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Au cours de ces cinq dernicres années, le nombre total de protéines identifiées dans 1’ceuf s’est
accru considérablement en passant d’environ une cinquantaine a plusieurs centaines, grace au
développement des outils d’analyse a haut débit. Ces connaissances enrichissent considéra-
blement les informations concernant les protéines de 1’ceuf et ouvrent la voie a I’utilisation de
nouvelles molécules d’intérét issues de 1’ceuf.

L’ceuf de poule est une enceinte close
naturelle autosuffisante et stérile per-
mettant le développement harmonieux
d’un poussin dans le milieu extérieur.
Cette fonction implique que I’ceuf
contienne la totalité des composants
nécessaires au développement en 21
jours, d’une cellule reproductrice fécon-
dée en un poussin mature. L’ceuf est
donc une réserve de nutriments et une
mine de molécules aux activités bio-
logiques diverses (Anton et al 2006,
Mine et Kovacs-Nolan 2006, Réhault et
al 2007). L’ceuf contient les vitamines,
les minéraux (coquille), les protéines
(blanc et jaune) ainsi que les lipides
(jaune), nécessaires au développement
de I’embryon. L’ceuf est aussi un ali-
ment de base qui est largement consom-
mé dans le monde entier. Il posséde une
haute valeur nutritive du fait de I’équili-
bre de ses acides aminés facilement
assimilables (Nys et Sauveur 2004,
Seuss-Baum 2007). Par ailleurs, pour
faire face aux agressions physiques et
microbiennes, I’ceuf posséde des syste-
mes de défenses naturelles. La coquille
constitue une barriére physique impéné-
trable pour les microorganismes si elle
reste intacte. Il s’agit d’un biominéral a
carbonate de calcium dont la structure
est parfaitement ordonnée et structurée
grace a l’action de molécules organi-
ques (matrice organique) sur les cris-
taux de calcite, qui détermine la struc-
ture minérale. La matrice organique
composée principalement de protéines
et de protéoglycanes, joue par consé-
quent un réle crucial dans les propriétés

mécaniques de la coquille (Nys et al
2004, Gautron et Nys 2007a, 2010,
Hincke ef al 2008). Le second systéme
de protection se compose essentiel-
lement de protéines du blanc, de la
coquille et de ses membranes qui grace
a leur role antimicrobien constituent la
défense chimique de I’ceuf (Anton et
al 2006, Réhault et al 2007, Mine et
D’Silva 2008, Hervé-Grépinet et al
2009).

La diversité des activités biologiques
des constituants de 1’ceuf présente un
intérét majeur pour différents secteurs
industriels tels que pharmaceutiques,
cosmétiques et agro-alimentaires. En
effet, ’ceuf contient des composés anti-
hypertensifs, anticancéreux, antioxy-
dants, cryoprotecteurs, immunomodula-
teurs et antiadhésifs (Anton et al 2006,
Mine et Kovacs-Nolan 2006, Réhault et
al 2007). De ce fait, le challenge actuel
concerne la caractérisation fonctionnel-
le des différentes protéines de 1’ceuf.

L’étude des protéines de 1’ceuf a été
initiée pour le blanc et le jaune il y a
plus de 50 ans. Ainsi, les protéines
majeures du blanc et du j jaune ont été
séparées et purifiées en utilisant des
techniques classiques de biochimie des
protéines (Li-Chan et al 1995). Ces
approches biochimiques ont été com-
plétées dans les années 80 par les outils
de la biologie moléculaire. Toutefois,
les composés mineurs qui représentent
un grand nombre de molécules, n’ont pu
étre identifiés et caractérisés par ces

méthodes. Le développement des outils
de la génomique fonctionnelle au cours
de ces dix derniéres années a considé-
rablement transformé la biologie et les
biotechnologies, et en particulier nos
connaissances sur 1’ceuf. Le développe-
ment récent des méthodes d’analyses a
haut débit utilisées en combinaison
avec la publication de la séquence
génomique de la poule (International
Chicken Genome Sequencing Con-
sortium 2004), et le développement
d’outils bioinformatiques de prédiction
des fonctions, ont permis de révéler de
nouvelles perspectives pour la carac-
térisation de nouveaux composés de
I’ceuf incluant les protéines mineures
(Gautron et al 2007a). Certaines pour-
raient étre des molécules avec des pro-
priétés biologiques d’intérét. Dans cette
revue, nous décrirons comment 1’apport
de ces nouvelles technologies a été uti-
lisé pour obtenir des avancées majeures
dans la caractérisation des protéines de
I’ ceuf.

1/ Apports de la génomique
fonctionnelle

A partir des années 2000, différents
projets internationaux de caractéri-
sation des transcrits fonctionnels de
I’espéce poule (Gallus gallus) ont vu
le jour. L’universit¢é de Manchester
(Grande-Bretagne) a développé un pro-
gramme majeur mettant a la disposition
de la communauté scientifique plus de

Inra Productions Animales, 2010, numéro 2



134 /J. GAUTRON, S. REHAULT-GODBERT, V. JONCHERE, V. HERVE-GREPINET, K. MANN, Y. NYS

300 000 séquences EST redondantes
(Boardman et al 2002) (http://www.
chick.umist.ac.uk/index.html).
L’université de Delaware (USA) a
proposé¢ un programme complémen-
taire qui est constitu¢ de 40 000 EST
non redondantes (Carre et al 2006)
(http://cogburn.dbi.udel.edu/index.html).
Enfin en France, ’'INRA a coordonné le
projet AGENAE ayant pour ambition de
développer des recherches génériques et
des actions de recherche finalisée dans
le domaine de la génomique animale
(http://www.inra.fr/agenae/). L’ensem-
ble des projets menés au niveau mondial
a abouti a la caractérisation de la trés
grande majorité des ARNm de I’espéce
Gallus gallus, comme le montrent les
600 323 séquences EST recensées dans
la base de données dbEST (http:/www.
ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/dbEST_sum-
mary.html) fin 2009. Ces séquences ont
été regroupées par SIGENAE (www.
sigenae.org) en 260460 contigs et
129 842 singlets (http: //public-contig-
browser.sigenae. org:9090/Gallus_gal-
lus/index.html). Ces connaissances ont
été renforcées par la publication en
2004 de la séquence du génome de la
poule (International Chicken Genome
Sequencing Consortium 2004) et par
I’annotation des différents cadres de
lectures ouverts et des séquences codan-
tes des geénes de la poule. Le développe-
ment paralléle d’outils bioinformatiques
et d’analyse a haut débit des transcrits
de genes (transcriptomique) et des pro-
téines (protéomique), a conduit a 1’étu-
de simultanée de I’ensemble des consti-
tuants fonctionnels.

1.1/ Le protéome de I’ceuf

Le protéome refléte I’ensemble des
protéines exprimées dans une cellule,
un tissu, un organe ou un organisme a
un instant donné. L’¢tude des protéomes
implique [’utilisation de méthodes a
haut débit utilisant la spectrométrie
de masse, combinées a des outils bio-
informatiques pour I’identification des
protéines (Mann et Steen 2004).
L’ensemble des protéines a étudier est
extrait et solubilisé du milieu puis digé-
ré a I’aide d’une protéase (trypsine, le
plus fréquemment). Ce mélange haute-
ment complexe composé de peptides
hydrolytiques de longueurs variables,
est alors introduit dans un spectromeétre
de masse de manicre a déterminer expé-
rimentalement la masse exacte des pep-
tides et des fragments peptidiques for-
més par la fragmentation partielle des
peptides dans I’instrument. Cette masse
exacte des peptides, et de leurs frag-
ments, obtenue par spectrométrie de
masse, est comparée aux masses théo-
riques et prédites par digestion in silico
de toutes les séquences des protéines
présentes dans les bases de données,
permettant ainsi 1’identification des

Inra Productions Animales, 2010, numéro 2

Tableau 1. Nombre de protéines identifiées dans I'ceuf par analyse protéomique.

. Nombre de
Compartiments - s
de Pceuf protéines Références
identifiées
. Mann et al 2006, 2007
Coquille 528 Miksik et al 2003, 2007
Raikos et al 2006
Blanc 148 Guérin-Dubiard et al 2006
Mann 2007, D’Ambrosio et al 2008
Membranes vitellines 137 Mann 2008
Jaune 316 Mann et Mann 2008
Farinazzo et al 2009

protéines du milieu analysé. Une telle
approche est donc dépendante des
méthodes d’extraction et de solubilisa-
tion mises en ceuvre au préalable, ainsi
que de la quantité et de la qualité des
informations de séquences contenues
dans les bases de données pour une
espéce donnée. En ce qui concerne
I’espéce poule (Gallus gallus), les
banques de données ont été largement
abondées ces dix dernieres années par
de nombreuses informations sur les
transcrits exprimés (ESTs) et par la
publication de la séquence de son géno-
me (International Chicken Genome
Sequencing Consortium 2004). La paru-
tion de ces informations de séquences
du génome exprimé de la poule ont per-
mis un essor considérable dans I’identi-
fication des protéines de I’ceuf, comme
en témoignent les publications des cing
derniéres années. Ainsi le nombre de
protéines identifiées est désormais de
plusieurs centaines dans le jaune, les
membranes vitellines, le blanc et la
coquille (tableau 1).

L’analyse protéomique est un moyen
trés efficace d’identifier les protéines
présentes dans [’ceuf. Néanmoins, la
localisation d’une protéine dans un
compartiment de 1’ceuf n’est pas suffi-
sante pour prédire la fonction biolo-
gique de cette protéine. Un grand nom-
bre des protéines identifiées par analyse
protéomique de la coquille pourrait étre
incorpor¢ de fagon passive du seul fait
de leur présence dans le milieu pendant
la minéralisation et pourraient ne pas
jouer de role biologique dans la coquille
(Mann et al 2006, 2007). Cette hypothe-
se est confortée par un examen minu-
tieux de la composition du mélange pro-
téique issu des analyses protéomiques
du blanc et de la coquille. Celles-ci
réveélent la présence dans la coquille
de nombreuses protéines issues des pro-
cessus de sécrétion dans les segments
proximaux de I’oviducte, ainsi que de
protéines intracellulaires issues du re-
nouvellement cellulaire et de la desqua-
mation des parois bordant I’oviducte
(Mann et al 2008). Ces derniéres obser-

vations montrent une limite de 1’analyse
protéomique qui décrit a un temps
donné les espéces protéiques présentes
dans le milieu, mais ne fournit pas d’in-
formation sur un processus de sécrétion
séquentiel dans le temps et ’espace,
comme dans le cas de I’oviducte impli-
qué dans le dépdt des compartiments de
I’ ceuf.

1.2 / Le transcriptome de I’ceuf

L’analyse transcriptomique étudie
I’expression des geénes qui codent les
protéines. Elle quantifie le niveau d’ex-
pression des génes par des techniques
permettant le criblage a un stade physio-
logique donné, de plusieurs milliers de
transcrits (ARNm) issus d’un tissu ou
d’un organe. Cette technique utilise des
puces a ADN qui sont constituées d’une
collection d’ADN déposés de maniére
ordonnée sur un support solide tel que
des membranes de nylon ou des lames
de verre. Les puces a ADN sont aussi
appelées microréseaux d’ADN, puces a
genes ou biopuces. Ces puces a ADN
sont utilisées notamment pour faire
une analyse différentielle de 1’expres-
sion des genes soit dans deux tissus dif-
férents, soit dans un méme tissu dans
deux conditions physiologiques diffé-
rentes. On pourra par exemple comparer
les transcrits d’un tissu sain a ceux d’un
méme tissu cancéreux et ainsi établir le
profil d’expression des geénes associés
a cette maladie. L’utilisation d’outils
informatiques et statistiques adaptés,
permet de quantifier la fluorescence
relative dans chacune des conditions
testées et d’établir la liste des genes
exprimés de maniére différentielle. Les
genes différentiels sont alors classés
selon leur fonction afin d’établir leur
role biologique ou pathologique poten-
tiel.

L’oviducte de poule constitue un
excellent modele pour ce type d’appro-
che. En effet, la synthése et la sécrétion
des protéines de 1’ceuf se font successi-
vement tout au long des segments de
I’oviducte. Ainsi le jaune se forme au
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niveau de l’ovaire par captation des
lipoprotéines de la circulation sanguine,
le magnum est la région de 'oviducte ou
les protéines du blanc d'ceuf sont syn-
thétisées puis sécrétées autour du jaune.
L'isthme blanc et 1'utérus sont respecti-
vement les tissus de synthése des mem-
branes coquilliéres et de sécrétion des
précurseurs organiques et minéraux de
la coquille. S’appuyant sur cette spécifi-
cité spatiale, le transcriptome de 1’ovi-
ducte a été utilisé pour établir le profil
d’expression des geénes dans 1’utérus
(lieu de formation de la coquille), pen-
dant la phase active de minéralisation de
la coquille par comparaison avec d’au-
tres segments de 1’oviducte (magnum et
isthme), non impliqués dans la minéra-
lisation (Joncheére et a/ 2010) (figure 1).
Le profil d’expression de I’utérus a éga-
lement été établi lors des changements
considérables se produisant a la maturi-
té sexuelle aboutissant a la production
d'ceufs (Dunn ef al 2009). Des analyses
sont également en cours pour établir le
profil d’expression du magnum (dépot
des protéines du blanc) et de I’isthme
(synthése des membranes coquilliéres)
(Gautron et al 2008).

Les approches transcriptomiques cri-
blent I’ensemble des génes exprimés dans
I’appareil reproducteur de la poule impli-
qué dans le dépdt des constituants de
I’ceuf. Toutefois, ces approches présen-
tent également des limites. L’analyse dif-

férentielle ne met en évidence que les
geénes surexprimés dans un tissu par rap-
port a un autre. [’analyse trancriptomique
ne différencie pas les génes codant les
protéines qui seront sécrétées pour étre
déposées dans I’ceuf, des génes exprimés
qui codent les protéines intracellulaires
ayant un role dans le métabolisme de
I’oviducte. Une maniére de s’affranchir
de ce probléme est d’établir le sécrétome
de I’oviducte. Dans une premiére appro-
che, les génes exprimés dans 1’utérus ont
été traduits en protéines (Jonchére et al
2010), puis comparées aux protéines
préalablement identifiées dans la coquille
(Mann et al 2006, 2007). Dans une
seconde étape, les protéines issues de
I’analyse transcriptomique de [’utérus,
ont été analysées pour rechercher la pré-
sence d’un peptide signal (Jonchére et al
2010), qui est une séquence nécessaire a
la sécrétion d’une protéine.

2 / Protéines nouvellement
identifiées dans I’ceuf

Ces nouveaux outils ont permis une
avancée considérable dans la caractéri-
sation des composés de 1’ceuf. Au cours
de ces derniéres années, le nombre total
de protéines identifiées dans 1’ceuf est
passée d’une cinquantaine en 2006, a
plusieurs centaines a ce jour.

2.1/ Les protéines de la coquille

La coquille de I’ceuf est une structure
composée a 95% de carbonate de cal-
cium. La coquille contient aussi une
faible proportion de matiére organique
(matrice organique). La matrice orga-
nique de la coquille d’ceuf est impliquée
dans les mécanismes de sa minérali-
sation et par conséquent dans ses pro-
priétés mécaniques (Nys et al 2004,
Gautron et Nys 2007a). Un total de dix
protéines de la matrice organique a été
caractéris¢ par des approches biochi-
miques et moléculaires classiques. Il
s’agit de trois protéines du blanc d’ceuf
(ovalbumine, lysozyme et ovotransferri-
ne) également présentes dans la coquille
(Hincke 1995, Hincke et al 2000,
Gautron et a/ 2001a), de deux protéines
ubiquistes, 1’ostéopontine et la clusteri-
ne, (Pines et al 1994, Mann et al 2003),
ainsi que de protéines spécifiques de
la coquille (ovocleidin-17, -116 et ovo-
calyxines-36, -32 et -21) (Hincke et
al 1995, 1999, Gautron et al 2001b,
2007b, Gautron et Nys 2007b). Une
avancée majeure est survenue en 2006
avec |’utilisation de la spectrométrie de
masse en tandem couplée a une chroma-
tographie liquide. Cette technologie a
¢été utilisée pour séparer et identifier
les peptides d’un mélange obtenu apres
solubilisation en milieu acide des pro-
téines de la coquille et digestion par de
la trypsine. Un total de 528 protéines a

Figure 1. Analyse transcriptomique des génes exprimés dans l'oviducte. Dans cet exemple, les génes issus de l'utérus et asso-
ciés a la formation de la coquille, sont marqués avec de l'alexa 555 et apparaissent en vert sur la lame. Les génes exprimés
dans le magnum (formation du blanc) sont marqués avec de I'Alexa 647 et apparaissent donc en rouge sur la puce a ADN.

Echantillon Utérus

Geéne exprimé dans l'utérus
(formation de la coquille)

(dépét du blanc d’oeuf)

Géne exprimé dans le magnum

—>» Alexa 555
Echantillon Magnum —» Alexa 647
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ainsi ét¢é mis en évidence dans la
coquille (Mann et al 2006, 2007, 2008).
Ces protéines ont pu étre classées en 3
groupes en utilisant un index d’abon-
dance protéique modifi¢ (emPAI). Il
faut toutefois noter que 1’abondance
d’une protéine ne refléte pas nécessaire-
ment son degré d’importance. En effet,
des protéines identifiées dans la matrice
pourraient posséder, méme a faible
concentration, des activités enzyma-
tiques, régulatrices ou encore antimicro-
biennes. Le groupe de protéines en forte
abondance est constitué¢ de 32 protéines
représentant 6% des protéines identi-
fices dans la coquille. A I’exception de
I’ostéopontine, on retrouve dans ce
groupe toutes les protéines qui avaient
été 1identifiées préalablement dans la
matrice organique de la coquille par
les techniques biochimiques et molécu-
laires classiques. Les autres protéines
identifiées dans ce groupe correspon-
dent a des protéines impliquées dans
le métabolisme lipidique, des protéines
cytoplasmiques, d’autres protéines du
blanc dont 2 antiprotéases (cystatine
et ovoinhibiteur), et des protéines non
caractérisées ayant des similarités de
séquences avec les protéines de liaison
aux intégrines ou possédant des domai-
nes relatifs aux protéines antimicrobien-
nes. Ce groupe contient aussi de nom-
breuses protéines décrites au préalable
dans de nombreux autres fluides biolo-
giques chez la poule (albumine sérique,
hémopexine, protéines de liaison a la
vitamine D). Le groupe d’abondance
intermédiaire (14% du total) est compo-
s¢ de protéines de signalisation ainsi
que de protéines reliées au systéme
immunitaire contenant un domaine
analogue aux immunoglobulines et
des B-défensines aviaires (Mann et al
2006). La grande majorité des protéines
(80% du total) est constituée de protéi-
nes de faible abondance. La fraction
non soluble de la matrice organique de
la coquille a également été étudiée par
analyse protéomique (Miksik et al
2003, 2007). Ces analyses n’ont pas
permis de révéler de nouvelles protéi-
nes. Seules 5 protéines majeures de la
coquille (ovocleidin-116 et -17, ovoca-
lyxines-36 et -32 et clusterine) ont été
mises en évidence dans ces études.

Un grand nombre de protéines identi-
fiées dans la coquille par analyse pro-
téomique, pourrait &tre incorporé de
fagon passive dans le milieu et ne joue-
rait pas de réle biologique (Mann et
al 2006). Les protéines qui jouent
un role biologique dans la coquille ou
lors de son assemblage, telles que les
protéines spécifiques de la coquille,
sont exprimées et sécrétées par les cel-
lules de I’utérus. Dans ce contexte, I’a-
nalyse transcriptomique présente un
intérét, car elle permet d’identifier les
geénes exprimés dans 1’utérus qui codent
les protéines impliquées dans la fabrica-
tion de la coquille. Ainsi I’identification
globale des geénes exprimés dans ['uté-
rus a été réalisée a I’aide de puces a
ADNec, par comparaison avec les autres
segments de 1’oviducte non impliqués
dans la formation de la coquille
(Jonchére et al 2010). Un total de 605
transcrits est surexprimé dans l'utérus
par rapport au magnum et a l'isthme. Ils
correspondent a 469 génes et 437 pro-
téines. La fonction potentielle de ces
transcrits spécifiques de 1’utérus durant
la calcification a été analysée en utili-
sant les termes de Gene Ontology (GO)
(figure 2, Joncheére et al 2010). Les ter-
mes GO présents parmi les génes surex-
primés dans 1’utérus, ont été comparés a
I’ensemble des termes GO représentés
sur la puce ADNc. Les génes ont ainsi
été regroupés en familles selon leurs
fonctionnalités potentielles. Cette ana-
lyse a mis en évidence des fonctions
biologiques surreprésentées dans 1’uté-
rus participant a D’apport des consti-
tuants de la coquille, a sa biominéralisa-
tion et a la protection de 1’ceuf. Ainsi, la
famille de protéines la plus représentée
dans 1’utérus correspond a des termes
GO reliés au transport et au transfert des
ions ainsi que des protéines de liaisons
au calcium. Ces données identifient
de nombreux transporteurs ioniques
potentiellement impliqués dans 1’apport
des minéraux qui se produit durant la
minéralisation de la coquille (Nys et al
1999, Nys 2010). Une liste de 54 protéi-
nes potentiellement sécrétées par les
cellules utérines pour étre déposées
dans la coquille a été établie (Joncheére
et al 2010). La fonction de ces 54 pro-
téines sécrétées a été examinée en utili-

Figure 2. Distribution des protéines surexprimées dans l'utérus de poule selon leurs

activités biologiques.
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Transport des minéraux et transfert des ions

W Protéines de liaison aux ions calcium et métalliques
[J Protéines de liaisons au phosphate de pyridozal

[] Traduction et maturation des protéines

[l Protéines ayant une activité lyase

[ Régulation de la transcription

[l Transmission synaptique

sant les informations contenues dans
diverses banques de données, et ces pro-
téines ont été classées en différents
groupes selon leurs fonctions biolo-
giques.

Le premier groupe contient les protéi-
nes potentiellement impliquées dans la
minéralisation. Parmi celles-ci, notons
la présence de 3 protéines spécifiques
de la coquille et de son milieu de forma-
tion, 1’ovocléidine 116, 1’ovocalyxine
36, et ’ovocalyxine 21, (Hincke et al
1999, Gautron et al 2007b, Gautron et
Nys 2007b) et de ’ostéopontine, une
phosphoprotéine présente dans 1’os et
la coquille (Pines et a/ 1994). 11 est inté-
ressant de noter dans ce groupe la
présence de protéines liant le calcium
susceptibles de jouer un réle dans
les mécanismes d’interactions avec le
minéral qui se produisent au cours de
la biominéralisation. C’est le cas de la
DMP4 (Dentin matrix protein 4), poten-
tiellement impliquée dans la minéralisa-
tion des dents chez les mammiferes
(Hao et al 2007). Le calcium est aussi
un ligand de la mannose-binding pro-
tein C (MBL2) qui contient un domaine
C-type lectin. SLIT, une protéine impli-
quée dans le développement des neuro-
nes embryonnaires (Marillat et al 2002),
la nucleobindin-2 (NUCB2), 1’endo-
plasmin (ENDPL), la follistatin-related
protein (FSTL1), la FK506-binding
protein 9 (FKBP9) et la calsynthrenin-3
(CLSTN3), sont également des protéi-
nes sécrétées par I'utérus et possédant
des domaines de liaison au calcium. La
présence de domaines de liaison au cal-
cium n’est cependant pas une condition
suffisante pour impliquer une interac-
tion directe. Il existe des tests de crois-
sance in vitro de la calcite permettant
d’explorer plus en détails cette interac-
tion (Hernandez-Hernandez et al 2008),
mais ils nécessitent la purification de la
protéine et le maintien de sa solubilité.

Un autre groupe de protéines sécré-
tées par ’utérus, correspond aux protéi-
nes chaperonnes et impliquées dans le
repliement protéique. L’ovocalyxine-21
(OCX-21) et I’endoplasmine (ENDPL)
appartiennent a ce groupe. En tant que
protéines chaperonnes, elles participe-
raient a I’assemblage du réseau pro-
téique nécessaire a la minéralisation
ordonnée. D’autres protéines impli-
quées dans la conformation des protéi-
nes participeraient a la conformation
appropriée de la matrice favorisant
la minéralisation de la coquille. C’est
notamment le cas de 4 protéines
(Icos ligand (ICOSLG), neuroplastine
(NPTN), B-2-microglobuline (B2M),
butyrophyline (BTN1Al)), qui possé-
dent des domaines analogues aux
immunoglobulines qui contrdlent la
conformation et le repliement protéique
(Potapov et al 2004). C’est aussi le cas
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de la mannosidase (MAN2BI1) impli-
quée également dans la conformation
des protéines et dont le géne est le plus
surexprimé dans 1’utérus.

Le troisiéme groupe est constitué de
protéines sécrétées, ayant une activité
antimicrobienne potentielle. Ce role
serait joué par l’ovocalyxine-36, une
protéine spécifique de la matrice orga-
nique de la coquille d'ceuf analogue aux
protéines LBP (lipopolysaccharide-bin-
ding proteins) et BPI (bactericidal per-
meability-increasing proteins), connues
pour leur action lytique sur la paroi des
bactéries Gram négatives (Gautron et al
2007b). C’est aussi le cas d’un peptide
antimicrobien cationique, la f-défensine
aviaire-9 (AvBD-9). La mannose-bin-
ding protein C pourrait aussi étre impli-
quée dans I’activité antimicrobienne de
la matrice. En effet, deux autres protéi-
nes de la coquille possédant des domai-
nes C-type lectin (ovocleidine-17 chez la
poule et ansocalcine chez 1’oie), ont
montré une activité antimicrobienne
(Wellman-Labadie et al 2008).

Le dernier groupe est constitu¢ de
protéases et d’antiprotéases qui ont un
réle majeur dans de nombreux proces-
sus tels que la coagulation sanguine, la
prolifération et la migration cellulaire,
la maturation des gametes et les défen-
ses innées. Cette étude des protéines
sécrétées par 1’utérus, révéle trois pro-
téases dans la coquille d’ceuf (cathep-
sin-A (CTSA), glioma pathogenesis-
related protein 1 (GLIPR1), béta
sécrétase 2 (BACEL)). Ces protéines
joueraient un role important dans le
contrdle de I’activité des protéines du
fluide utérin, en dégradant certaines
protéines et en permettant 1’activation
d’autres protéines par clivage des pro-
formes. Cette étude a également iden-
tifié 7 antiprotéases. Les inhibiteurs de
protéases pourraient réguler localement
I’activité protéolytique des protéases
utérines et avoir une activité antimicro-
bienne par inhibition des protéases bac-
tériennes, éléments-clés de 1’invasion
bactérienne.

2.2 / Les protéines du blanc
d’ceuf

Jusqu’en 1989, seulement 13 protéi-
nes avaient été identifiées dans le blanc
d’ceuf (Li-Chan et Nakai 1989). Cette
lacune était principalement due a la
forte viscosité de ce milieu et & sa com-
position défavorable ou 6 protéines
majeures constituent environ 86% du
contenu protéique total (D’ Ambrosio et
al 2008). Différentes méthodes et straté-
gies ont été appliquées pour 1’analyse
protéomique du blanc afin de s’affran-
chir des difficultés techniques dues aux
propriétés du blanc. Les premiéres
études ont utilisé 1’¢lectrophorése en

deux dimensions pour séparer les pro-
téines du blanc et la spectrométrie de
masse pour identifier des spots pro-
téiques. Dans une premiére étude,
Raikos et al (2006), ont identifié cing
protéines dont trois déja connues dans
ce milieu (ovalbumine, ovtransferrine et
clusterine) et deux nouvelles protéines
du blanc d’ceuf (récepteur IIA de 1’acti-
vin et une protéine hypothétique
FLJ10305).

Guérin-Dubiard et al (2006), ont
séparé les protéines du blanc par des
techniques chromatographiques combi-
nées avec 1’¢lectrophorése en deux
dimensions. Les 69 spots protéiques
obtenus ont été digérés puis leurs tail-
les mesurées par MALDI-TOF et
LC-MS/MS. Un total de 16 protéines
différentes a été identifié, parmi les-
quelles les protéines Tenp et vitellin
membrane outer-1, caractérisées pour la
premicre fois dans le blanc.

Des avancées majeures dans 1’identi-
fication des protéines du blanc, ont été
obtenues récemment avec les travaux de
Mann (2007), et de D’Ambrosio et al
(2008), qui ont identifié¢ un total de 148
protéines différentes dans le blanc.
Deux méthodes de clivage différentes
ont été utilisées par Mann pour obtenir
des peptides du blanc d’ceuf : une
digestion directe en solution du blanc
d’ceuf, ou une séparation par électro-
phorése SDS-PAGE 1D du blanc d’ceuf
suivie d’un découpage et d’une diges-
tion de 18 sections du gel d’¢électropho-
rése. Les différents peptides obtenus par
ces méthodes ont été analysés par spec-
trométrie de masse, et ont permis la
caractérisation de 78 protéines dont
54 décrites pour la premicére fois dans le
blanc d’ceuf. Ce protéome a permis de
mieux caractériser dans le blanc d’ceuf
des protéines préalablement connues
telles que I’ovomucine pour 1’identifi-
cation compléte de sa sous-unité f3.
Parmi les nouvelles protéines, on trouve
la galline, une protéine basique de 4,7
kDa apparentées aux [-défensines, qui
présente 65 a 70% d’identité de séquen-
ce avec la cygnin et la meleagrin identi-
fiées respectivement chez le cygne noir
et la dinde. Ce protéome identifie égale-
ment dans le blanc d’ceuf une séquence
nommée ovosecretoglobuline qui cor-
respond a une protéine de 7 kDa
appartenant a la famille des sécréto-
globulines et utéro-globulines.

Un autre groupe de protéines d’inté-
rét est constitué par des protéines
potentiellement antibactériennes. C’est
le cas de la protéine similar to acyloxya-
¢yl hydrolase qui partage 62% d’identi-
té avec I’acyloxyacyle hydrolase mam-
malienne, connue pour sa capacité a
cliver les chaines acyles des lipo-
polysaccharides (LPS) bactériens. Une

fonction antibactérienne similaire est
suggérée également pour une protéine
de 74 kDa (IP10058627), dont la
séquence contient des domaines BPI
(bactericidal/permeability increasing),
qui sont présents dans des protéines se
liant et neutralisant le LPS bactérien
aboutissant a la destruction de la bacté-
rie. De tels domaines ont été identifiés
au préalable pour la protéine Tenp pré-
sente dans le blanc d’ceuf et la coquille
(Guérin-Dubiart et al 2006, Mann et
al 20006), et pour l’ovocalyxine-36,
une nouvelle protéine spécifique de
la matrice organique de la coquille
(Gautron et al 2007b). Une protéine
nommeée lymphocyte antigen 86 (MD1),
préalablement identifiée dans la
coquille et impliquée dans la réponse
cellulaire au LPS, est aussi retrouvée
dans le blanc d’ceuf. D’autres protéines
potentiellement antimicrobiennes sont
identifiées pour la premiére fois dans
cette étude. Il s’agit de la -défensine
aviaire 11 (AvBD-11), des histones H1,
H2, H3 et H4, et de la galline. Ce pro-
téome identifie également pour la pre-
miére fois dans le blanc, de nombreux
composés décrits au préalable dans
d’autres fluides biologiques tels que le
plasma ou le fluide cérébrospinal.

D’Ambrosio et al (2008) ont utilisé
des banques de ligands peptidiques pour
identifier des protéines supplémentaires
dans un mélange complexe tel que le
blanc d’ceuf. Cette méthode repose sur
un traitement préalable a 1’analyse pro-
téomique, en réduisant la concentration
des protéines majeures, tout en augmen-
tant celle des espéces protéiques mino-
ritaires. A partir des 20 acides aminés
naturels, une banque d’hexapeptides
contenant 64 millions de ligands est
constituée, de manicre a ce que chaque
bille contienne un ligand différent avec
plusieurs millions de copies de ce seul
ligand. La banque est utilisée sur la base
d’une séparation protéique par chroma-
tographie d’affinité. La variété de com-
binaison des séquences disponibles est
telle qu’a chaque protéine correspond
un ligand présent dans la banque
(Thulasiraman et al 2005). Lorsqu’une
protéine est abondante, seule une quan-
tit¢ donnée de celle-ci peut se fixer au
ligand correspondant et le reste est ¢li-
miné. A I’inverse, une protéine minori-
taire pourra étre concentrée a partir du
milieu biologique de base. Apres ringa-
ge pour ¢liminer les protéines non liées
ou faiblement affines, les protéines
adsorbées sont éluées. La solution
recueillie contient I’ensemble des pro-
téines du milieu originel, chacune ayant
une concentration proche des autres
protéines. Le mélange de protéines ainsi
obtenu est alors analysé par spectromé-
tric de masse. Soixante-dix protéines
supplémentaires ont ainsi pu étre carac-
térisées dans le blanc d’ceuf portant a
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148 le nombre de protéines identifiées
dans le blanc d’ceuf. Il est a noter que
parmi ces 70 protéines nouvellement
identifiées, 14 sont également présentes
dans d’autres espéces animales. Cing
sont identifiées chez ’'Homme (Homo
sapiens), six chez la souris (Mus muscu-
lus), trois chez le rat (Rattus norvegi-
cus), une chez le cobaye (Cavia porcel-
lus), et une chez les bovins (Bos taurus).
L’identification de ces protéines appar-
tenant a d’autres especes d’eucaryotes
est probablement due au fait que 5-10%
de la séquence génomique de la poule
reste inconnue. Ces séquences cor-
respondent donc a des zones conservées
entre especes, pour lesquelles seuls des
identifiants d’autres eucaryotes sont
disponibles. La fonction de ces 70 pro-
téines supplémentaires n’a pas été
déterminée et des études seront néces-
saires pour définir leur réle biologique
dans I’ceuf.

L’expression globale des génes du
magnum a été réalisée a I’aide de puces
a ADNc. Elle a permis d’identifier 828
genes spécifiquement exprimés dans ce
tissu impliqué dans le dépdt des protéi-
nes du blanc (Gautron et al/ 2009). La
caractérisation de ces transcrits est
en cours d’étude et devrait permettre
de compléter la liste des protéines
caractérisées par une approche protéo-
mique.

2.3 / Les protéines de la mem-
brane vitelline

La membrane vitelline est une matri-
ce extracellulaire de nature protéique
qui entoure le jaune. Elle sépare le
jaune de I’albumen et constitue la der-
niére barriere face a une infection
microbienne du jaune. La membrane
vitelline est constituée de 3 couches
différentes : une couche interne au
contact du jaune aussi appelée mem-
brane périvitelline ou membrane vitel-
line interne, une fine couche intermé-
diaire et une partie externe au contact
du blanc. Les composants de la mem-
brane vitelline interne sont sécrétés par
les cellules de la granulosa qui entoure
I’oocyte sur le follicule. Les couches
intermédiaires et externes sont dépo-
sées apres ovulation du jaune dans I’in-
fundibulum. Récemment, les protéines
des membranes vitellines ont été sépa-
rées par électrophorése 1D avant une
analyse des bandes protéiques par
spectrométriec de masse (Mann 2008).
Un total de 137 protéines a été identi-
fi¢ dans ce milieu. Parmi ces 137 pro-
téines, seules 13 étaient connues pour
étre présentes dans les membranes
vitellines. Cette étude a donc permis
d’identifier 124 nouveaux constituants
protéiques dans ce compartiment de
I’ceuf. 11 existe un grand nombre de
protéines du jaune et du blanc d’ceuf,
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pour lesquelles il est difficile de déter-
miner si elles sont constitutives des
membranes ou présentes en tant que
contaminants. Il est toutefois a noter
que cette ¢tude identifie 1’ovomucine
de blanc d’ceuf, mais également une
nouvelle mucine également décrite
dans la coquille (Mann et al 2006).
Cette étude montre que vitellin mem-
brane outer-11, une protéine majeure de
la couche externe des membranes vitel-
lines, correspond a la P-défensine
aviaire-11 (AvBD-11), un peptide anti-
microbien également identifi¢ dans la
coquille et le blanc d’ceuf (Mann et al
2006, Mann 2007). D’autres protéines
potentiellement antibactériennes, telles
que les protéines apparentées aux BPI
(bactericidal/permeability increasing
proteins), ou possédant des domaines
immunoglobulines, sont caractérisées
dans cette étude. Parmi les protéines
identifiées dans la membrane vitelline,
on notera la présence de protéines
potentiellement impliquées dans la
fonction de reproduction de 1’oiseau.
La membrane vitelline interne cor-
respond a 1’équivalent mammalien
chez l’oiseau de la Zone Pellucide
(ZP), pour laquelle les protéines
ZP3/ZPC (Waclawek et al 1998,
Takeuchi et al 1999), ZP1 (Bausek et
al 2000), et ZPD (Okumura et al 2004)
ont été mises en évidence. L’analyse
protéomique des membranes vitellines
(Mann 2008), permet de -caracté-
riser un total de huit protéines
ZP correspondantes a ZPAX/ZP6B,
ZPA/ZP2, ZPB/ZP4 ou similaires aux
ZPC ou possédant le domaine C-termi-
nal des protéines ZP. Le protéome de la
membrane vitelline contient aussi des
protéines impliquées dans le dévelop-
pement embryonnaire précoce. C’est
le cas de I’olfatomedin-1 qui joue un
role dans la régulation du développe-
ment de ’ectoderme (Sakuragi et al
2006), de SLIT-2 impliquée dans la
migration neuronale (Wong et al
2002), de CEPU-1 une molécule d’ad-
hésion exprimée précocement dans le
cerveau de ’embryon (Jungbluth et al
2001), et de semaphorin C3 qui joue un
role dans le développement des tissus
(Yazdani et Terman 2006). Les mem-
branes vitellines contiennent également
les ovocalyxines -36 et -32, deux pro-
téines décrites comme étant spécifiques
de la coquille minéralisée et pour les-
quelles une fonction antimicrobienne a
été suggérée (Gautron et al 2001b,
2007b, Xing et al 2007). Ces protéines
pourraient étre impliquées dans la
défense chimique antibactérienne au
sein des membranes vitellines. Enfin,
deux ATPases (Nat+/K+ transporting
ATPase, ATP-diphosphohydrolase), ont
été identifiées dans les membranes
vitellines confirmant des mesures d’ac-
tivit¢é ATPasique réalisées dans les
années 70 (Etheredge et al 1971).

2.4 / Les protéines du jaune

Le jaune est séparé du blanc par la
membrane vitelline. Les constituants
du jaune ont pour origine le foie, ou
ils sont synthétisés, puis transportés
jusqu’a I’ovaire par la circulation san-
guine. En utilisant 1’¢lectrophorése 1D
couplée a de la spectrométrie de masse
LC-MS/MS, Mann et Mann (2008)
ont identifi¢ 119 protéines, dont 86
n’avaient pas été identifiées au préala-
ble dans le jaune. Les protéines les plus
abondantes sont I’albumine sérique, les
produits de clivage de la vitellogénine,
les apovitellines, les IgY et ’oval-
bumine. Les protéines identifiées ont
été classées en différents groupes, les
protéines dérivées des vitellogénines et
les apovitellines, les autres protéines
de liaison aux lipides, les protéines de
liaison aux vitamines, les protéases
et inhibiteurs, les protéines sériques,
les protéines aussi présentes dans le
blanc d’ceuf et le groupe des protéines
diverses.

Le protéome de la partie soluble dans
I’cau du jaune d’ceuf a aussi été analy-
sé en utilisant les banques de ligands
peptidiques (Farinazzo et al 2009),
comme décrit auparavant pour le blanc
(D’ Ambrosio et al 2008). Cette appro-
che a permis d’identifier 255 protéines
dont 54 étaient communes avec le
protéome réalisé sur le jaune (Mann
et Mann 2008). Au total, 316 protéi-
nes différentes de fonctions indétermi-
nées ont été identifiées dans le jaune
d’ceuf.

Conclusion

Le développement récent des tech-
niques a haut débit, renforcées par la
publication de la séquence génomique
de la poule et le développement des
outils d’annotations fonctionnelles in
silico, ont permis des avancées majeu-
res dans I’identification et la caractéri-
sation de nouveaux composés de 1’ceuf.
Ce criblage constitue une excellente
base pour explorer de nouvelles fonc-
tions biologiques de protéines de 1’ceuf.
La bioinformatique prédit des fonctions
biologiques potentielles qui seront véri-
fiées apres avoir purifié les candidats a
partir de 1’ceuf, ou aprés production de
protéines recombinantes ou de peptides
de synthése. Ce criblage n’est donc
qu’une étape préliminaire de la caracté-
risation fonctionnelle. Cette identifica-
tion facilitera aussi considérablement la
compréhension de la régulation de la
synthése des constituants de 1’ceuf. Ces
connaissances peuvent favoriser la mise
en évidence dans I’ceuf de composés
ayant un intérét pour la santé humaine
ou animale, notamment ceux ayant un
role dans les défenses antimicrobiennes
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naturelles physiques et chimiques.
Certaines de ces protéines pourraient
aussi étre des marqueurs biologiques
utilisables pour la sélection de poules
dont les ceufs auraient des systémes de
protection renforcés (Dunn et al 2008).
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L’ceuf de poule est le lieu de développement de I’embryon, mais aussi un aliment de base et une source importante de molécules dotées
d’activités biologiques largement utilisées en santé humaine et dans les industries agroalimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques.
L’identification des protéines de I’ceuf initialement réalisée par des techniques classiques de biochimie, a connu un essor considéra-
ble grace aux développements d’outils d’analyse a haut débit, la publication de la séquence génomique de la poule et I’essor de la
bioinformatique. Dans cette revue, nous décrirons quel est I’apport de la génomique fonctionnelle et comment ’analyse transcripto-
mique et protéomique constituent des avancées majeures dans la connaissance des protéines de I’ceuf. Ces avancées ont permis en
quelques années I’identification et la caractérisation dans les différents compartiments de I’ceuf de centaines de nouveaux composés
aux fonctions riches et variées. Des études expérimentales supplémentaires seront nécessaires pour explorer les fonctions des compo-
sés nouvellement identifiés dans ’ceuf. Ces nouvelles molécules constituent potentiellement des composés biologiquement actifs aux
propriétés bénéfiques pour I’Homme ou I’animal. Certains de ces composés pourront étre utilisés comme marqueurs biologiques dont
le polymorphisme d’un nucléotide simple (SNP) permettra de développer une Sélection Assistée par Marqueurs (SAM) pour amélio-
rer les défenses naturelles de ’ceuf et réduire le risque de toxi-infections alimentaires humaines.

Abstract

High-throughput technology (proteomics and transcriptomics) to identify and functionally characterise new egg proteins

The avian egg is a nutritious food and also a major source of biologically active compounds that are beneficial for human health.
These biologically active molecules are widely used by pharmaceutical, cosmetic and food industries. Egg proteins were previously
studied using classical biochemical techniques. The development of high-throughput techniques, the recent publication of the
chicken genome sequence, and the development of new bioinformatics tools are major scientific advances leading to the identification
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and characterisation of a number of minor egg components, which were not previously identified. We illustrate in this review the most
recent developments in egg biochemistry (proteomics) and molecular biology (transcriptomics) using recent data on the characteri-
sation of egg proteins. Further experimental studies have been initiated to explore the functional properties of these novel egg pro-
teins. The newly identified molecules may be a source of useful active compounds beneficial for human and animal health. They may
be putative biological markers, the single nucleotide polymorphisms (SNP) of which could be used in marker-assisted genetic selec-
tion (MAS), to improve egg defencs and to reduce the risk of food-borne disease outbreaks in humans.

GAUTRON J., REHAULT-GODBERT S., JONCHERE V., HERVE-GREPINET V., MANN K., NYS Y., 2010. L’apport des

techniques a haut débit (protéomique et transcriptomique) dans I’identification et la caractérisation fonctionnelle des protéines de
I’ceuf. In : Numéro Spécial, Qualité de I'ccuf. Nys Y. (Ed). Inra Prod. Anim., 23, 133-142.
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