe observations were performed on paraffin sestiafter
staining with Masson trichrome, a Goldner varidiicroscopic examination was conducted

to assess the general morphology of the dermaépiudrmal structures.
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Observation of the activity of fibroblasts.

In a second step, the activity of fibroblasts (gls@minoglycans (GAGSs), collagen and
laminin-5) was assessed and characterized after1® alays of topical application (D9 or
D10).

GAGs staining:The neutral and acidic GAGs were examined on paraections after
staining with alcian blue-PAS.

Immunostaining of collagen I, Ill, IV and laminin-&ollagens and laminin-5 were stained on
frozen sections with polyclonal anti-collagen I,dhd IV and a monoclonal anti-laminin-5 by
means of a biotin/streptavidin amplifier and a deunstaining of nuclei stained with

propidium iodide for collagen I, IV and laminin-Bd&Masson hemalum for collagen Il

RESULTS

1. In the epidermis: cellular proliferation and aceleration of the terminal
differentiation.

The rock extract (OrgonW) and the two control extisde the positive one extracted from the
nacre of Pinctada margaritifera (NacrwW) and theatieg one extracted from the chemically
precipitated calcium carbonate (BlanW), were olgdirnfollowing the same protocol.
OrgonWad was obtained after decarbonatation of @Ag@and dialysis. These four extracts
were tested by topical application on series of &irekin explants maintained in survival.
After 9/10 days, histological sections were pregaaad stained with Masson’s trichrome.
The morphology of skin explants was examined by manson to the control explant, T,
treated with vehicle only (Figure 34).

The control explant (Figure 34a) shows a thicktstracorneum, moderately keratinized at
the surface with a slight parakeratosis. The epageshows four to five cell layers with fairly
good morphology. However, there are moderate iatielar oedemas in the basement
membrane. The structure of the dermo-epidermatipmdés marked and the papillary dermis
shows collagen fibres of medium thickness formingeswork more or less dense. After
topical application of the organo-mineral extr&@tgonW, thestratum corneunpresents the

same appearance as the control explant whereaspitiermis is acanthosic and shows 7-8

119



ChapitreV: Activité du calcium sur explants de peau régulée par des molécules fossiles

cell layers with good morphology. Moreover, OrgosWibws a strengthening of the papillary

dermis: it stimulates the production of thick cgka fibres by the fibroblasts. The mineral

fraction (Figure 34d) shows numerous alterationaratterized by the presence of cells

slightly oedematous in the spinous and basal layeisan be observed through their clear

cytoplasm. After topical application of OrgonWaadhack stratum corneun(Figure 34e) with

a slight parakeratosis is observed, ie epidermid tieat form thestratum corneurnmetain the

nucleus they should have lost and form squamaseplieermis is acanthosic but many cells

slightly oedematous are visible. The extract hataody been overdosed. Results obtained

with mother of pearl (Figure 34c) are similar togk observed with the mineral fraction but

the morphology of the epidermis is markedly alteneth many cells oedematous in all the

epidermis.
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Figure 34. Morphology of explants after Mason’schirome coloration 9-10 days.

a: Morphology of the untreated skin explant (cobtro

b: Explant treated with Orgon W: marked increasehef thickness of the stratum corneum

c: Explant treated with NacrW: observation of ploysgical disorders
d: Explant treated with BlanW: several disordeppaar
e: Explant treated with OrgonWad: a slight parakess is observed
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2. Dermo-epidermal junction restructuring

Collagen type 1V, laminin-5 and the neutral GAGse ainvolved in the structural
reinforcement of the DEJ and allow a restructuhghe architecture and the activity of the
junction. Indeed, the DEJ adheres to the dermiseqdiermis by the presence of anchoring
fibres, such as laminin-5, which allows it to stawarious stresses. It is a heterotrimer
consisting ofa3, B3, andy2 subunits that associate via largdelical regions to produce a
cruciform-shaped molecule (Roussedteal, 1991; Bakeet al, 1996). The expression of this
protein is strongly stimulated by the positive eohtNacrW (Figure 35c). Its expression is
also stimulated by OrgonWad and BlanW where a eégr labelling of laminin-5 forms a
band along the scalloped DEJ (Figure 35d and 3%&ever, the labelling of this protein
after topical application of the organo-mineralragt remains unchanged compared with the

control (Figure 35b).

Figure 35. Immunostaining of laminin-5 at 9/10 day
a: Expression of the untreated skin explant (cdhtro
b: Explant treated with OrgonW: no change compaxsth the control, T.
c: Explant treated with NacrW: strong stimulatiohtbe expression of laminin-5
d: Explant treated with BlanW: increase of the egzion of laminin-5
e: Explant treated with OrgonWad: increase of tikpression of laminin-5
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Neutral GAGs participate to the strengthening ad termo-epidermal junction. They are
tanks of growth factors and are found along the .DEaky also stimulate the mobility of

fibroblasts and promote contacts between the exdltrdar matrix components. They were
examined on paraffin sections after staining withiaa blue-PAS. The three extracts,
OrgonW, BlanW and OrgonWad strongly stimulate thedpction of these GAGs compared
with the control explant whereas nacre stimulat®lower. Neutral GAGs appear markedly,
forming a pink/ purple band, regular and fairlycthialong the DEJ (Figures 36b, 36d and
36e). They are also present in the underlying [zapitlermis.
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Figure 36. Blue-alcian P.A.S. coloration of GAG®#AL0 days.
a: Untreated explant (control)
b : Explant treated with OrgonW : we observe a ppkple band of neutral GAGSs, quite regular anitlja
thick along the DEJ
¢ : Explant treated with the nacre of Pinctada Mauitjffera, NacrW: very slight production of neutr@AGs
d : Explant treated with BlanW, we observe a ppkiple band, quite regular and fairly thick alortgetDEJ
representing the stimulation of the production efitnal GAGs
e : Explant treated with OrgonWad : the same pmkple band appears representing the stimulatiothef
production of neutral GAGs
There is no stimulation of the production of acid@&s.

The basement membrane plays a key role in the magiatrength of the dermo-epidermal
and supplies nutrition with the epidermis. It caisiof a frame proteins organized in a lattice

where collagen IV is found (Meaung al, 2005). The latter was immunostained on frozen
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sections with polyclonal goat anti-collagen 1V &wailies. After topical application during 10

days, we observed a slight stimulation of collagémproduction with NacrwW, OrgonW and

OrgonWad (Figures 37b, 37c and 37e). BlanW shostsoag immunostaining of collagen 1V

compared with the control after application of thaeral fraction (Figure 37d): the staining

is clear along the DEJ and in the papillary dermis.

D9/10 Control D9/10 OrgonW

D9/10 BlanW D9/10 OrgonWad

50 pm

Figure 37. Immunost&iffing of collagen type IV dt®days
a: Untreated explant (control)
b : Explant treated with OrgonW: stimulation of legjen 1V production
¢ : Explant treated with NacrW: stimulation of @alen IV production
d : Explant treated with the mineral fraction, BlAit strong stimulation of the collagen IV productialong the
DEJ, in the dermis and in the basement membrane
e : Explant treated with OrgonWad: stimulationcoflagen 1V production

3. Papillary dermis strenghtening

D9/10 NacrW

The main function of dermal collagen is to givethie skin strength and extensibility while

maintaining its structural integrity. Collagens ¢ypand Il have been stained in the dermis.

Collagen | is the most abundant collagen in theybdddwas immunostained with rabbit

polyclonal anti-collagen | antibodies. After 10 dayve observe that OrgonWad, strongly

stimulates its production. The organic fractiong@rWad shows thick fibers of collagen type
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I, net and very dense throughout the papillary der(figure 38e). The organo-mineral
extract shows no difference compared with the cbriEigure 38b). The extracts Nacrw and

BlanW show a stimulation moderate and very modeesgpectively (Figures 38c and 38d).

50 pm

Figure 38. Immunostaining of collagen type | at®days
a: Untreated explant (control)
b : Explant treated with OrgonW: staining unchangednpared with the control T.
¢ : Explant treated with NacrW: the production oflagen | is markedly stimulated by this extract
d : Explant treated with the mineral fraction, Blai slight stimulation of the production of collagke
e : Explant treated with OrgonWad: the most impottstimulation

The ratio collagen type | on collagen type Il isry important. Indeed, in certain diseases
such as inguinal hernia, the ratio collagen | idlfeduced and this is manifested by changes
on abnormal collagen deposition (Rosethal, 2002). Collagen Ill was also determined by
immunostaining. The staining is unchanged comp#rdtie control after 10 days of topical
application of the organo-mineral extract and Blari®gures 39b and 39d). Whereas its
production is slightly stimulated after applicatiohOrgonWad and NacrW (Figures 39c and
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39e): there is a net and regular staining, verysdemith fibers moderately thick throughout

the papillary dermis.

D9/10 Control

D9/10 OrgonW

D9/10 NacrW

100 pm

20 um

D9/10 BlanW

D9/10 OrgonWad

100 ym
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Figure 39. Immunostaining of type Ill collagenSdl0 days
a : untreated explant (control)
b : Explant treated with OrgonW: the production @@ns unchanged compared with the control.

¢ : Explant treated with NacrW : a stimulation @flagen Il production is observed.

100 pm

d : Explant treated with the mineral fraction, BlAft the production remains unchanged compared thigh
control.

e : Explant treated with OrgonWad : a stimulatidircollagen 11l production is observed.

DISCUSSION

The functions and homeostasis of skin criticallpeled on the stable organization and

cohesion between the epidermis and the dermis. ®reyfunctionally separated by a

basement membrane, also named the dermo-epidemadiign. Ultrastructural observation of

the DEJ showed the major constituents to be thenktacida, lamina densa and anchoring

fibrils. A very strong bonding between this anchgrcomplex and collagen | of the papillary

dermis was recently demonstrated to reinforce gtriscture (Villoneet al., 2008). The DEJ

has a physiological role: it influences cell beloavby acting as a selective barrier

(Marinkovich et al., 1993, Streuliet al., 1995). In this article, Orgon extracts showed a
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restructuring effect on the dermo-epidermal junttielated to the production of collagen IV
but also the expression of laminin-5 and neutral@3SAas shown in histological sections.
Indeed, basement membranes consist of a netwodolt#gen IV, proteoglycans (neutral
GAGs) and glycoproteins (laminin-5). The family aftives is obtained by extraction with
pure water. It concentrates small proteins, calabambonate and few salt€)( We compared
the residual activity of these fossil moleculesht® activity of fresh nacre molecules extracted
in the same conditions (water extraction procef®ssil molecules retain activity quite

comparable to nacre in quality and intensity.

The lamina densa is mainly composed of type IVag®h, which is the major structural
element of basement membrane (Burgeson, 1993)nsists of six genetically different
chains ¢l1-06) (Hudsonet al, 1993). In the basement membrane, collagen typaslV
responsible for anchoring the dermo-epidermal jondo the dermis. This is the first element
that is strongly stimulated by the extracts. Indesd important overexpression is observed
with the mineral fraction but also with the orgammeral extracts OrgonW and OrgonWad,
this latter concentrating the organic fractionthHese three extracts, calcium is in the form of

carbonate. The organic fraction has probably nadtitive effect compared to carbonate.

Laminins are a family of multifunctional macromalées ubiquitous in basement membranes
and represent the most abundant structural nomgewitaus glycoproteins of these highly
specialized extracellular matrices (Tingdl al., 1979). They are a family of disulfide-linked
heterodimers constituted by the association ofetlgenetically different polypeptides, the
alpha, beta and gamma chains, each class contaseweyal variants (Timpl, 1996). The
expression of laminin chain variants is spatio-terafly regulated, which suggest that
laminin isoforms might have different functions, shamportantly as structural elements
forming a network throughout the basement membtanghich other collagenous or non-
collagenous glycoproteins and proteoglycans at{@chmailley and Rousselle, 1999). The
major adhesive component of epithelial basement on@nes is laminin-5 where it localizes
to anchoring filaments (Cartet al., 1991, Roussellet al., 1991). It is found mainly to the

lamina densa and partially to the lower laminadac{Masunaga&t al, 1996) and Yancey

1% Dissaux A., Bourrat X, Gabant G, Cadene M, GaWrdtopez E, Trichet JLimestones, a source of proteins
and lipids"
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(1995) showed that laminin-5 plays also an impdntale in attaching the keratinocytes to the
basement membrane of the epidermis. Laminin-5d@ssétond element stimulated by fossil
molecules. The human skin explants showed, afterddys of topical application, that
OrgonWad and BlanW caused a significant stimulatednthe expression of laminin-5
comparable to the one obtained with NacreW. Thimausation is related to calcium and it is

difficult to conclude, at this stage, about theerof the organic fraction.

Finally, OrgonWad, BlanW and OrgonW have also deatfon the production of neutral
GAGs, produced by fibroblasts. The GAGs are locatetthe basement membrane. They own
variety of functions including permeability, celitzesion and growth pool (Nanchahal and
Riches, 1991). Boycet al. (2002) previously demonstrated on skin substittlias vitamin C
stimulated the production and the organizationhef DEJ proteins such as collagen IV and
laminin-5. The value of Orgon extracts, and abolvéha extract concentrating the organic
fraction, is that it can also stimulate the producbf neutral glycosaminoglycans.

Structural abnormalities or even subtle defectshefanchorage assembly lead to diseases.
Santos Garciat al. (2006) demonstrated the loss of continuity in ldm@inin and type IV
collagen expression following an evolution parafiem dysplasia to oral squamous cell
carcinoma. In skin, absence or truncation of amamb receptor was shown associated with a
phenotype of epidermolysis bullosa (Ruetial, 1997) and defective laminin isoforms have
been shown to be associated with several inborn aoguired skin diseases. Thus a
dysfunction of the DEJ may cause many diseaseswéihdaging, Marionneet al. (2006)
showed that the DEJ can be altered. Here it is dstreted that the activities of fossil

molecules allow the restructuring of the DEJ.

The actives, extracted with pure water, act maorlythe papillary dermis and the dermo-
epidermal junction. These actives contain smaltgans and calcium carbonate mainly. The
extract OrgonWad which concentrates the organittifm has the largest activity and allows
the restructuring of the dermo-epidermal junctismell as the strengthening of the papillary
dermis by stimulating the production of collageyyset| and Ill. If we compare the activity of

the fossil extracts with the one of fresh nacresiis molecules associated to calcification
retain stimulating properties that are even grethi@n the ones of nacre, except for laminin-5.
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VI.1. Introduction

Nous avons établi un modétevitro afin de tester les potentialités d’ostéoinducton
d’ostéogénese des matrices solubles de 4 extr@tgah: I'extrait a I'eau; I'extrait a I'eau
acidifié et dialysé, I'extrait a I'éthanol et I'exit a I'éthanol dialysé. Comme nous avons pu
'observer dans le chapitre lll, I'extrait a 'e@oncentre essentiellement des protéines et du
carbonate de calcium et des sels. Afin de décatboreet extrait, il a été acidifié : ce
protocole permet de concentrer mais il reste égattrdes minéraux et des sels. Enfin, le
protocole a I'éthanol permet d’obtenir I'extrait g@nE qui concentre essentiellement les
lipides et les chlorures de calcium mais aussipidges protéines. Le méme extrait a été
dialysé et donc dessalé dans le but de concemrsemblécules organiques. Afin de vérifier
'hypothése de départ, nous avons réalisé des iexjgés in vitro sur des cellules
représentatives de difféerents stades d’évolutionadégnée ostéoblastique, que nous avons
mis en présence des différents extraits solubles. d@ntréles positifs et négatifs constitués
du milieu cellulaire avec ou sans inducteurs ettéle®ins négatifs obtenus apres avoir extrait

du carbonate de calcium pur d’apres les mémesqoia®, ont également été testés.

VI.2. Modélisation in vitro des étapes de la degfégiation osseuse

VI.2.1. Choix des cellules

Il existe deux types de lignées de cellules osseusa’une part, la lignée
ostéoblastique comprenant les préostéoblastegstésblastes, les ostéocytes et les cellules
bordantes et d’autre part, la lignée ostéoclastiguiecomprend les préostéoclastes et les
ostéoclastes. Notre but étant d’étudier I'activisééogénique des extraits, nous avons choisi
la lignée ostéoblastique. Il s’agira alors de démmmue ces extraits induisent non seulement
la différenciation des cellules de la lignée oseemmis également qu’ils conduisent ces
cellules jusqu’a la phase de minéralisation. Afnveérifier cette hypothése, nous avons choisi
trois types cellulaires représentatifs de troisissade différenciation distincts des cellules de
cette lignée : les cellules souches pluripotentesndelle osseuse, les fibroblastes et les pré-

ostéoblastes. Ces cellules correspondent a un déadiéférenciation croissant.
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VI1.2.1.1 Les cellules souches de moelle osseuse

La moelle osseuse est un réservoir de celluleshesucd’'une part, le systéme des cellules
hématopoiétiques, i.e. les précurseurs des celbalaguines, et d’autre part, le systeme des
cellules stromales. Les premieres cellules strosnale moelle ont été décrites par
Friedensteiret al. (1987), a partir de cultures de moelle osseusente étant des cellules
adhérentes au plastique, capables de se cloner giraliférer rapidement. En 2006,

I International Society for Cellular Theraméfinit les cellules stromales comme des cellules
multipotentes isolées a partir de nombreux tissuse{le osseuse, tissu adipeux, placenta...)
et qui associent trois critéres : (1) leur progridtadhérence au plastique ; (2) leur phénotype,
i.e. elles sont dépourvues de nombreux marqueurseliides hématopoiétiques et (3) leur
capacité a se différencier en 3 lignages : chorytiesc ostéoblastes et adipocytes (Dimieici
al., 2006). Sous l'effet d'inducteurs spécifigues tellules stromales de la moelle peuvent
donc se différenciein vitro pour exprimer un phénotype ostéoblastique. Ent,effa été
prouvé que la dexaméthasone, un glucocorticoidmetéait la stimulation de ces cellules
(Maniatopouloset al, 1988) jusqu’a I'expression des marqueurs du ptyfe ostéoblastique

et méme la formation de nodules de minéralisation.

VI.2.1.2. Les fibroblastes

Les fibroblastes ont été découverts pour la preariigis par le Dr. Matthias De Oliveira en
1968. La fonction principale des fibroblastes estnmhintenir I'intégrité structurale des tissus
conjonctifs en sécrétant sans interruption desypséars de la matrice extracellulaire (MEC).
La composition de cette MEC va alors déterminer pespriétés physiques des tissus
conjonctifs. Les fibroblastes sont des cellulesquitaires pouvant donc se différencier en
différents types cellulaires. Reddi et Huggins @Qont démontré la particularité des
fibroblastes de conserver toute leur vie la capadé répondre a un recrutement et de se
différencier en ostéoblastes sous I'effet d’'inducsespécifiques. Cependant, leur origine et
leur voie de différentiation restent peu définies.
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VI1.2.1.3. Les pré-ostéoblastes

Les pré-ostéoblastes sont des cellules allongéadesi au contact des ostéoblastes matures.
La fonction de ces ostéoblastes matures est déétigdr la matrice osseuse collagénique
notamment le collagéne type | et de participer milzralisation de celle ci. Leur membrane
est riche en une enzyme: la phosphatase alcaletee Enzyme passe dans le sang circulant et
peut étre dosée : elle est un marqueur du phénatsfEmblastique. Quand les ostéoblastes
deviennent matures, ils sécrétent des protéineogacine, sialoprotéine de l'os) qui
régulent le dépdt du minéral (Liagt al, 1999). Les ostéoblastes reposent alors sur une
couche de tissu non encore minéralisé appelé tisgepide et constitué de collagéne, de
protéines non collagéniques (Boskey, 1989) et deoghminoglycanes. Ce tissu sera

minéralisé dans un second temps.

VI.2.2. Les inducteurs

Le recrutement des cellules mésenchymateuses ugt ddférenciation durant
'ostéoblastogénése sont régulés par differentesndimes systémiques et facteurs de
croissance locaux, cytokines et protéines de la MitC agissent de facon coordonnée. Par
exemple les membres appartenant a la superfanefle GFp sont bien reconnus en tant que
régulateurs clé de la formation osseuse (Woziegl, 1988). Les hormones stéroides telles
gue les cestrogenes, progestérones... sont égaleneentcdnnu pour leurs effets sur la
différenciation ostéoblastique (Syed and Khosl&@)520Mais l'impact le plus signifiant sur
I'ostéoblastogénése provient des glucocorticoi@etidws et al, 1987). En effet, comme on
'a déja discuté (V.2.1.1), la dexaméthasone est glmcocorticoide qui stimule la
différenciation osseuse a partir de cellules ostiggmitrices (Kasugait al, 1991) et elle est
méme indispensable pour que la minéralisation sdyse (Maniatopoulost al, 1988). Par
contre, les ostéoblastes peuvent, eux, minéraiséabsence de cet inducteur (Bellogisal.,
1987).

132



Chapitre VI : Activité des extraits de biocalcaires sur I'ostéogenése

VI.2.3. Les marqueurs de la différenciation ostéoblastique

Les connaissances actuelles sur le développemseosnt été acquises au cours des
guatre derniéres décennies, grace a lidentificatid a la caractérisation des protéines
sécrétées par les ostéoblastes et des protéinesiéess a la MEC de l'os. La matrice
extracellulaire occupe entre 92 et 95 % du volusmilaire et peut étre subdivisée en matrice
organique (22 %) et inorganique (69 %). Les prialdp classes de macromolécules qui
composent la matrice organique forment slabstance fibrillaire (90 %) contenant des
protéines fibreuses structurales (collagene etigégsou adhérentes (fibronectine), ainsi que
la substance interfibrillaire (10 %) englobant les glycosaminoglycanes (GAG) et
protéoglycanes, de petites protéines non collagésigainsi que des lipides en petites
guantités. Dans le tissu osseux, ces moléculesepéinduire ou inhiber la minéralisation.
D’aprés Nefusset al (1985, 1989, 1993), il existe quatre étapes pauvenir a I'étape de

minéralisation :

1) Une phase de prolifération cellulaire

2) Une phase de différenciation cellulaire

3) La formation et maturation de la MEC

4) L'étape de minéralisation et formation d'une suefaosseuse active avec

maturation des ostéocytes.

Ces différentes étapes ont par ailleurs été cogéigrpar Steiret al (1990), Oweret al
(1990) et Lian and Stein (1995) qui détaillerensémuence de I'expression temporelle des

géenes des protéines associées a la MEC et de sélledées par les ostéoblastes (figure 1).
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FORMATION ET
PROLIFERATION MATURATION MINERRLISATION
OF LA MATRICE

JOURS DE CULTURE

Figure 40. Relation couplée et réciproque entretalifération cellulaire et I'expression des gerdesla
différenciation (Stein et Lian, 1993). Coll : calene ; PAL : activité phosphatase alcaline ; ORtémpontine ;
OC : ostéocalcine

On y distingue nettement 3 phases qui confirmenétapes du développement ostéoblastique
de Nefusset al (1997):

1) Une phase de prolifération durant laquelle a leesyinthése de la MEC et la sécrétion
de collagéne type I.

2) Une phase de maturation et d’organisation de la MEEs la fin de la phase de
prolifération, les protéines associées au phénobgseux sont détectées. La MEC
subit alors des modifications de composition etrghmisation qui la rendent
compétente pour la minéralisation : le taux deagglhe commence a baisser tandis
gue l'activité PAL augmente.

3) La phase de minéralisation proprement dite ou kxseg de l'ostéocalcine, de la

sialoprotéine de I'os et de I'ostéopontine sontremgs.

Les protéines exprimées vont alors constituer dasjneurs spécifiques des différentes étapes
du développement osseux. Ceci permet d’'identiésrdiverses étapes lors de modélisations
in vitro. Notre choix s’est porté sur les marqueurs usligg@cédemment par Pereira-Mouries

(2006) afin d'utiliser les résultats obtenus aveoacre actuelle comme comparateur : c'est-a-
dire la prolifération cellulaire, I'activité phosatase alcaline, la sécrétion de collagéne I,

I'ostéocalcine et enfin la formation des nodulesrdeéralisation.
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VI1.2.3.1. Collagene de type |

Le constituant essentiel de la matrice osseusie esllagene de type dui représente un peu
moins de 90 % des macromolécules de la matricen@mge. Appelé aussi collagéne
fibrillaire, il est formé de I'assemblage de trolgines alphasf de polypeptides. Les chaines
polypeptidiques sont synthétisées au niveau dessoibes du réticulum endoplasmique
rugueux (RER) de l'ostéoblaste. Elles subissentuisnsdes hydroxylations et des
glycosylations avant de s’associer en hélices derd@3chainesa. Lors de la phase de
prolifération, les génes associés au collagene tygent fortement exprimés puis leur
expression diminue progressivement et reste awnkas au cours des phases suivantes de la
différenciation ostéoblastique. C’est par aillecette accumulation de collagéene qui contribue
a réprimer la phase de prolifération (Lian and 15td995). La synthese d’'une matrice de
collagéne est nécessaire pour induire I'expresglea marqueurs de la différenciation
terminale ; ceci explique pourquoi I'acide ascodaicest un cofacteur indispensable pour la
différenciation ostéoblastique (Franceschi, 19%2anceschi and lyer, 1992 ; Francesehi
al., 1994).

V1.2.3.2. Activité Phosphatase Alcaline (PAL)

Immédiatement apres la phase de prolifération lesémes associées au phénotype des
cellules osseuses sont détectées. C'est le cdadatiité PAL qui est considérée comme le
marqueur du phénotype ostéoblastique le plus peé€ban and Stein, 1995). En effet,
malgré I'expression de l'activité PAL dans d’auttgges cellulaires, elle est particulierement
élevée dans les pré-ostéoblastes et ostéoblastden&ion dans le métabolisme osseux est
lite a son réle de phosphotransférase. De plus,selinble hydrolyser les inhibiteurs de la
minéralisation comme les pyrophosphates (Henthb®86) et pourrait étre un transporteur
des ions calcium. Puis I'accumulation de minérajowger le role de régulateur négatif et le

taux de PAL diminue.
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VI.2.3.3. Ostéocalcine

L’ostéocalcine est une protéine de 5.7KDa qui épeddante de la vitamine K. Elle est riche
en acidey-carboxyglutamique (également appelée Bone Glaépre) et se lie aux cristaux de
calcium de la phase minérale. L'ostéocalcine essicérée comme jouant un réle clé dans les
étapes de différenciation et I'activité des cebButsseuses ainsi que sur leur maturation et la
minéralisation de la matrice. Elle est, par aille@xprimée uniquement par

les ostéoblastes différenciés (Kasugfaal, 1991)lors de la phase de minéralisation (Ovetn
al., 1990).

VI1.2.3.4. Nodules de minéralisation

C’est I'étape ultime du développement ostéoblastidtlle se traduit par la formation de
nodules qui minéralisent sous forme d’hydroxyapati€es nodules correspondent a un
systeme de cellules superposées dont la coucherimugé se compose de cellules
ostéoblastiques cuboides produisant une matrigsiolst et acquérant progressivement les

caractéristiques du « woven bone » (Bhargzal, 1988).

V1.3. Matériels et Méthodes

VI.3.1. Les protocoles d'extraction

Dans cette partie, trois protocoles d’extractiont été utilisés et sont détaillés

figure 41.
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Figure 41. Les différents protocoles d’extraction.

Apres chaque extraction, les échantillons obtemu®t2 dialysés contre de I'eau milli-Q avec
un seuil de coupure a 100-500Da. La compositionedésits a été analysée dans le chapitre
lll. Les contréles négatifs consistent en du caabemle calcium précipité (VWR) extrait dans

les mémes conditions : i.e. a I'eau et a I'éthanol.

VI.3.2. Les cellules étudiées

Les cellules D1 ORL UVA (American Type Culture Guition (ATCC), réf: CRL-
12424), cellules stromales multipotentes de soarisété mises en culture afin de démontrer
gue les extraits peuvent induire la difféerentiatides cellules précurseurs indifférenciées
jusqu’au stade d’'ostéoblaste actif capable de ralisér. Ces cellules ont été cultivées dans
un milieu standard : Dulbecco’s Modified Eagle'sdilen (DMEM, ATCC) avec 10% de
sérum de veau feetal (SVF, ATCC), 0.5% de sulfatgelgamicine (10mg/ml, Institut de
Biotechnologies Jacques Boy) et 1% de fungizonerofiiao). La mise en culture s’est
effectuée dans un flacon de 75cm? (Corning, s)éfidae fois le nombre de cellules désiré

atteint, les cellules stromales ont été ensemengéls dans des microplaques de 96 puits
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(Corning, stérile) pour les tests biologiques @& densité de 5000 cellules/ml et dans des
microplaques de 24 puits (Corning, stérile) a uaesité de 20000 cellules /ml pour les tests
de minéralisation. Dans ce dernier cas, les cudtseront réalisées en présence d’acide
ascorbique (50png.mM) (Sigma-Aldrich) nécessaire au métabolisme duagelhe (Barnes,
1975), dep-glycérophosphate (10mM) (Sigma Aldrich), source mlesphate organique
nécessaire pour I'étape de minéralisation et daméthasone (1) (Sigma-Aldrich). Les
extraits testés sont OrgonW, OrgonWad et OrgonE.

Les fibroblastes MRC-5 (ATCC, réf: CCL-171) proaah de poumon humaiont été testés
en présence des quatre extraits (OrgonW, Orgon®ayphn E et OrgonEd) afin de démontrer
le pouvoir ostéoinducteur des échantillons. lls été cultivés dans un milieu Eagle’s
Minimum Essential Medium (EMEM, ATCC) enrichi avé0% de SVF (ATCC), 2mM de
glutamine et 1% pénicilline/streptomycine (Penieibtreptomycin-Glutamine, ATCC). Les
cellules sont ensemencées a JO dans des micreplagu96 puits (Corning, stérile) a une
densité de 5000 cellules/ml. Les extraits sonttémpa J1.

Les pré-ostéoblastes MC3T3-E1 (ATCC, réf: CRL25@Bdvenant de calvaria (volte
cranienne) de souris, seront un modéle utilisé pavactériser le pouvoir ostéogénique des
extraits (OrgonW, OrgonWad et OrgonE) et ainsi pesda stimulation des phases terminales
de la différenciation ostéoblastique. Les cellwes été cultivées dans un milieu Minimum
Essential Medium alpha medium-MEM, Invitrogen) enrichi de 10% SVF (ATCC) avec
2mM de glutamine et 1% pénicilline/streptomycineerfiillin-Streptomycin-Glutamine,
ATCC). Les cellules sont ensemencées a JO dansndesoplaques de 24 puits (Corning,
stérile) a une densité de 8000 cellules/ml. Ledlitmms de cette étude ont nécessité I'ajout
d’'inducteurs de minéralisation : d’une part [hglycérophosphate (10mM) (Sigma-Aldrich)
et d'autre part de I'acide ascorbique (50pug)M({Sigma-Aldrich). Afin de comparer I'effet
des inducteurs, deux réplicas de I'extrait testtordeégalement ajoutés aux puits sans

inducteur de minéralisation.

Les milieux ont été renouvelés tous les 2-3 jouirguand les cellules arrivent a confluence,
les cultures sont divisées et réparties en traiofis de 75cmz2. Dans les modéles de cultures
cellulairesin vitro, certains nutriments doivent étre ajoutés au mite culture afin de rendre

la MEC apte a la minéralisation. Le facteur deétdéhciation standard, i.e. la dexaméthasone,

représentant le contrdle positif a été ajouté aalame constant de 15ul/puits (excepté pour
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les cultures des pré-ostéoblastes). Les contrdles effectués en ajoutant le méme volume
d’eau stérile ou d’extraits BlanW et BlanE. Led@iénts extraits et contrdles sont ajoutés a
J1-J3-J6-J9 et J12.

VI.3.3.L'estimation de la prolifération cellulaire et dosage des
marqueurs phénotypiques

Notre choix s’est porté sur les marqueurs utiliggsédemment par Pereira-Mouries
(2003) afin d'utiliser les résultats obtenus aweoacre actuelle comme comparateur : c'est-a-
dire, la prolifération cellulaire, I'activité phoksptase alcaline, la sécrétion de collagéne I,
I'ostéocalcine et enfin la formation des nodulesrdeéralisation. Nous avons donc cherché a
mettre en évidence I'apparition de ces marqueuésipues afin d’évaluer l'activité des
extraits testés. Tout d’abord, les couches cetkgaadhérentes sont rincées avec un tampon
phosphate salin (PBS, Bioblock) et conservées, ¢conime les milieux de culture, a -20°C

jusqu’a la réalisation du test.

La prolifération cellulaire a été estimée a I'amlan test BCA (acide bicinchoninique) (Kit
Micro BCA™ Protein Assay Kit, Thermo Scientific) qui permetdbser le taux de protéines.
Il est réalisé sur les couches adhérentes. Il ttes ions Cti qui se forment lorsque €U
est réduit par une protéine dans un environnemealira Le produit de la réaction formé par
la chélation de deux molécules de BCA avec uh’ e colore alors en violet. Une lecture &
562nm permet de déterminer le taux de protéineartr p'une courbe de standard réalisée

avec de I'albumine de sérum bovin.

L'activité phosphatase alcaline a été dosée surchdhles adhérentes a l'aide du kit
Sensolyt&” pNPP Alkaline Phosphatase Assay Kiblorimetric* (AnaSpec). L'échantillon

est placé au contact d'un tamppNPP @-Nitrophenyl phosphate). Il se produit alors une
déphosphorylation par les phosphatasggNgtP se colore en jaune. L'absorbance est lue a
405nm. Une courbe étalon permet alors la quartificales échantillons.

Le collagene soluble total (type | a IV) a été gifensur les milieux de culture a l'aide du

test colorimétrique Sircol (Sircol Soluble Collagéssay, Biocolor Ltd). Les échantillons
sont incubés avec le réactif Sircol pendant 30iensircol est un colorant anionique avec des
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chaines d’acide sulphonique qui vont réagir avechaines des acides aminés présents dans
le collagéne. Le colorant non lié est alors élinpiaé centrifugation. Le colorant lié est quant
a lui, dissout et la densité optique est lue a BMOBomme dans les tests précédents, la

guantification est réalisée par extrapolation dipdiune courbe étalon.

Le dosage de l'ostéocalcine a été réalisé par @aetion immunologique de type ELISA
(Mouse Osteocalcin EIA Kit, Clinisciences). Le test effectué sur des aliquotes des milieux
de culture. Des anticorps polyclonaux dirigés atigxtrémité N-terminale sont fixés a une
microplaque. Les milieux de culture sont ensuitaitgs et sont incubés toute la nuit avec des
anticorps biotinylés dirigés contre I'extrémité €+hinale. Apres plusieurs lavages permettant
d’éliminer les anticorps non liés, on ajoute unjugné marqué a la peroxidase-streptavidine.
L’absorbance est alors lue a 450nm et la quantificaest réalisée a I'aide d’'une courbe

étalon.

Les dépdts minéralisés ont été visualisés par wieration de Von Kossa. Les tapis
cellulaires sont fixés avec 1.5% de glutaraldéhf®igma-Aldrich) pendant 10min puis la
microplaque est rincée plusieurs fois. Ensuite, d@mitrate d’argent est ajouté et la plaque
est placée sous lumiere intense pendant 45mind&fiolorer les dépbts minéralisés. La
réaction est stoppée par plusieurs rincages. Uh#i®o & 5% de thiosulphate de sodium
(Sigma-Aldrich) est ajoutée pendant 2min et ledspgont de nouveau rincés. Enfin, une
coloration a 0.1% de rouge d’Alizarine (Sigma-Atdiy pendant 10sec permet de mettre en

évidence les cellules de la lignée osseuse airmide ces dépbts.

Des analyses infrarouges ont été effectuées aftadetériser la forme minérale des dépdéts.
Pour cela, des spectres infrarouges a transformdeodrier ont été enregistrés a I'aide d’'un
spectrométre NICOLET Magna-IR 760 et d’'un micro®COLET Nic-Plan. Tous deux
ont été purgés a l'air sec afin d’éliminer I'eaul@tCG, atmosphérique. L’échantillon, sous
forme de poudre, a ensuite été répandu sur unedam&aCl. L’aire de I'échantillon analysée
est un cercle de diametre 100um sélectionné sour®sobpe a objectif type Cassegrain 15x.
Les conditions de I'expérience sont de 128 scaes awe résolution spectrale de 2cet
aucune correction CGEH,0. La gamme de longueur d'ondes étudiée est de4660ent
selon le spectrometre et le détecteur du microseOLET MCT-A).

140



Chapitre VI : Activité des extraits de biocalcaires sur I'ostéogenése

VI.4. Activité des extraits sur les cellules dédaée osseuse

VI.4.1. Réponse des cellules fibroblastiques MRC-5

Lors de cette étude, il s’agira de comparer I'etfes extraits d’Orgon, i.e. extraits
organo-minéraux et les extraits dessalés ou legaul@ds organiques ont été concentrées, sur
les fibroblastes (MRC-5). Le but est de démontree ges extraits peuvent stimuler la
différenciation des fibroblastes vers un phénotygigoblastique, i.e. de cellules capables de
minéraliser, et mettre ainsi en évidence le pouwstéoinducteur des molécules organiques
de calcification. . L'activité de ces extraits esimparée aux blancs, du carbonate de calcium
pur, extrait d'aprées le protocole a I'eau (on ofitia fraction minérale nommée BlanW) et
d'apres le protocole a I'éthanol (on obtient lacfran minérale nommée BlanE). La
dexaméthasone connue pour induire 'ostéogéneseetlates de la lignée ostéoblastique est
utilisée comme contrdle positif. Les marqueurs dosi#n de démontrer la différenciation
osseuse vers le phénotype ostéoblastique sonbli#épation cellulaire et la stimulation de
l'activité phosphatase alkaline (PAL). Si une augtagon de l'activité PAL est liée a une
baisse de la prolifération cellulaire on est doncpbase de différenciation des fibroblastes.
Les dosages sont effectués a J1, J3, J6, J9 et J12.

Le contrble négatif réalisé par ajout d’eau milld@ns le milieu de culture montre une
prolifération cellulaire en hausse et aucune aétiBAL (figure 42a): les cellules n’entrent
pas en phase de différenciation. La dexaméthaswhasteur de I'ostéogénése, montre que la
prolifération cellulaire n’'est pas affectée (Figd&b). L'activité PAL mesurée avec la
dexaméthasone nous montre une stimulation dewigefAL aprés 12 jours de traitement de
Dex a 100mM: la lignée de fibroblastes MRC-5 egtatde de répondre a ce facteur de

différenciation.
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Figure 42. Evolution au cours du temps de I'ac6\RAL (histogramme) et de la quantité de protétotdes
(courbe) des fibroblastes en réponse au controg@tii(a) et au contréle positif, la dexaméthasdime

Les 2 blancs montrent une prolifération cellulagre hausse stimulée par le calcium. Les

cellules sont en phase de prolifération (Figure 43ctivité PAL mesurée sur les BlanW et

BlanE ne montre aucune activité: les cellules manttpas en phase de différenciation.
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Figure 43.

Evolution au cours du temps de I'ac8VRAL (histogramme) et de la quantité de protétoeles

(courbe) des fibroblastes en réponse au blanWt(auelanE (b).

Pour les 3 concentrations de I'extrait OrgonW, lests BCA montrent une baisse

significative de la prolifération cellulaire dés ¢ancentration de 239ug/ml de protéines et

ceci des le 3e jour (figure 44). L'activité PAL noeSe sur les extraits OrgonW a 239 et 774

Kg de protéines/ml montre une augmentation de-cetles 12 jours. Cette activité est de plus

bY

doublée avec OrgonW[744]i.€. 744ug de protéines/ml) par rapport a OrgonW[239].

L’extrait OrgonW[1200] montre une stimulation dadtivité PAL dés 6 jours: il y a donc un

effet dose-dépendant. Cependant dans le cas amdézmiration en protéines la plus élevée,

on observe une baisse de l'activité PAL a J9 hiagtillon est certainement trop concentré.
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mmm) De part la baisse de la prolifération cellulaird’@igmentation de I'activité PAL, les
extraits OrgonW[239] et OrgonW[774] induisent urif&denciation des fibroblastes vers le

phénotype ostéoblastique.
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Figure 44. Evolution au cours du temps de I'acWAL (histogramme) et de la quantité de protéintdes
(courbe) des fibroblastes en réponse a I'extraig@W a 239ug de protéines/ml (a), 774pg de proséimeb)
et 1200ug de protéines/ml (c).
Les extraits OrgonWad et OrgonE montrent des effimtslaires (annexes la et 1b), i.e. une
entrée en phase de différenciation vers le phéeobgbeoblastique qui est dose-dépendante.
De méme, les extraits les plus concentrés, Orgofil8ad] et OrgonE[857] provoquent des
irregularités dans l'activité PAL : ces échantibasont certainement trop concentrés.
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Figure 45. Evolution au cours du temps de I'até\RAL (histogramme) et de la quantité de protéineses
(courbe) des fibroblastes en réponse a I'extraig@rEd a 388ug de protéines/ml (a), 969ug de presiml (b)
et 1000ug de protéines/ml (c).

Les courbes des tests BCA pour les extraits Org@ukd-oncentrations de 388 et 1000ug/ml

de protéines montrent une baisse de la proliférat@lulaire (Figure 45a et 45c¢). Cependant,
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le test BCA réalisé sur I'extrait OrgonEd concerdrd69ug de protéines/ml montre une
hausse (figure 45b): les cellules sont toujourplease de prolifération et ne sont pas entrées
en phase de différenciation. De plus, I'activitéLPiesurée sur les extraits OrgonEd aux 3
concentrations montrent une activité PAL a parérl® jours. OrgonEd 969, montrant une
hausse de la prolifération osseuse et une faiildtad®AL, n’est pas entré dans une phase de
différenciation précoce. Les 2 autres concentratidi®rgonEd induisent une baisse de la
prolifération cellulaire et une hausse de I'acéVRAL qui reste cependant inférieure a celle
mesurée avec l'inducteur d’ostéogénése, la dexasétie. L’eéchantillon OrgonEd sera donc

abandonné pour les prochains tests sur les cetlelés lignée ostéoblastique.

Conclusion sur les réponses des cellules oblastiques M
+ OrgonW, OrgonWad et Orgo nduise 1e différaton des fibroblastes vers le
en téoblastique qui est dose-dépendantecetplus rapidement qu’avec
1ducteur standard exameth a >Torte ace on au process
ifférenciation stimulé r les extr gamo extrait OrgonWa

+ Les Blancs obtenu parti oon de walgpur et extraits d'aprés les
btocoles a I t a I'eéthanol ne montrent aecactivité phosphatase alcaline e
prolifération cellulaire S e calcipemmet d’expliquer | lifé
cellulaire en revanche la fra nique cantides lécules « signal » qu
rmettent 'engageme 5 iociales ce
uvoir ostéoindu I s d'Orgonéadémontr
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VI.4.2. Réponse des cellules ostéoblastiques MC3T3-E1

Nous avons vu précédemment que les extraits d’Orgguisent la différenciation des
fibroblastes vers le phénotype ostéoblastique. présostéoblastes sont des cellules de la
lignée ostéoblastique, prédifférenciées et capaldesiinéraliser apres avoir atteint un stade
de maturation. L'étape suivante consiste donc dreneh évidence la capacité des extraits
d’'Orgon a stimuler I'ostéogénése jusqu’au stademileéralisation. Pour cela, nous avons
utilisés des cellules pré-ostéoblastiques de dald® souris (lignée MC3T3-E1). L'étude de
'apparition de dépdts minéralisés a été réalisge goloration de Von Kossa. Une étape
supplémentaire de coloration au rouge d'alizarinét@ effectuée afin de visualiser les
cellules. La présence d’inducteurs de minéralisafitant nécessaire pour observer les dépbts
in vitro, nous avons analysé les effets des extraits esepcé et en absence d’inducteurs

(acide ascorbique 50pg.thétp-glycérophosphate 10nM).

La figure 46a représente la position des différextsaits ajoutés au sein de la microplaque.
Seuls les résultats obtenus avec l'extrait Orgookt présentés (Figure 46b) puisque les
autres extraits (OrgonW et OrgonWad) n’ont pas e dépbts minéralisés (annexes 2a et
2b).

2 Contréles + Inducteurs
2 BlanE + Inducteurs

w
=
L=

=
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=
=}
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o

2 OrgonE

OrgonE [495] OrgonE [915]
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Figure 46. Résultats des tests de minéralisationédneur les pré-ostéoblastes MC3T3-E1 avec I'ex@eagjonE
aux différentes concentrations a J3, J6, J9, JLPL&t(b). La position des différents extraits agiquée (a).

Les contrdles et blancs ne montrent aucune acti#g¥ contre, a la concentration de
915ug/ml de protéines, les pré-ostéoblastes MC3T 8aihéralisent sous I'effet de I'extrait
OrgonE dés 3 jours (Figure 46b). Au cours du teropsgonstate des dépbts beaucoup plus

importants.
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Conclusion sur les réponses des pré-ostéoblastes MC: 1
+ ciur po us forme de chlo d onE) s er
épots minéralisés puisqu’avec | rbonateatis apporté par les ex
rgo et OrgonWa as de minéralisatio
arbonate de [ extrait dans le X ions ne montre aucun
ctivite. L'extre gonE contient avant t i s et quelqu olypeptide
r it ave rgo a 915ug rdedipes/ml, des dépots
inéralisés son serves jours d’expositios:agit 1a e accélération
nsid I cess > minéralisation, peidga cellules -1 ne
inéralisent normalemer res emaines (ésepce ducteu
3

VI.4.3. Réponse des cellules stromales de moelle osseuse D1-ORL-
UVA

Les diverses étapes qui menent les cellules soumbBssnchymenteuses pluripotentes
jusqu'a leur engagement dans la voie de différeiociaostéoblastique pour former les
cellules ostéoprogénitrices, puis de celles-ci aéoblastes totalement différenciés, ont été
etudiées. Les cellules D1 ORL UVA, cellules stroesainultipotentes de souris, ont été mises
en culture afin de démontrer que les extraits alstgmeuvent induire la différentiation des
cellules précurseurs indifférenciées jusqu’au stiidstéoblaste actif capable de minéraliser.
Dans cette étude, le but principal est de mettre éeidence I'apparition de dépbts
d’hydroxyapaptite, cristaux qui constituent la riminérale osseuse.

L’activité de ces extraits est comparée aux blaudcs,carbonate de calcium pur, extrait
d’apres le protocole a I'eau (on obtient la fractiminérale nommée BlanW) et d’aprés le
protocole a I'éthanol (on obtient la fraction mialé nommée BlanE). Les marqueurs dosés
afin de démontrer la séquence de différenciatisewse vers le phénotype ostéoblastique
sont la prolifération cellulaire, la stimulation dlactivité phosphatase alcaline (PAL), la
production de collagene et d’ostéocalcine a desamnations allant environ de 50 a 1100ug

protéines /ml. L’étude de I'apparition de dépotnénalisés a été réalisée par coloration de
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Von Kossa. Une étape supplémentaire de coloratiomage d’alizarine permet de visualiser
les ostéoblastes. La présence d’'inducteurs de afis@tion étant nécessaire pour observer les
dépbtsin vitro, nous avons analysé les effets des extraits esempecé d’inducteurs (acide

ascorbique 50pg.mlet B-glycérophosphate 10nM).

Le contrble négatif montre une activité PAL & J&, 8t J15. Cette activité est plus importante
gue celle enregistrée avec le témoin positif : @sti certainement un artefact, en effet,
'activité PAL n’est pas spécifique aux cellulessesses. Une baisse du collagene est
également observée a J9 (annexe 5a), cependamgilagest BCA, les cellules sont toujours
en phase de prolifération aprés 15 jours (Figue.4le contrdle positif, la dexaméthasone,

montre une entrée en phase de différenciation §klgGre 47b ; annexe 5b).
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Figure 47. Evolution au cours du temps de I'acWAL (histogramme) et de la quantité de protéintses
(courbe) des cellules stromales pluripotentes, IRLQVA, en réponse au contrdle négatif , de I'edlin(a)
et au contr6le positif, la dexaméthasone (b).

Les blancs, blanW et blanE, montrent tous 2 unenamdgtion de l'activité PAL (figure 48a
et b) et une baisse du collagéne des J6 (figureett®. Cependant, BlanW est toujours en
phase de prolifération a J15 alors que BlanE emtrphase de différenciation. Dans les 2 cas,
aucun dépo6t minéralisé n'a été observe, excepteEBial6 (annexes 3a et 3b). Ce dépot est
certainement un artefact ; des analyses compléimentaeront menées afin d’analyser ce
dépbt et d'identifier si ces cristaux de calciunmtseous la forme d’hydroxyapatite ou de

chlorures de calcium.
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Figure 48. Evolution au cours du temps de I'acWAL (histogramme) et de la quantité de protéintdes
(courbe) des cellules stromales pluripotentes, IRLQVA, en réponse au blanW (a) et au blanE (b).

Blanwy Blank
k] s
i 1200 - 12
Efr - 1
H: et 2 o IE\II:
e IE i : [
T o v
i 5 of
B fud g a0
& & I I I | f==—""1 " i3+ | S |
JB I8 - i 43 5
" nombr=de jaun I'l rEambie cha s

Figure 49. Evolution au cours du temps du tauxaltagéne total (type | a IV) des cellules stromales
pluripotentes, D1 ORL UVA, en réponse au blanWe{au blanE (b).

Si on compare l'activité PAL dés 3 extraits tes(Eggure 50), on observe pour I'extrait
OrgonW une nette augmentation de I'activité PALp&ieure a celle de I'inducteur, a 12
jours. L'extrait OrgonWad montre une augmentatiaiole des 3 jours a la concentration de
619ug de protéines/ ml tandis que cette augmentaiso observable des 3 jours également
avec OrgonE mais a une concentration beaucoup falilde équivalente a 26ug de
protéines/ml.
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Figure 50. Evolution de I'activité PAL (histogramyren fonction de la concentration des différentsagts :
OrgonW (a), OrgonWad (b) et OrgonE (c) des cellskesmales pluripotentes, D1 ORL UVA.

o) On observe donc un effet dose-dépendant de cestexdur 'activité PAL. De
plus, les chlorures de calcium semblent étre ptidsaque les carbonates de
calcium ; ceci est certainement dd au fait gu’ilsnts plus facilement
bioassimilables. Cependant, on peut constater fjutas concentrations, les
résultats sont difficilement interprétables : les@entrations sont certainement

trop élevées.

Les extraits OrgonW et OrgonWad présentent desltaésudifficilement interprétables.
D’aprés les marqueurs de la prolifération cell@anle I'activité PAL et du collagene total,
OrgonW a la concentration de 55ug protéines/ml monine entrée en phase de
différenciation a J15. Les marqueurs d’OrgonW [7d4§i’OrgonW [1148] indiquent que les
cellules sont en phase de différenciation des &jtannexes 4a et 5b).

Les marqueurs d’OrgonWad indiquent qu’a la coneiain de 50ug et 139ug de protéines/
ml, les cellules entrent en phase de différengiati@s 12 jours tandis qu’a la concentration de
619ug de protéines/ml, la phase de différenciatmmmence des 9 jours. La concentration la
plus élevée est certainement trop importante ehomtre aucune activité PAL (annexe 4b et

5¢).
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mmmd> | 'cffet dose-dépendent est confirmé. Cependantgréalne entrée en phase de
différenciation, aucun dép6t minéralisé n’est \silavec ses deux extraits
(annexe 6). De plus, les cellules souches semhiépbndre de facon
désordonnée aux fortes concentrations : des tgsiissefaibles concentrations

sont a envisager.

En ce qui concerne I'extrait OrgonE, les marqueigrsa prolifération cellulaire, de I'activité
PAL (figure 51) et du taux de collagéne (figure &8#Jiquent qu’a la concentration de 26ug
de protéines/ml, les cellules entrent en phaseiftirahciation a J15. OrgonE [136] stimule
une entrée en phase de différenciation a J12 edrOP5] a J9. La concentration la plus
élevée ne montre quasi aucune activité PAL : l'amigi@tion de l'activite PAL s’est
certainement produite en amont. En effet, des démanéralisés sont déja observables a J3
(figure 53).
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Figure 51. Evolution au cours du temps de I'at\RAL (histogramme) et de la quantité de protéinedes
(courbe) des cellules stromales pluripotentes gronde a I'extrait OrgonE a 26pg de protéines/m) (8619
de protéines/ml (b) , 495ug de protéines/ml (1&g de protéines/ml (d).
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Figure 52. Evolution au cours du temps du tauxal&agene total (type | a IV) des cellules stromsale
pluripotentes en réponse a I'extrait OrgonE a 2@&jegprotéines/ml (a), 136pug de protéines/ml (b)5gi8e
protéines/ml (c) et 915ug de protéines/ml (d).

L'effet dose-dépendent est également confirmé aledrait OrgonE. De plus, il est

particulierement visible lors de I'observation digpbts minéralisés (figure 53b).
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Figure 53. Résultats des tests de minéralisationédneur les cellules souches pluripotentes de soDfi ORL
UVA, avec I'extrait OrgonE aux différentes concatitms a J3, J6, J9, J12 et J15 (b). La positioa diéférents
extraits est indiquée (a).

A la concentration de 495ug de protéines/ml, deddésont visibles dés 3 jours. On observe
gue ces dépbts sont de plus en plus importantslavancentration et le temps. Il y a donc
une relation temps et dose dépendante. Ces démittssisualisés aprés coloration de Von
Kossa tandis que la figure 54 nous montre les dégpies coloration de Von Kossa suivie
d'une coloration au rouge d'alizarine. Cette demniéétape permet de visualiser les

ostéoblastes colorés en rouge.
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Figure 54. Coloration de Von Kossa + rouge d’alizer des dépdts minéralisés obtenus avec les cellule
souches pluripotentes de souris, D1 ORL UVA, aeetrdit OrgonE aux différentes concentrations a 6
noir les dépdts minéralisés, en rouge, les osté&bbta

Le taux d'ostéocalcine a également été dosé. Looatéine est I'un des derniers marqueurs
de la différenciation des cellules en ostéobladteseffet, elle est exprimée uniquement par
les ostéoblastes différenciés (Kasugfaal, 1991)lors de la phase de minéralisation (Ovetn
al., 1990). Cependant, son taux a été difficile aedoSeuls 4 échantillons ont montré une
stimulation de la production d’ostéocalcine (annéxela difficulté de quantification de ce

marqueur a déja été constatée dans d’autres gfReesra-Mouries, 2003).
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Conclusion sur les cellules souches D1 ORL UVA

+ Les expériences ont été effectuées sur la baserdpliBas par concentration. Cette
étude a été réalisée dans un but exploratoire @ibbtenir des données d’ordre
gualitatif plus que quantitatif. Néanmoins, pows [@ochains tests, il sera nécessairg

de multiplier ces réplicas.

Un comportement dose-dépendant a été mis en éwide@ependant, a des
concentrations trop importantes, les cellules rédpah de facon désordonnée : les
prochains tests devront étre réalisés a des coatiens plus faibles.

Avec les 3 extraits OrgonW, OrgonWad et OrgonE,obiserve avec les cellules

stromales de la moelle, les deux stades du dévetoept de la lignée ostéoblastique :
la fin de la phase de prolifération cellulaire, ume baisse du taux de proteines, e
I'entrée en phase de différenciation des cellilesune baisse du taux de collagene e

une stimulation de l'activité phosphatase alcaline.

Seul I'extrait OrgonE démontre que les cellulest sorirées en phase de maturation,

i.e. la derniere phase du développement ostéaiplastceci de part I'apparition des
nodules de minéralisation visibles des 3 jourssalprils nécessitent 18 jours lors
d'un cycle normal (Hanadeat al, 1997).

Avec les cellules souches, on obtient des résulssilaires aux tests de
minéralisation des pré-ostéoblastes MC3T3-E1: lerahe de calcium permettrait de

faciliter la minéralisation (comparé au carbonaedicium).

Il s’agit ensuite de caractériser ces nodules de&ralisation afin de confirmer qu’ils sont
sous forme de cristaux d’hydroxyapatite, forme maie qui constitue I'os. Pour cela, des
analyses infrarouges ont été réalisées. La fighrenbntre I'analyse du dépdét minéralisé
obtenu avec les cellules stromales multipotentesodes, apres ajout de I'extrait OrgonE a la

concentration de 915ug de protéines/ ml apresurs e culture.
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Figure 55. spectre IRTF correspondant au dépdt naiig® obtenu apres ajout de I'extrait OrgonE[91&]15.

On observe nettement les pics de vibration desesiidl et 11l correspondants aux dépots de
collagéne présent dans I'échantillon. Les bandpmiies telles que les élongations N-H a
~3298 et ~3074 crhet les élongations C-H & ~2936 tdes amides sont observées. Les
élongations C=0 de I'amide | & 1658 ¢ntes déformations N-H de I'amide Il & 1530 tet

les déformations N-H de I'amide 11l & 1234 ¢rmont également visibles (Doyle, 1975 ; Payne
and Veis, 1988 ; Epaschabésal., 1997 ; Sonju Clasen and Ruyter, 1997). Le pivideation

de amide | est généralement important, celui denitla 1l plus faible et enfin celui
correspondant a I'amide Il beaucoup moins impdrt&msuite, on observe les pics de
vibrations ¢ et \ caractéristiques des carbonates a 870, cet 1447 et 1380 chm
respectivement. A 3554 ¢on observe la bande des élongations O-H de Ithydpatite
tandis que les modes de vibrationseVv s de I'hydroxyapatite sont visibles respectivement a
956 cn', et 1028 et 1100 ci(les modes de vibrations et w4 ne sont pas visibles sur ce
spectre car leurs pics apparaissent en-dessous0deai6) (Chang and Tanaka, 2002).
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+ Les dépots minéralisés colorés en noir aprés daarae Von Kossa sont donc deg
dépots d’hydroxyapatite.

+ Les cellules souches se sont donc engagées damsidade la différenciation

ostéoblastique jusqu’a I'étape de minéralisatioménalisation dont les dépobts so

sous forme d’hydroxyapatite.
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bY

L'objectif de ce travail consiste a étudier l'aiti® biologique résiduelle des
molécules fossiles issues de la biominéralisatian ahlcium, pour des applications
pharmaceutiques ou cosmétiques. Dans une prematee des résultats démontrent la
préservation de la matrice organique de biomingatibn. Elle a été observée occluse dans les
biocristaux. En effet, la microscopie a révélé démmes distinctes d’inclusions organiques
dans les coquilles: des stries de croissance ibesuconstituées essentiellement de
polysaccharides et de protéines (Voss-Foucart,)19& films organiques correspondent a la
trame organique dans laquelle les cristaux mirsgati sous forme d’aragonite ou de calcite
(Levi-Kalismanet al, 2001). D’autre part, des inclusions organiquetséié observées. Ces
inclusions correspondent aux molécules organiquégbles, dissoutes et remobilisées au
cours de la recristallisation des coquilles au munae la diagenese. On estime qu’environ
8% du contenu initial a été préservé. La rocheéaaéilysée: elle est d’'une grande pureté
avec plus de 99% de calcite non magnésienne. Raolinite et des éléments traces tels que
du silicium, du magnésium, du sodium et du feré&atmis en évidence. Les conditions de la
diagénéese ont également été examinées et il esttiamp de noter que d’apres ces conditions,
il y a eu tres peu d’apport détritique. Tout ceeirpet d’envisager une trées grande qualité de

stockage et de pureté du contenu organique de hévalisation en vue de sa valorisation.

La préservation de la matiére organique endogen®uliéée, la seconde partie du travail
consiste ensuite a extraire et caractériser sotesonL’innovation reportée dans cette these
est I'extraction de ces molécules par un procédéthanol (Bourratet al, 2009). Il est
complété par des procédés d’extraction a I'eaui@i(lLopez et al, 2001) et a l'acide
chlorhydrique. Ces extractions ont permis d’obtel@is extraits organo-minéraux d’'une part,
ainsi que des concentrés de molécules organiquess ldvons rencontré de nombreuses
difficultés a concentrer cette fraction : en effet concentrant les molécules organiques il a
été impossible d’éliminer completement les selsuetes carbonates sans hydrolyser les
protéines. De méme, les extractions n'ont pas emextraire I'ensemble du contenu
organique des échantillons. Les rendements obtsonistres faibles mais I'aspect quantitatif
n’était pas I'objectif premier dans cette étude. dffet, le but recherché était la qualité des

molécules extraites, ceci afin qu’elles consenaeniieux leur activité biologique résiduelle.
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La composition et la nature des molécules extraibes variables selon le mode d’extraction.
Par exemple, I'échantillon extrait a 'eau a mastiéeune insolubilité dans cette eau aprés
lyophilisation de l'extrait. Ce comportement a dé&&é remarqué et expligué par une
composition en acides aminés (glycine et alanimerhe de celle des fibroines de la soie
(Mouries, 2003). D’autre part, les échantillonsraits a I'éthanol et a I'acide ont montré
guant a eux, un comportement trés hygroscopiqueddteier point a été expliqué par la
grande solubilité dans I'éthanol du chlorure decicah, tres hydrophile. Analysés en
spectroscopie infrarouge, les extraits ont mortngrésence de liaisons amides et amines. Les
acides aminés et la composition protéique des iextoat donc été examinés. Une analyse
avec et sans hydrolyse des extraits a démontréequacides aminés étaient assemblés sous
forme de polypeptides (Bada and Schroeder, 198)eét de quantification des protéines par
la méthode BCA a également réveélé la présence bgpguiides : I'extrait a I'eau dialysé
semblait étre le plus riche. Une analyse SDS-PAGIBre été réalisée afin de déterminer la
taille de ces polypeptides. La coloration au bleuGdbomassie n’a donné aucun résultat. Par
contre, une coloration au nitrate d’argent, beapcplus sensible puisqu’elle permet de
détecter des spots contenant 0.1ng de protéinéseie des protéines de petites tailles : 12,
18, 20 et 35kDa. Or, les protéines des coquillesnddusques sont caractérisées par leurs
petites tailles : Marin et Luquet (2004) ont mondi@ns leur synthese sur les protéines de
bivalves que la plus grande protéine, la lustrineaAin poids de 142.2kDa. Bédowttal
(2006) ont méme prouveé la présence d’au moins 1dl@cules de poids compris entre 100 et
700 Da dans l'extrait a I'eau de la nacre actuddePinctada Margaritifera Les trainées
observées habituellement avec les protéines dadeersont ici moins importantes ce qui a
permis de distinguer les bandes sur le gel : lésaigx renferment probablement moins de
glycoprotéines méme si la présence de sucres déaw@ntré sur le spectre infrarouge de
I'extrait soluble a I'acide. Deux autres bandestsibservées a ~55 et 70 kDa. Elles ont été
assimilées a des artefacts : en effet, d’'une pegtb@andes sont présentes sur tous les SDS-
PAGE analysant les protéines de bivalves (Bédeuak, 2001 ; Mouries, 2003 ; Marigt al,
2003 ; Marinet al, 2007). D’autre part, un test avec uniquemeritedrl et du carbonate de
calcium pur a révélé la présence de ces deux bandes

Afin de confirmer la présence de protéines endogiedes tests de racémisation ont été
pratiqués en collaboration avec le CBMfin de dater 'age de ces protéines. En effet, le

biominéralisations sont reconnues comme étant des béchantillons pour ce type

" Merci & Maryléne Bertrand de I'équipe d’Exobiolegie Frances Westall et André Brack, pour leur.aide
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d’expérience (Sykest al, 1995 ; Griffinet al, 2009). Cependant, la concentration en acides
aminés est trop faible, les tests n‘ont donné au@swltat pour le moment. Nous nous
sommes donc tournés vers le séquencage des psotéiapprochale novodans les banques
de données nous a permis d’identifier une homoldggprotéines fossiles d’Orgon avec des
protéines connues chez les bivalves. Cependatinlification était en-dessous du seuil de
significativité (significance threshold). De nouvelles analyses soncours. L'échantillon
analysé était OrgonWad, précédemment fractionnéHparC afin de concentrer un type de
molécules organiques. Or avec le recul, nous san@istenant que ce procédé d’extraction
hydrolyse les protéines au cours de la lyophilisatld a la présence d’acide chlorhydrique.
De plus, I'analyse en HPLC-gel filtration a révélé nombreux artefacts (lecture des sels
inorganiques, des cycles phénols ou méme des gly@pes). L'échantillon OrgonWd, le
plus riche en contenu protéique, va alors étref@mmement analysé en nanoLC MS-MS, sans
séparation en gel filtration, afin d’obtenir desultats exploitables.

On constate donc que la composition varie de faggortante selon le mode d’extraction.
Par exemple, le contenu lipidiqgue des extraits eau’ et a I'éthanol a été analysé par
chromatographie sur couche mince. Les famillespddds et les proportions sont difféerentes
selon I'extrait avec tout de méme un fort pourcgatde «type squalene » et la présence
d’acides gras et de stérols pour les deux extiladts.familles de lipides identifiées montrent
des similarités avec celles identifiées dans laenactuelle (Roussea al., 2006).

L’extraction a I'éthanol a été réalisée a I'échedmi-industrielle dans le but d’étudier la
faisabilité de ce procédé et son rendement. Cété anené a bien grace a l'aide de I'Institut
de Chimie Organique et Analytique (ICOA d'OrlédfisAvec les réserves actuelles de la
carriere d’Orgon (environ 30Mtonnes), il est poksityextraire 1450 tonnes de cet extrait,
essentiellement lipidique. En ce qui concerne ftakta l'eau milliQ, concentrant

essentiellement les polypeptides, il serait posgit#¢n extraire 100 tonnes type OrgonWad.

En ce qui concerne I'évaluation de I'activité rémtle de ces molécules organiques, un des
objectifs significatifs de ce travail est d’avoitudié les molécules de biominéralisation
fossiles en tant que molécules de régulation deida du calcium dans la peau et l'os, le
calcium étant sous deux formes distinctes puisdqae\B est essentiellement du carbonate de
calcium (CaCO3) et BlanE du chlorure de calciumGa

18 Merci & Julie Blachon pour son travail de stag& €hristophe Bostyn et au Pr Henri Fauduet poaotaluite
efficace de ce projet.
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Sur la peau, l'extrait OrgonE a démontré une sttoih du turnover de la stratification
épidermique. Cet actif organo-minéral concentreemssllement les lipides, quelques
polypeptides fossiles ainsi que du CaCCet extrait a stimulé la prolifération des
kératinocytes tout en accélérant le processus dédféaenciation terminale épidermique. Ce
renouvellement épidermique a nécessité 10 jovestrait testé démontre une acceélération du
renouvellement épidermique comparé a un explanttreité. L'épiderme a conservé une
parfaite morphologie démontrant la régulation dendemble du processus. Au niveau du
derme, 'extrait a fortement stimulé la productida collagéne, type | et Il essentiellement.
Le rble biologique du collagene est double. D’'uaet,pavec I'élastine et les glycoprotéines
du derme, il est responsable de la cohésion deda.D’autre part, le collagene lui conféere
des propriétés d’hydratation, de résistance, diélaset de souplesse. De plus, avec I'age, les
fibres de collagéne se dégradent entrainant l& pleria densité cutanée. Il en est de méme
pour I'acide hyaluronique : ce glycosaminoglycanigl@ peut absorber plus de 1000 fois son
poids en eau. Il permet donc a la peau de restdratde et contribue ainsi a densifier le
derme. Dans cette étude, notre extrait stimuleredugtion par les fibroblastes du derme.
D’aprés les témoins, ni la fraction minérale, n$ lmolécules actuelles de la nacre ne

permettent sa production. Il est par ailleurs tliéfgcile a produire en laboratoire.

L’extrait a I'eau, OrgonW a également démontré fietsur le renouvellement de I'épiderme,
notamment la stimulation de la prolifération desaki@ocytes. Cet extrait concentre avant
tout des polypeptides et du carbonate de calciudegtsels mineurs (le sodium). Cependant,
l'effet le plus marquant provient de I'échantilld@rgonWad, extrait qui concentre les
molécules organiques d’'OrgonW. Outre la stimulatimarquante de la production de
collagéne de type | et lll dans le derme, cet éxmmavoque la restructuration de la jonction
dermo-épidermique. En effet, il stimule la prodooti de collagéne 1V, de
glucosaminoglycanes neutres et de la laminine-6is tmolécules qui participent au
renforcement structurel de la JDE et permettentti@senette restructuration de I'architecture
et de l'activité de la jonction. Les actifs extsaét I'eau pure agissent donc principalement sur
le derme papillaire et la jonction dermo-épiderneiq8i on compare leur activité par rapport
aux extraits de la nacre actuelle, on constate lgufaction organique a conservé les
propriétés stimulantes de la nacre et, excepté [@olaminine-5, la stimulation est méme

beaucoup plus importante.
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La diagénese semble avoir eu un effet positif |8 wmolécules médiatrices du calcium
(Tableau 5). Les lipides semblent jouer un rolemestable dans cette stimulation. De plus,
on peut supposer que les polypeptides, de plustepddille que les molécules de
biominéralisation actuelles, ont pu ainsi traveissrcouches de la peau et atteindre, dans le
derme, le site actif du fibroblaste. On peut égaleinsupposer que la perte de conformation et
de taille de la protéine originale a favorisé Brdction de la molécule avec le site actif du
récepteur du fibroblaste.

A5 A J9/J10
PrOdUiatrqueur Ki67 LEKTI GAGs N GAGs A Coll I Coll Il coll v | Laminine-5
orgont | S A W, by A - N
sane | 77| A7 A | b AN AAANAASNA
Nacr £ A b / - A = | — —
Orgon W AW aa Vo - > > N >
orgonwd / / AN «— | A2 | 2 b A
Blan W ™ / s — Ve — AN A
Nace W / A7 A - A7 A A AN

Tableau 5. Ensemble des activités des extraitésekes fleches représentent les variations papoapa
I'explant témoin non traité. En rouge sont indiqlEs effets des extraits d’Orgon.

Sur l'os, des expériencan vitro ont d’abord été conduites afin d’évaluer I'actvitles
extraits sur des cellules potentiellement précusseles ostéoblastes (les pré-ostéoblastes
MC3T3-E1 et les fibroblastes MRC-5). Dans un desrdéemps, il s’agissait d’évaluer si les
extraits permettent de reproduire la séquence campule la différenciation ostéoblastique

(cellules stromales pluripotentes de souris D1 QRA).

Les tests pratiqués sur les différents types eetkd mettent clairement en évidence un
pouvoir ostéoinducteur des 3 extraits (OrgonW, @Wjad et OrgonE) sur les fibroblastes et
un pouvoir ostéogénique sur les cellules de la Imodle taux de protéine, l'activité
phosphatase alcaline et le taux de collagéne sgmtine@@s selon une séquence spatio-
temporelle tout a fait concordante avec une difféiaion ostéoblastique (Owem al, 1990).

De plus, on constate une expression dose-dépendantees marqueurs. Cependant seul

I'extrait OrgonE induit la minéralisation des prsté@oblastes ainsi que des cellules stromales
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différenciées. Le calcium apporté sous forme derdng, plus facilement bioassimilable,
permettrait d’initier la minéralisation.

Les cellules stromales de moelle sont un résedemprécurseurs potentiels de plusieurs types
de cellules, i.e. musculaires, adipocytes, fibrstgls, chondroblastes ou ostéoblastes (Owen
and Friedenstein, 1988 ; de Vernejoul and Mari®6)9L extrait OrgonE induit dans cette
étude une stimulation compléte de ces cellulesujasqgstade de cellules qui minéralisent.
Pourtant, pour cela, il y a nécessité de factepésiiques impligués dans cette voie : la
dexaméthasone ou les protéines morphogénétiquessess(BMP-2) (Kasugat al, 1991 ;
Denget al, 1998). Ici, les extraits montrent une stimulatate la production des marqueurs
de la différenciation ostéoblastique accéléréerppport aux inducteurs standards. Ceci a
également été constaté pour les dépbts minérajliségparaissent des 3 jours pour les deux
types de cellules alors que dans la littératurs, de€pots des cellules souches sont
normalement observés apres 18 jours (Haeadd, 1997) tandis que les cellules MC3T3-E1
nécessitent 21 jours (Sudbal., 1983).

Dans ce travail, les minéralisations ont été casréu nitrate d’argent afin d’identifier les
dépbts minéralisés : en effet, le nitrate d’argeniie au calcium et est révélé sous lumiére
intense. Cependant, I'extrait OrgonE concentre ldorare de calcium or les ions chlorures
peuvent également former un précipité avec l'ion’,Agrécipité qui noircit sous lumiére
intense. Des analyses en spectroscopie infrarongpesmis de démontrer que le calcium de
ces dépobts a cristallisé sous forme d’hydroxyagpatdrme minérale qui constitue I'os. Des
analyses en microscopie électronique a balayageé &galement programmeées afin de

visualiser ses cristaux.

Les résultats sur les cellules souches avec l&satits extraits montrent I'hétérogénéité de ce
matériel qui ne peut répondre comme des cellulga @dgagées dans une voie de
différenciation. BlanE et BlanW ont montré que lalcmm permettait de stimuler la
prolifération des cellules mais ces extraits n’pas permis une entrée des cellules en phase
de différenciation. Les résultats permettent de atérer I'activité biologique de la fraction
organique fossile d'ORGON qui contient des molécutggnal ayant conservé un réel

potentiel d'action chez 'Homme.
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Ce travail représente la premiére contribution dandomaine de la valorisation des
molécules fossiles en tant qu’actifs pour la samiénaine. Les perspectives sont trés

encourageantes en ce qui concerne cette nouvg@ied® « environnement et santé ».

Il a été démontré que la diagénese permet de patdes molécules organiques calcifiantes
dans les coquilles de rudistes du gisement d'Ordoa.la, l'idée d’identifier d’autres
gisements a forts potentiels afin de démontrerivarsdité des sources d’actifs. Au cours de
cette these, ce travail a déja été entrepris sartel@mps géologiques plus anciens et sur
d’autres producteurs de carbonates. 10 échantildorisété sélectionnés sur lesquels des
analyses de géochimie classique ont été menéesxthaetion a I'éthanol a été réalisée sur 8
de ces échantillons, supposés les moins altéréggemtiquement. Sur ces extraits, on a
procédé a des analyses d'acides aminés, avec ®thgdrolyse, ainsi que des analyses en
spectroscopie infrarouge. Des tests sur peau hemaiaintenue en survie vont étre
prochainement réalisés. Ce travail devra étre pidrsafin d'identifier des gisements

concentrant d’autres molécules potentiellementvastet rechercher des activités différentes.

Au cours de ce travalil, il s’agissait de valideieatifiquement I'hypothese de la conservation
de l'activité biologique des molécules fossiles. peocédé d’extraction actuel permet
d’associer la fraction minérale avec la fractiogasrique. La suite consistera a rechercher un
procédé permettant d’extraire uniguement les mdéd&carganiques. Il serait nécessaire de
continuer sur cette voie afin de poursuivre la eeche sur les mécanismes spécifiques du

complexe moléculaire actuel et I'obtention des ggas actifs.

La purification des protéines devra également @&baursuivie. Actuellement, une
collaboration avec le CBM a été entreprise. Ellpcair but d’isoler et de séquencer les
protéines des extraits. Cela permettra de certifer origine endogéne d’une part, de
comprendre leur activité et sur le plan fondamediatiablir quelles sont les molécules signal
communes entre les différents régnes, nacre peas.ou

Dés que la séquence d'un polypeptide actif seratifthk®, on pourra envisager une
amplification par polymerase chain reaction (PCHh a’'identifier plus facilement le
mécanisme d’action de ces molécules fossiles. ésetlouvre ainsi un champ trés vaste a une
nouvelle pharmacopée liée non plus aux seuls monéigétal ou marin mais également a

I'environnement géologique. Notre approche « topml® passera par le fractionnement du
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complexe moléculaire actuel; on envisage, par eleni@ possibilité d’isoler les fractions
actives (chromatographie d’exclusion...) et de paursues tests de criblage pour isoler les

molécules d’intérét.

Les études mécanistiques sur peau humaine serentréprendre afin de comprendre et
analyser les diverses actions des molécules pdoentiel. Ces tests pourraient étre effectués
en paralléle sur peau ex vivo et sur peau recolst cela permettrait d’étudier les activités

couche par couche ou type cellulaire par type Izt

Les tests menés sur les cellules osseuses au d@uette these ont été réalisés dans un but
exploratoire. Désormais, les molécules associdasalcification des coquilles ont démontré
leur pouvoir ostéoinducteur et ostéogene : ell@musent la formation osseuse. Il sera
nécessaire de poursuivre ces expériences dang @identifier les molécules responsables

des différents processus que nous avons observes.
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qargq Cadre général et enjeux

Les molécules fossiles au secours de 'homme. Ou en sont les recherches ciblées sur

la régénération de la peau ? Que ce soit pour tihaadi-age ou pour soigner les grands

brilés, les scientifiques cherchent a produire sidstances qui stimulent les capacités de

régénération de la peau. De méme pour I'os : sknadtssible de le régénérer ? En effet, les

problemes osseux sont nombreux qu’ils soient traologiques, pathologiques ou liés au

vieillissement ! Une réponsdes molécules fossiles qui se sont accumulées dans certains

récifs fossiles de Provente

Le but de la these :

Evaluer les potentialités actives des moléculesilfess en partant de

I'hypothese que ces molécules pourraient stimuker régénération osseuse et/ou la

régénération cutanée.

Des chiffres alléchants pour I'industrie cosmétique et
pharmaceutique. A une époque ou l'on vit de plus en plus
vieux, un nouveau créneau consiste a rester jeenglus
longtemps possible. L'industrie cosmétique a @imksure de cet
enjeu pour ses consommateurs. A titre d’informatiolous
dépensons en France en moyenne 205 € par persbipag an
pour des soins cosmeétiques — soit I'un des plugitapts budgets

en Europe (source INSEE 2005). Et qui plus est,marché

lourd : 16.3 milliards d’euros en 2007 (2éme seacwportateur de l'industrie francaise en

2008 derriere I'Aéronautique).

En ce qui concerne le marché pharmaceutique, k& ansmarché conséquent par sa taille, il

s'avere que tres peu de traitements efficacesteexigontre I'ostéoporose. Pourtant cette

maladie osseuse touchera une femme sur deux as d®sa vie.

Quelles relations y a-t-il entre peau/os et molécul  es de bio minéralisation, c’est

a dire les molécules permettant la fabrication des coquilles de mollusques, des

dents ou des os? Une homologie de fonction entre I'exosquelette desdlusques et

I'endosquelette humain. En termes d’évolution, d gussi une homologie de position entre la

Moi aussi j’ai une

coquille issue de la Nous sommes donc partis du postulat que les

biominéralisation

coquille des mollusques et la peau de 'lhomme.

molécules ancestrales qui servent lors de la
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formation de la nacre ont di conserver ce role dassmécanismes de calcification du
squelette chez ’lhomme mais aussi en régulant talmésme de la peau. De plus, on dispose
sur Terre de réserves extraordinaires de nacrdgatsnous voulions savoir si ces gisements

ne pouvaient pas étre valorisés en tant qu’actits fes maladies osseuses et/ou cutanées.

Pourquoi les molécules fossiles suscitent un intéré t majeur ? Des premiéres
études menées il y a une vingtaine d’année par EvBlyne Lopez ont montré, d’une part,
que certaines molécules extraites de la nacre pentvstimuler la formation de I'os chez les
cellules animales. D’autre part, cet éminent pisdgas a €également montré que la nacre
pouvait renforcer la protection cutanée. Ces travau donc soulevé une double question sur
la valorisation possible des molécules fossilemalre a des fins médicales et cosmétiques.
Ces molécules présentent un double avantage paortapla nacre : leur importante quantité
et leur prix.

Une these aux multiples collaborations privées et p ubliques . La validation est
conduite avec l'aide de la Société Omya qui expldé gisement d’Orgon du Crétacé
inférieur (110 millions d’années) situé dans lesi@wes-du-Rhone. C’est le gisement le plus
pur au monde avec plus de 99% de carbonate deumrl€ette thése est réalisée en
collaboration avec le Museum National d’Histoire tiNalle ainsi qu’avec d’autres
laboratoires du CNRS d’Orléans (le Centre de Bisgiue Moléculaire) mais également avec
des entreprises privées afin de mener des teste&xpaple, sur explants de peau humaine.
De plus, une collaboration extérieure au sein Agdhce Nationale de la Recherche gérée au
Commissariat a 'Energie Atomique (CEA) m’a étépmsée.

@msu
Onserver & comprandre

Ils me
soutiennent

Mes collaborations...
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Une thése réalisée au sein de la Cosmetic Valley. Cette thése est réalisée au sein
du laboratoire de I'lnstitut des Sciences de lar&a’Orléans (ISTO), dans le grand
programme « Processus Organo-Minéraux (POM) », lodsection de X. BOURRAT et
d’E. Lopez. Ce travail est financé par le consaéhdral du Loiret et le CNRS, en
partenariat avec LVMH. Il a mobilisé 3 personneadaat 3 ans, cependant, menant une
thése de biologie dans un laboratoire de géoldgee,compétences nécessaires étaient
limitées. Disposant de réels moyens financiers maisevanche peu de moyens matériels,
ceci m'a conduit a mettre en place un laboratoiggile de A a Z afin de mener des
expériences sur cellules osseuses. Ce sujet dtingore nouvelle thématique
environnementale s’intéressant aux relations exigatre « Environnement, Géochimie et
Santé ». Il nécessite donc une approche multidiseipe telle que la géologie, la
géochimie, la biologie, la recherche médicale,...Tivant, les recherches effectuées

dans ce domaine sont rares.

| PROPRIETES DES CEOMATERIAUX J

[ ceownumave
\ TSTO MRS /
5 grands programiries
4/
TRANSFERTS CONTINENTAUX | | PROCESSUS ORGANO-MINERAUX |

=
AT

ot

¢

Les raisons de ce choix de these. Un choix de theése en droite ligne avec ma formation
mon expérience et mes motivations personnelles, lgosecteur d’activité. En effet, depuis

petite la biologie m’a attirée ; en passant le daita 7 ans, j'avais déja un microscope et la
panoplie assortie et a 11 ans javais le kit denghi la recherche en biologie est un chemin

que j’ai suivi naturellement.

Dans le cadre d'un sujet déja bien défini avant ragivée, j'ai conduit cette thése avec un
fort degré d’autonomie dans la planification desvaux (temps et protocoles), la mise en
place et la gestion des moyens... J'y ai mis a la d& la rigueur, de la ténacité, beaucoup

d’énergie et d’enthousiasme pour atteindre cedtedsu
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Une expérience enrichissante en termes de prisanaim de projet, de conclusions

scientifiques majeures (brevet validé, publicatienscours de rédaction) qui peuvent avoir

des applications rapides en entreprise. Au cceela @esmetic Valley, ma these s’inscrit donc

dans les themes de recherche actuels et novateurs.

8

N 3 ans de recherche : Comment ? Quels résultats ? Quels cofits ?

CADRAGE (Omois)

«  Collecte et Lecture de la biblio

- Elaboration des meilleurs protocoles

(quanti + quali)

«  Caractérisation des extraits

EXPERIMENTATION (18mois)

COMMUNICATION (6 mois)

Bilan pour moi et mes partenaires :

Un démarrage bien cadré. Par contre, arrivée
difficile dans le laboratoire d( a un environnement
hostile : en effet les collegues ne croyaient pas e
mon sujet de thése. Jai finalement réussi a
démontrer la validité de mon sujet suite aux
résultats obtenuCapacité d’adaptation a un sujet

ayant pour background « la géologie » n'ayant fait
aucun cours dans ce domaine.

Bilan pour moi et mes partenaires :

Une étape ou jai travaillé sur de nombreux
équipements différents, cependant difficultés
rencontrées dans la caractérisation des extraits :
dans de nombreux cas, je me suis retrouvée en-
dessous de la limite de détection donc
impossibilité d'obtenir un résultat. Cela m'a
permis d’accepter et de prendre du recul sur te fai
de ne pas systématiquement obtenir un résultat
positif. Afin de résoudre ce probleme, des
collaborations ont été mises en place.

Bilan pour moi et mes partenaires :

Le cceur du projet. Mise en place des
collaborations, obtention de résultats et gestion
d'un projet quasi autonome (organisation de
l'activité  globale, gestion dun budget,
élaboration et réalisation des tests) pour la mise
en place d'un laboratoire de cultures cellulaines a
sein d’'un laboratoire de géologie = expérience qui
fut tres formatrice. Premiére expérience
d’encadrement.

Bilan pour moi et mes partenaires :

Expérience compléte qui s’est conclue par la
communication des résultats. Facilité dans les
présentations (orales et écrites) et expérience dan
la rédaction d'articles Publication d'un brevet.
Prise de contact avec les entreprises pour mon
« aprés thése ».
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Le financement de ce travail : Ma these est financée par le Conseil Général dret et
le CNRS/INSU. J'ai également eu la chance de béeéfd’'un budget assez important de
I’ANR Nacre. Le graphe ci-dessous permet de visealies différents financements qui m’'ont

permis de mener a bien cette these.

Répartition des financements

160000 Conseil Général 45 : 41113.8 euros

140000

120000 CNRS/INSU : 159603.43 euros

100000

80000

ANR Nacre : 129314.99 euros

60000

Dépenses en euros

40000

200001 Frais personnel : 1068 euros
o]

CG45 CNRS/INSU ANR Nacre Frais personnel

Sources

La répartition des colts : Le budget le plus important concerne les resssuncenaines

représentant quasi 70% du co(t de la these. Ensuiteatériel avec 14.76% du budget (mise
en place d’'un laboratoire stérile)et enfin on t@ues fournitures expérimentales (en raison
d’'un besoin en matériel tres spécialisé), soit Gt budget. Un fait important dans cette
gestion budgétaire : j'ai eu I'opportunité de gémviron 30.000 euros pour la mise en place

du laboratoire de cultures cellulaires.

Répartition des codts de la thése

@ Déplacements
| Matériels

O Consommables
ORH

m Divers
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Colt total : 331100 euros

Montant en euros TTC Codits totaux (euros TTC)
Nature de la Dépense Détails Nombre d'unités o0t unit  aire moyen | Quote-part Total
1. Ressources Humaines Salaire Brut Charges
11 Doctorant 1757 527,1 36 82227,6
Doctotant (contrat ingénieur d'étude) 1931,6 579,48 3 7533,24
1.2 Encadrant 1 : Directeur de thése 3977,18 1193 39 40% 80654,8
13 Encadrant 2 : Directrice de these 5000 1500 39 7% 17745.00
14 Autres personnels (hors sous-traitance):
Personnel ayant contribué au projet 2587,28 776,18 24 20% 16144,61
Stagiaire 417,09 0 25 100% 1042,73
15 Sous-traitance:
CBM (Centre de Biophysique Moléculaire) 1 3*(18+50) 100% 204.00
Bio-EC 36 592,85 100% 21342,64
Agro-Bio 1 2779.5 100% 2779.5
Sous-total Ressources Humaines 229674,31
2 Consommables
2.1 Fournitures expérimentales * voir détails ci-dessus 31228.39
2.2 Fournitures de bureau matériel: 321,72 impressions papier:448,9 770.62
2.3 Autres achats
Sous-total Consommables 31999.01
3 Infrastructures
3.1 Secrétariat + gestionnaire Salaire brut: 1612.5 Charges: 483 3 2.5% 157.22
3.2 Locaux (électricité, eau, chauffage, entretien, inter]Laboratoire: 25000 9000
3.3 Autres
Sous-total Infrastructures 15881.58
4 Matériel (amortissement) Taux d'amortissement
4.1 Matériel expérimentation 47912.9 (voir détails ci-dessus) 47912.9
4.2 Ordinateur + logiciels de bureau 956.8 956.8
4.3 Autres
Sous-total Matériel 48869.7
5 Déplacement Transport Hébergement+ autre s frais
5.1 Missions en France 330.67 15 345.67
5.2 Missions a |'étranger 0 0
5.3 Congrés en France 160 707.24 867.24
5.4 Congrés a I'étranger 0 0
Sous-total Déplacements 1212.91
6 Formation
6.1 Formations
6.2 Inscription Université 354,57 3 1063,71
Sous-total Formation 1068
7 Documentation et communication
7.1 Affranchissement Lettre: 2.8 Lettre +recommandé: 13.08 15.88
7.2 Communications, impressions Direct: 0 Squs-traitance: 99 + 300 399
7.3 Documentation (périodiques, livres, base de 25 euros/ article *voir détailg ci-dessous 40 articles 1000
données, bibliotheque,...) Salaire brut: 1612.5 Charges: 483,7 39 mois 1% 817.52
7.4 Autres
Sous-total Documentation et communication 2232.4
8 Charges financiéres (intérét des emprunts) 0 0
Sous-total Charges financieres 0
9 Charges exceptionnelles Frais d'hopitaux: brut: 5000 { charges: 1500 1 0.5/20 162.5
Sous-total Charges exceptionnelles 162.5
10 TOTAL 331100,31
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.Qg Les résultats de la these :

)

Résultats pour la science Au cours de cette thése au sujet
tres innovant et a linterface de nombreuses plisds
(géologie, chimie, biologie, médecine,...), j'ai m@Enigue
des molécules de 110 millions d’années étaient renco
présentes au sein de mes échantillons. J'ai égatgneuvée
gue ces molécules avaient encore une activitéaspedu et
'os. Sur la peau, elles vont permettent de recestune

peau neuve parfaitement régulée en 9 jours d'aic

topiqgue. De plus, cet extrait stimule la productide
collagene et d’acide hyaluronique ; 2 actifs age-garticulierement recherchés. Enfin, ces

molécules stimulent la régénération osseuse.

Résultats pour l'industrie : ces résultats sont particulierement

prometteurs pour lindustrie cosmétique et pharmtgee.
D’ailleurs, une entreprise dermo-pharmaceutiquénaibe valoriser
ces résultats et une stagiaire a été recrutéedafproduire I'actif. Q
En parallele nous avons eu un premier contact ametes leaders 2
de l'industrie cosmétique frangais qui réfléchiirée collaboration. \
Enfin, un brevet et des communications orales eitesc ont

également permis de valoriser ces résultats.

Ce que cette conduite de projet m'a apporté cette expérience fit
.-"f__;“::,. L) tres formatrice et enrichissante : j'ai pu menepujet de A a Z et jai
egalement eu 'opportunité de manager 1 stagiareant 3 mois. Je
me suis aussi adaptée aux diverses situations efsmiofhnelles,
relationnelles et conflictuelles). Tout ceci m’armppes de mdrir au

niveau professionnel et davancer dans ma réflexam projet

professionnel.

179



Un nouveau chapitre de la these

.Qg Que puis-je apporter a un futur employeur ?
Mes compétences techniques. . Des savoirs dans le domaine des bioproduits (diglém

d’'ingénieur, spécialité « conception et innovatida bio produits »). Des connaissances
pointues dans le domaine de la biologie moléculetireellulaire, via un master (« molecular
medicine ») suivi en parallele de ma derniere améeole d’ingénieur, un stage de derniere
année et mes travaux de these. Des compétencémméga dans les domaines de la
biochimie et de la géochimie organique (thésekstribmbreux outils/ équipements d’analyse
associés (HPLC, GC-MS, IR, microscopie...). La msétd’outils tels que le pack MS office,

acrobat reader, photoshop. Mes compétences limpuest concernent avant tout I'anglais que
je parle couramment suite a un voyage de 6 moiPays-Bas suivi d'un an en Angleterre et

I'espagnol que j'ai appris par moi-méme suite aaB@ges répétés.

Mon domaine d’expertise scientifiqumurrait étre défini au sens large comme la retteer

de nouveaux principes actifs dans le domaine gehémmaceutique mais également dans le
domaine de la cosmétique. Plus précisément, je unge istéressée aux principes actifs
provenant des minéraux donc des principes actiigrela/« bio » ou j'ai acquis une certaine
connaissance. A I'heure ou le «bio» est un ermancipal pour les industries, mes

connaissances s’inscrivent donc dans les grandééepnatiques actuelles.

Mes savoir-étre et savoir-faire :  Le diagramme ci-dessous représente mes poinssfart
famille de compétences. Certaines de ces compétetetles que « Méthode-Rigueur »,
« Conscience Professionnelle » ou « Enthousiassend des compétences naturelles. Les

notes ont été calculées suite a une auto-évaludéanes compétences.

Auto-évaluation des familles de compétences su€ghelle de 0 a5 :

Compréhension Business note 3.6 /5)

Compétences techniques
(note 4/5) Analyse (note 3.8/ 5)

e

8

Management d’ équipe (note 4/5)

> | Communication (note 4/5)

A
H

Management d’activité / de projets \

(note 4.1/ 5) 5.0

Relations Interpersonnelles

(note 3.7/ 5)
A A

Motivation / Energie (note 5/ 5) | 1 O
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Plus en détails :

Capacités d’analyse

o Rigueur
o Méthode

avec précision. Lors d’expériences, je commence
planifier et je me mobilise pour le respect desidél

o Je suis méthodique. Mon esprit trés scientifique
permet d’étre tres organisée, précise et concias da qug
jentreprends.

\1%4

La communication

o Communication orale

J'aime échanger, partager des points de vue (écbaiére
et exposer mon point de vue). Par exemple, lors
présentation orale, j'ai toujours été félicitéeldeclarté de
exposeés.

I°£}

Relations interpersonnelles

0 Relations Interpersonnellesa  Jai un bon contact, jaime travailler avec lesrasitdg

o0 Leadership
o Résolution des conflits

facon constructive. J'ai d’ailleurs encadré unegisiee dont

scientifique que relationnel.
o Je sais motiver et faire adhérer autour de megtsroj

o Je suis diplomate.

Energie/ Motivation

o0 Mobilisation pour l'atteinte
des objectifs

o Challenges
o Enthousiasme

a Jai a coeur de mobiliser mon énergie pour atteithes
objectifs fixés (ou que je me suis fixés). Par eplema la fin
tde ma thése, alors gu'on me conseillait d'arrétes
expériences, j'ai voulu continuer celles-ci afirolofenir le|
plus de résultats possibles quitte a avoir moineags pouy
la rédaction du manuscrit de thése.

o Jaime relever des nouveaux challenges. Ce futake
lors de ma thése, ou le laboratoire pensait quehése née
donnerait pas de résultats et ce ne fut pas lebieas au
contraire.

o Je suis quelquun de positif et d’enthousiaste
guotidien. Je vois toujours « la bouteille & mojiéine » e
je pense avoir apporté de la gaieté et une bonrsaaoe
dans le laboratoire.
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o Je suis rigoureuse. Je procede de fagcon méthodique

par

me

o Je suis a laise dans la communication en facecel.|fa

de
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Management d’activité

0 Sens du résultat
o Conscience professionnell¢
o Sens du détalil

o Dans le travail et dans mes études, on a souveme
xMoi que je suis professionnelle et consciencielseespect
les délais, les process, les consignes.

o Jai besoin d'aller dans le détail pour avoir latgaent
de produire un travail de qualité.

di

¢

Management d’équipe

o Formation et développeme
des collaborateurs

Q Jaime transmettre un savoir, permettre a quelq
Iﬁg’apprendre et se développer. Cela a été le catiqgeédur

Une expérience trés enrichissante.

oi) lors de l'intégration de stagiaires au cougsnth thése.

uun

Compréhension de mon environnement

o Environnement scientifique

o Ce travail de théese m'a permis de m'intéressé
I'environnement scientifique de mon sujet, de pre

bonne vision globale dans mon domaine.

contact et de tisser un réseau professionnel.ad@iis une

B a
nd

Mon premier point de développement est la gestionudstress :quand la charge de travalil

est forte, quand je me mets moi-méme la pressiorvg@anté de réussir. Dans un premier

temps je peux perdre ma concentration, mais marséms du résultat et de I'organisation me

permettent rapidement de surmonter et de le gatefinal c’est davantage un booster qu’un

frein. Cependant, j'ai envie de travailler ce pgiour mon bien-étre personnel.

Mon deuxiéme point de développement est I'exigeneavers les autresJe peux mettre la

pression sur des points comme le respect des tanlagqualité du travail réalisé ou avoir

tendance a faire moi-méme pour obtenir un résultdaudrait que japprenne a déléguer

davantage et faire plus confiance.
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g Mon projet professionnel

Mes motivations professionnelles : COMPRENDRE & APPRENDRE : un mot me
vient a l'esprit, c’est « l'inconnu », les chosesap ne comprend pas. J'ai envie de les
résoudre. LE CHALLENGE : les défis me motivent, oh@nnent envie de tout mettre en

ceuvre pour réussir. Cela me prouve aussi quegecapable et me fais progresser.

Les actions/ responsabilités qui me caractérisent | e mieux dans le travail :

COMMUNIQUER: c’est avoir des contacts, une ambiaagetable que ce soit au travail avec
les collegues qu’avec des personnes extérieGERER: c’est avoir des responsabilités, c’est
aussi pour moi avoir de la reconnaissanbEVELOPPER: c’est rechercher avec des

applications directes, apporter des idées nouvetldsnc progresser.
Mes critéres de choix professionnels :

1- Un métier en R&D dans l'industrie. Plusieurs raisons a ce choix du secteur privé : le
évolutions possibles, l'orientation « résultatsdégassement de soi et atteinte des

objectifs), des postes a responsabilités (gérer pleets en R&D), et travailler en
recherche appliquée (applications directes ce sfyples motivant).

2- Un environnement ou je suis amenée a communiquautant en interne qu’en externe.

Un métier de contacts ou je puisse développerlasions interpersonnelles.

3- Etre reconnue dans mon travailpour mon professionnalisme et ma contributionite fa

avancer 'entreprise.
4- Continuer de progresser et d’apprendregrace a mon métier.

5- Un équilibre entre vie professionnelle et vie familiale.

Les valeurs auxquelles je suis attachée sont :
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Mes projets professionnels :

Le secteur envisagé Dans l'idéal, mon secteur d’expertise : la defpharmaceutique. Mais

je suis également attirée par la conception ebdvation de bioproduits dans les secteurs de

la cosmétique en général et par la pharmaceutique.

3 métiers envisagés Par ordre de priorité :

- Chargeé de projet R&D
- Ingénieur d’études/ Ingénieur de développement
- Consultante en innovation

Le lieu envisagé :Dans l'idéal, la Cosmetic Valley, p6le de compéiié majeur au niveau

international, c’est un podle innovant et attraclié suis également ouverte a un poste a

I'étranger (Etats-Unis, Europe essentiellement).

Les démarches que je vais mettre en ceuvre pour enta  mer ma recherche

Contacts déja établis :2 entreprises de la Cosmetic Valley (I'Oréal ee&Pharma) en

parallele de ma these.

Identifications de nouveaux contacts ciblés prise de contacts des entreprises la Cosmetic
Valley via annuaire transmis a I'occasion d’'un a@sg(identification des entreprises de mes

domaines scientifiques et envoi de candidaturestapees).

Candidatures spontanées je vais poster mon CV sur le site de la Cosmetidley et
renouveler cette action régulierement. Je vaisrmels alertes systématiques sur les offres
proposeées sur les sites de 'APEC, ABG et autres (pots clef). Je souhaite également
m’inscrire a la Société Francaise de Cosmétolodia de me tenir informée des
manifestations, innovations et des offres d’empla candidature va étre transmise chez

Dior pendant mon projet NCT.

Pour développer mon réseau utilisation des réseaux professionnels tels quel&ba le

Journal du Net, Linked Inn, outils qui m'ont étdidartement conseillés lors de précédent
modules sur la recherche d’emploi. En parallelengesuis abonnée a la lettre de 'ABG et a
Docteurs & Co, proposés par I'ABG tout ceci afinrde tenir informer des changements et

offres dans le monde de I'aprés doctorat.
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Un nouveau chapitre de la these

e Conclusion personnelle

Le Nouveau Chapitre de la These représente pourumaiutil qui m’a donné la possibilité
d’expliquer pourquoi jai choisi de faire une thésgela m’a permis de faire le point et
exposer clairement mes motivations et mes envieseequi concerne mon futur emploi.
Egalement, jai pu d’adapter mon langage dit «dé@osque » pour des personnes non

expérimentées. J'en retire un trés bon exerciegeaonseille trés fortement.
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Annexe 1. Evolution au cours du temps de l'activitd’AL et de la quantité de protéines

des fibroblastes, MRC-5.
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Annexe la. Evolution au cours du temps de 'a&iBAL (histogramme) et de la quantité de protéiotses

(courbe) des fibroblastes en réponse a I'extragip@¥Wad a 306ug de protéines/ml (a), 828ug de preganl

(b) et 1300ug de protéines/ml (c).
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Annexe 1b. Evolution au cours du temps de l'a@&¥WAL (histogramme) et de la quantité de protéiatdes

(courbe) des fibroblastes en réponse a I'extragio@E a 219ug de protéines/ml (a), 799ug de pratéimidb) et

857ug de protéines/ml (c).
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Annexe 2. Résultats des tests de minéralisation n&nsur les pré-ostéoblastes, MC3T3-
E1.

2 Contrles + Inducteurs
2 Blan¥y + Inducteurs
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E 28]

Annexe 2a. Résultats des tests de minéralisatioresngur les pré-ostéoblastes, MC3T3-E1, avec dixtr
OrgonW aux différentes concentrations a J3, J&]1® et J15 (b). La position des différents extragt indiquée
(a).
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2 Contridles + Inducteurs
2 Blan + Inducteurs
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Annexe 2b. Résultats des tests de minéralisatiorémsur les pré-ostéoblastes, MC3T3-E1, avec &ixtr
OrgonWad aux différentes concentrations a J3,9]6]11P et J15 (b). La position des différents dtstiest
indiquée (a).
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Annexe 3. Résultats des tests de minéralisation n&n sur les cellules stromales

pluripotentes de souris, D1 ORL UVA aprés ajout deblancs.

Annexe 3a. Résultats des tests de minéralisatioesngur les cellules souches pluripotentes dessdti ORL
UVA, avec le blanW aux différentes concentratiorlk8aJ6, J9, J12 et J15. La position des différextimits est
indiquée par les fleches rouges.

Annexe 3bRésultats des tests de minéralisation menés sueliees souches pluripotentes de souris, D1 ORL
UVA, avec BlanE aux différentes concentrations a2183J9, J12 et J15. La position des différentsags est
indiquée par les fléches rouges.
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Annexe 4. Résultats des dosages du taux de prot&nele I'activité PAL et du taux de

collagéne des cellules stromales pluripotentes deusis, D1 ORL UVA.
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Annexe 4a. Evolution au cours du temps de I'ag&iAAL (histogramme) et de la quantité de protéiatses

(courbe) des cellules stromales pluripotentes parge a I'extrait OrgonW a 55ug de protéines/mllayug de

protéines/ml (b) , 7449 de protéines/ml (c) et8ilgtde protéines/ml (d).
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Annexe 4b. Evolution au cours du temps de l'at@ifAAL (histogramme) et de la quantité de protéiogdes
(courbe) des cellules stromales pluripotentes pange a I'extrait OrgonWad a 50ug de protéinesanli39ug
de protéines/ml (b) , 619ug de protéines/ml (§0&2ug de protéines/ml (d).
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Annexe 5. Evolution en fonction du temps du taux deollagene des cellules stromales
pluripotentes de souris, D1 ORL UVA.
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Annexe 5a. Evolution au cours du temps du tausallagene des cellules stromales pluripotentegpanse au
contrbéle négatif (a) et au contrdle positif , lxaméthasone (b).
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Annexe 5b. Evolution au cours du temps du tauzallagéne des cellules stromales pluripotentegparnse a
I'extrait OrgonW a 55ug de protéines/ml (a), 11degorotéines/ml (b) , 744g de protéines/ml (c)1et8lg de

protéines/ml (d).
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OrgonWad [50] OrgonWad [139]
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Annexe 5c. Evolution au cours du temps du taugadlegéne des cellules stromales pluripotentegparnse a
I'extrait OrgonWad a 50ug de protéines/ml (a), 138 protéines/ml (b) , 619g de protéines/ml ()1&32g

de protéines/ml (d).
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Annexe 6. Résultats des tests de minéralisation n&n sur les cellules stromales
pluripotentes de souris, D1 ORL UVA aprés ajout degxtraits OrgonW et OrgonWad.
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Annexe 6a. Résultats des tests de minéralisatiorésngur les cellules souches pluripotentes dessditi ORL
UVA, avec I'extrait OrgonW (b) aux différentes cemtrations a J3, J6, J9, J12 et J15 (b). La posites
différents extraits est indiquée (a).
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Annexe 6b. Résultats des tests de minéralisatiovémsur les cellules souches pluripotentes dessduti ORL
UVA, avec I'extrait OrgonWad (b) aux différentesicentrations a J3, J6, J9, J12 et J15 (b). Laiponsies
différents extraits est indiquée (a).
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Annexe 7, Evolution en fonction du temps du taux d’ostéocaloie des cellules stromales
pluripotentes de souris, D1 ORL UVA.
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Annexe 6. Evolution au cours du temps du tauxtdmsalcine des cellules stromales pluripotenteslsSes
extraits ayant fournis des résultats positifs gmésentés : OrgonW a la concentration de 55ugatéipes/ml
(a), OrgonE a 495ug de protéines/ml (b) et OrgonVila&lLl9g de protéines/ml (c) et 1032ug de protéimgsl).
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Annexe 8 Signification des abbréviations des acides aminés

Tableau des acides aminés

Acide aminé Code 3-lettres Code 1-lettre Polarité Charge
Alanine Ala A Non polaire Neutre
Arginine Arg R Polaire Basique
Asparagine Asn N Polaire Neutre
Acide aspartique Asp D Polaire Acide
Cystéine Cys C Non polaire Neutre
Acide glutamique Glu E Polaire Acide
Glutamine Gln Q Polaire Neutre
Glycine Gly G Non polaire Neutre
Histidine His H Polaire Basique
Isoleucine Ile I Non polaire Neutre
Leucine Leu L Non polaire Neutre
Lysine Lys K Polaire Basique
Meéthionine Met M Non polaire Neutre
Phénylalanine Phe F Non polaire Neutre
Proline Pro P Non polaire Neutre
Sérine Ser S Polaire Neutre
Thréonine Thr T Polaire Neutre
Tryptophane Trp N Non polaire Neutre
Tyrosine Tyr Y Polaire Neutre
Valine Val v Non polaire Neutre
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Aurore DISSAUX

Etude et valorisation des principes actifs de biomi néralisation du calcium pour
les applications pharmaceutiques

L’environnement géologique a-t-il accumulé et comédes molécules liées a la biominéralisation des
carbonates qui forment les dépdts calcaires ? Bices molécules ont-elles conservé une activité
biologique? La sédimentologie montre que la Progepassédait au Crétacé il y a 120 milligns
d’années, un rivage tropical bordé d’'une platefooadonatée ou se sont accumulés des biocalcaires
d’'une grande pureté comme a Orgon. Sur ce sitgléaire piége les molécules organiques au cours
de la diagenése sous forme d’inclusions dans leiteatles rudistes (principaux producteurs|de
carbonates) grace a un processus de dissolutidefafiisation centrifuge. Plusieurs modes
opératoires ont été testés afin d’'extraire ces cotdé. lIs permettent d’obtenir deux grands types d
complexes organo-minéraux: un extrait plutdt ligicd, obtenu essentiellement a I'alcool et I'autre
plutbt protéique obtenu a l'eau. Leur activité @éte été testée sur la peau et sur 'os. L'aétiyit
dermatologique est démontrée sur des explants ale lpgmaine maintenus en survie. On observe un
renouvellement de I'épiderme dés 9 jours sans &rent, une restructuration de la jonction dermo-
épidermique et dans le derme un réseau de collagénsifié ainsi que la production d’acide
hyaluronique. Sur l'os, les extraits ont stimulé différenciation des cellules de la lignge
ostéoblastique et également le dépbt d’hydroxysgatpartir de culture de cellules souches. Cailrav
démontre que des molécules vieilles de 120 millslasnées sont préservées, exploitables et qu’elles
possédent une série d’'activités a visée thérapeusigr la peau et sur I'os.

Mots clés :Biominéralisation, calcium, polypeptides, lipidesincipes actifs, peau, cellules osseuses,
cosmétique, pharmaceutique, Crétacé

Study and Development of the actives from the biom ineralization of calcium
for pharmaceutical applications

Did the geological environment accumulate and caesmolecules related to the biomineralization of
carbonates? If so, did these molecules retain thieiogical activity? Sedimentology shows that
Provence owned during Cretaceous, 120 million yemge, a tropical shore surrounded by a
carbonated platform where biolimestones of hightpaccumulated such as in Orgon. In this site,
limestone trapped the organic molecules during atiagis as inclusions in rudist’'s calcitic shell
(major producers of carbonates) through a prockdssolution / recrystallization centrifuge. Sealer
protocols were tested to extract these moleculegrdvides two main types of organo-mineral
complex: an extract rather lipidic, obtained maimhth alcohol and another one rather proteinic
obtained with water. Their activity was then testedskin and bone. The dermatological activity was
demonstrated on human skin explants maintaineduimival. We observed the renewal of the
epidermis in 9 days perfectly regulated, the restming of the dermo-epidermal junction and, in the
dermis, the densification of the collagen networld éhyaluronic acid production. On bone, the
extracts stimulated the differentiation of the oblast lineage cells and also deposits| of
hydroxyapatite from stem cells cultures. This wbds demonstrated that molecules as old as| 120
million years are preserved, exploitable and owserées of therapeutic activities on the skin anaeb
Keywords: Biomineralization, calcium, polypeptides, lipidactives, skin, bone cells, cosmetic,
pharmaceutics, Cretaceous.
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