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Réseaux, sociétés savantes
World Poultry Science Association
Société Francaise de le Biologie des Tissus Minéralisés
Réseau de génétique avicole (RESAVI)
GDR Mutifonction des peptides antimicrobiens
GDR Modele Aviaire
ARD Biomédicaments
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Partenaires académiques
Centre d’Etude des Pathologies Respiratoires (INSERM)
Centre de Biophysique Moléculaire (CNRS, Orléans))
UMR Infectiologie et Santé Publique
UMR Physiologie de la Reproduction et des Comportements
UMR Science et technologie de I'ceuf et du lait (Rennes)
University of Ottawa (Canada)
University of Grenada (Espagne)
University of Wroclav (Pologne)
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SIGENAE (Toulouse)
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Collaborations Intra-Unité
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composition des ceufs issus de
lignées divergentes
Atelier « Gene Ontology »



Contexte, démarche et enjeux

A L’CEuf de consommation
i un produit de base pour
j - I'alimentation humaine

14,7 milliards d’ceufs en 2015

L CEuf a couver

une enceinte close et autosuffisante
pour permettre le développement
== d’'un embryon

1,1 milliard d’ceufs en 2013

Enjeux sanitaires, économiques et éthiques

Caractérisation biochimique et fonctionnelle des protéines de I'ceuf
associées aux systemes de défenses naturelles

> Garantir et renforcer la qualité sanitaire des ceufs
> Valoriser les molécules issues de I'ceuf ou deérives
> Proposer des strategies innovantes



Loeuf, une chambre isolée pour le développement embryonnaire

- Assurer le développement de 'embryon et la descendance (source de nutriments, de molécules actives et de systémes de
protection)

Systemes de protection de I'ceuf

Barriéres physiques ﬂ Propriétés physicochimiques (2 Molécules antimicrobiennes @

Blanc 9

Coquilles/membranes pHAviscosité

L3

. Membranes vitellines

. Jaune

- Garantir la qualité hygiénique et les propriétés organoleptiques et fonctionnelles



La coquille : une barriere physique contre la pénétration bactérienne

Lintégrité de la coquille est cruciale pour le producteur et la sécurité alimentaire du consommateur

Apparition de félures Pénétration de bactéries

Facteurs influencant la qualité de la coquille

> Génétique

» Nutrition, environnement et élevage de la poule (lumiere, températures...)
> Physiologie (Age Allongement de lap ériode de ponte)

» Chocs : systéme d’'élevage, transports...

—tarnutrition optimisée, la génétique et la maitrise de ses facteurs limitent la casse, mais ne I'élimine pas

Comprendre les mécanismes de fabrication de la coquille et déterminer I'origine de ses faiblesses

Développer de nouveaux outils pour la sélection



La coquille (défense physique)
coquille se forme dans 'utérus selon le processus de biominéralisation le plus rapide du vivant
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La coquille (défense physique)

La matrice organique détermine la texture de la coquille et ses propriétés mecaniques qui en résultent

95% of CaCOs (calcite) .
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La formation de la coquille, un processus de biominéralisation

t

] X

>3

C. R. Palevol (2004), 3, 549-562

[] Identification et caractérisation de plus de 700 protéines de la matrice organique

Classement en 3 groupes différents selon leurs fonctions prédites

d y N
Impact Impliquées dans le Impliquées dans la Protéines
(2013-2017) | processus de minéralisation | | regulation des protéines antimicrobiennes et
qui minéralisent autres..




La coquille (défense physique)

Utilisation comme marqueurs biologiques en sélection génomique pour renforcer la solidité de la coquille

~ Utilisation des QTL et SNPs publiques et prives en rapport avec la solidité de coquille (Collaboration avec
éleveurs et des équipes de génétique)




— Assurer le développement de I'embryon et la descendance (source de nutriments, de molécules actives et de
systemes de protection)

Systemes de protection de I'ceuf

Barrieres physiques @ Propriétés physicochimiques (@ Molécules antimicrobiennes &
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I’ ceuf d’oiseau: une source naturelle
d’agents anti-infectieux originaux

Exemple du lysozyme de blanc d’ceuf
(Additif E1105)

Petite molécule de 14 kDa bactéricide, hydrolysant la paroi des
bactéries par son activité « muramidase »

Conservateur pour les fromages affinés

Conservateur utilisé en vinification en remplacement du SO2
Principe actif de médicaments: Cantalene®, Glossithiase®,
Hexalyse®, Lyso6®, Lysocline®, Lysopaine®, Oroseptol®
lisozyme®, Rhinobebe®...




Molécules antimicrobiennes de 1’ ceuf

0

Pres de 900 protéines et peptides, de role inconnu pour la plupart

En 2010, 11 molécules antibactériennes connues : lysozyme, ovotransferrine, avidine, riboflavin-binding protein,
cystatine, ovostatine, ovomucine, phosvitine, Tenp et ovocalyxine 36

0
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Membranes vitellines : 1
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M Molécules perméabilisant la paroi bactérienne
§ - Hydrolases (lysozyme)
-_E - Protéines “Lipopolysaccharide-Binding Proteins/Bacterial Permeability Increasing proteins”
@ - C-type lectines
§ - Peptides antimicrobiens (défensines, histones-like)

fi Immunoglobulines IgY
Chélateurs du fer et de vitamines (ovotransferrine, riboflavin-binding protein, avidine)
Inhibiteurs de protéases bactériennes (ovomucoide, ovoinhibiteur, cystatine, ovostatine)
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Molécules antibactériennes de I’ceut: les protéines liant 1’héparine
NR O
v

Ovomining

2009-2012

Centre-Valde Loire

Proitlaff;(\flgSE Nouveaux candidats:
Pléiotrophine (L.m, S.E)
VMO-1 (L.m, S.E)

SCIENTIFIC REP{%}RTS

OPEN' Proteomic analysis of egg white
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DvomiBng La galline

2009-2012

’ Une béta-défensine présentant une structure en 5 brins béta = nouvelle sous-famille de
béta-défensines

’ Molécule tres cationique (pI=9,22) mais activité antibactérienne restreinte a E. coli

TABLE 1
MIC of synthesized gallin
MIC® (S.E.)
Bacterial group Control MSI-94*  Gallin
TR [Tevs 5 . .
Gram-negative Perspectives de valorisation pour
E. coli ATCC 25922 0.32 (0.04) 0.84 (0.03) . . . . . ,
E. coli CFT073 ND* 1.23 (0.07) traiter des infections a E. coli (Santé
E. coli BEN3578 ND 2.00 (0.81)
S. enterica Enteritidis ATCC 13076 0.28 (0.03) =53 hunfla ine et ani,nale)
S. enterica Enteritidis LAS 0.31 (0.05) >53
S. enterica Typhimurium ATCC 14028 0.29 (0.01) =53
Gram-positive
S. aureus ATCC 29740 0.45 (0.07) =53
L. monocytogenes 0.32 (0.04) =53

“ The MIC was determined by a radial diffusion assay for each bacterial strain.
b MSI-94 is a magainin variant used as a positive control.
¢ ND, not determined.
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LAvBDI1 (1/2)

Projet IA-MUSE
2014-2016

" Double défensine AvBD11

* Une séquence tres conservée au sein des oiseaux (absente dans d’autres especes
animales

CLUSTAL )multiple seguence alignment

EXON 1 EXON 2 EXON 3
##FHE#AR R R OO0 000000000000 000000OO0000000CODOO0D0OT00000HHHHEtrE bt EE AR bR E AR AR AR AR AR R A

Signal peptide* p-defensin motif B-defensin motif

AvBD11 Gallus gallus

AwvBD11 Meleagris gallopavo
AvBD11 Zonoctrichia albicollis
AwvBD11l CGeocapiza fortis

AvBD11l Ficedula albicollis
2wBD11 Tasniopygia guttata
AvBD11l Pseudopodoces_humilis
AwBD11l Falcoo persgrinus
AvBD11l Columba_ liwvia

AwBD11l Anas platyrhynchos

M LFSCLMALLLFLLOAVPCLGLERD
ME LS CLMALLLFLLOAVECLELERD
E LFSCLMALLLFLLOAVEPCLELERD
M LFSCLMALLLFLLOAVPCLGLERD
MFLFSCLMALLLFLLOA PCLGLERDT! ICLE'EI-IGYCFI-]LFECEE PFARAFCETY

@ scrMALLLFTEQAVPEECLPR DT LROLEYHEYCFHLESC PECFARFETE

K LFSCLMALLLFLLOAV PELELPR DT LROLEYHEYCFHLESC PEPFARFETL
CODECCHOVPDE IRCLOEQ l;
CODECCHOVEPETRCT.ORCMC

B OHHHEHEB R R

consensus Mkl fScLmAlLLE11QavPEelgLEPrDT1rCle¥YHGYy CEfhlEsCPePFAAFGTC rR kTCCvDETEnfHICQdeGEHCVpPeil rCLgeQeSLCPrrgWkCCrEw

" Mais des spécificités de séquence et de charge possiblement associées a des fonctions
renforcées voire différentes

.. pI théorique
Classe Ordre Protéine Domaine 1 Domaine 2
. AvBD11_Gallus 9,34 6,88
Galliformes -
AvBD11_Meleagris 9,34 7,78
AvBD11_Zonotrichia 8,92 5,05
AvBD11_Geospiza 8,92 5,05
Aves Passeriformes AvBD11_Ficedula 8,92 5,05
AvBD11_Taeniopygia 8,92 5,05
AvBD11_Pseudopodoces 8,92 5,05
Falconiformes AvBD11_Falco 8,92 5,31
Columbiformes AvBD11_Columba 9,55 4,72
Anseriformes AvBD11_Anas 9,15 8,65
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L’AvBDI1 (2/2)

Projet IA-MUSE
2014-2016

AvBDI11 d’ceuf de poule versus ceuf de cane

Domaine 1:9.3 Domaine 1: 9,1

Domaine 2 : Domaine 2 : 8.6
AvBDI11

N. Guyot IA 2017-2019

Centre-Val deLoire

Criblage des activités antibactériennes, antivirales et antiparasitaires

Perspectives de valorisation pour traiter des infections microbiennes variées (comme

alternatifs aux antibiotiques notamment)




Conclusions

EDoO

Coquille et

membranes coquilliéres
Blanc d’ceuf (albumen)
Jaune (vitellus)
Membranes vitellines

Structures inertes

&/

Tissus vivants

EDS8 D16
Sac
amniotique
—= Sac vitellin *__

Sac
allantoique

" De tres nombreux candidats antibactériens identifiés dont

la plupart reste a caractériser

" Des molécules retrouvées que chez les oiseaux et des

séquences (structures/fonctions?) propres a certaines

especes d’oiseaux

Activation/altération au cours du développement

embryonnaire?
Transfert vers d’autres compartiments

" De nouvelles molécules antimicrobiennes activées/
secrétées  par lI’embryon  ou les  structures
extraembryonnaires (thése M. Da Silva 2014-2017)

(ex: interféron gamma identifi€é en 1957 par Isaacs et

Lindenmann apres infection du virus de la grippe sur le sac

allantoique = traitement maladies virales, cancers et maladies

autoimmunes)

" De nouvelles activités a explorer (en lien avec

I’angiogenese et la morphogénese, par exemple)



Défenses naturelles & Qualité de I'ceuf

Barriéres physiques Paramétres de qualité

Coquille A Solidité de la coquille

Propriétés
Physicochimiques

Unités Haugh
Hauteur de I'albumen

Membrane vitelline v Solidité de la MV
Index vitellinique (ratio hauteur/diametre)



Facteurs de variabilite de la qualité de I’ceuf

| Unités Haugh/Hauteur de lI'albumen

| Solidité de la MV
| Index vitellinique

Qualité de

Temps de conservation
Enjeux sanitaires et économiques:

Effet de ’age des poules sur le ‘Risques de toxi-infection
stockage? ‘(Eufs déclassés
(Interaction Age des poules x ‘Mauvaise séparation blanc-jaune

(ovoproduits)

Stockaﬂez

ualité de

| Solidite de la coquille
| Unités Haugh

Age des poules

Impact de I'allongement de la durée
de ponte sur la qualité et les
défenses de 'ceuf?



Projet ELIPSE (Enhance the Level of Internal Protections of Shell
Eggs)
Dépot a 'AAP ANR 2018 ?

Parametres étudiés:

aron,
: o . : Blanc
Etudier la variabilité des défenses internes de I'ceuf H
induite par I'age des poules et par les conditions de p .
stockage * Hauteur de I'albumen / unités Haugh
Aoro - Ovalbumine S
camBOS ITAVI S
* Masse/Volume

WP2 (S. Réhault-Godbert, INRA-URA)

Etudier les mécanismes de régulation des
défenses internes de I'ceuf

Concentration protéique et profil protéique
Activités antibactériennes

> MV/Jaune
CAMPUS lTAVl = T
- =INRA Masse
f WP3 (A. Travel, ITAVI) + Indexvitellinique
, L . . - Elasticité et résistance a la rupture de la
Evaluer I'effet d’actions correctives/protectrices sur la
\ qualité interne des ceufs MV _ .
== : ITAVI - Profil protéique de la MV
f WPO (N. Guyot, Y. Nys, INRA-URA . . .
. .( o y o ) ) ] Méthodes correctives/protectrices:
L Coordination du projet / Dissémination des résultats , o
Séquences de T°C
_ Atmosphere enrichie en CO2
5 partenaires: INRA-URA (coord), INRA-PAIB2, INRA-PEAT, UMR- Nutrition des poules
STLO, ITAVI

Durée du projet: 3 ans
Demande de soutien du pble de compétitivité VALORIAL
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