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L'ceuf des oiseaux

Chambre isolée pour permettre le développement de 'embryon

Doit contenir la totalité des composants nécessaires au développement embryonnaire

> Eléments nutritionnels parfaitement équilibrés
Ingrédient de base pour la consommation humaine

Agressions
physiques

Milieu extérieur hostile

- Systémes de protection (défenses naturelles de I'oceuf )
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L'ceuf des oiseaux

Chambre isolée pour permettre le développement de 'embryon

>Source majeure de composés avec un large spectre d’activités biologiques
dans le jaune, la membrane vitelline, le blanc et la coquille

- Transport lipides, ions ....

- Processus inflammatoires et anti-oxydants

- Développement embryonnaire

- Défenses naturelles de I'ceuf
v Biominéralisation de la coquille d’ceuf (défense physique)
v Molécules antimicrobiennes (défense chimique)

> Potentiel pour les industries pharmaceutiques, cosmétiques, agroalimentaires
et pour la santé humaine et animale
- Valorisation alimentaire et non alimentaire de I'oeuf

Comprendre et améliorer les défenses naturelles de I'oeuf

- Identifier et caractériser les protéines de I'oeuf
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La formation de |'ceuf

Foie
Protéines du jaune
(maturité sexuelle)

Ovulatio 0Oh . Ovaire
n

infundibulum
Membranes vitellines
(<1h)

Magnum

Protéines du blanc

(1Th — 4h30)

Isthme

Membranes coquillieres
(4h30-6h)

Utérus

Calcification de la coquille
(6h —24 h)

24 h
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La coquille (défense physique)

Pore

Cuticule — A

Palisade .

Couche palissadigue —

Noyaux mamillaires —

Membranes coquillieres
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La coquille (défense physique)

- Minéralisation de la coquille se produit dans I'utérus (fluide utérin)
Milieu hypersaturé en calcium et carbonates

Initiale Croissance Terminale

—
- o M o
.l:‘.‘ - 2% &

2

Dépodt linéaire

Poids de coquille, g

O¢ 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Heures apres ovulation
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Microstructure de La coquille

Variabilité de la microstructure des coquilles selon les especes d’oiseaux.

Poule pondeuse

Larges colonnes de cristaux de
calcite faiblement orientés

Autruche

Colonnes étroites de cristaux de
calcite fortement orientés
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Microstructure de La coquille

Les caractéristiques microstructurales de la coquille ont une forte influence sur la
résistance a la rupture et I'intégrité de la coquille

i C &,

Old hen egg
Breaking strength: 4 N
e, ¢ - Thickness: 360 Hm

ALIMENTATION
JFBTM 2011 AGRICULTURE

ENVIRONNEMENT




La coquille (défense physique)

- 95% de carbonate de calcium sous forme de calcite

Calcite Aragonite Vatérite \
Quantité

\

Propriétés mécaniques
- Environ 300 um d’épaisseur
- Résiste O 4 kg de pression

/'

Controle du processus
de calcification

- 3,5% de matiére organique (matrice organique)
Protéines et protéoglycanes

Interaction —
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Protéines de la matrice et minéralisation de
la coquille

Composition variable du fluide utérin
au cours du processus de calcification

l

Adaptation du contenu organique
selon le stade de minéralisation

Initial Croissance Terminal

Fluide utérin

Connect. Tissue. Res., 1997, 36, 195-210
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Fonction des protéines de la matrice

Protéines de la matrice et minéralisation de la coquille

Cinétique in vitro de precipitation du CaCO;,
501

40

301

Durée, mm

20

107

Temoin 10.1 12.62 252
Protéines de la matrice de la coquille (ug/ml)
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Proteines de la matrice et minéralisation de
la coquille

Augmente le nombre de cristaux

Augmente la cinétique de nucléation des cristaux

Temps necessaire pour observer les premiers cristaux v &
Témoins 900 minutes : Wity i) IR 533
Fluide utérin < 10 secondes Témoins Initiale  Croissance Terminale

40 cristaux Fluide utérin >10 000 cristaux

~

Effet du fluide utérin sur la croissance de la calcite in vitro
(Poultry Sci., 2000, 79, 901-907 ; J. Crystal Growth, 2008, 310, 1754-1759 ; Cryst. Growth. Des., 2008, 8, 4330-4339)

-~ .

Favorise la calcite comme type polymorphique Modifie la morphologie des cristaux de caicite
Calcite o

Aragonite o’réri’re

Croissance Terminale

Fluide utérin

Témoins (%) 55 22.5 225 Initiale

Fluide utérin (%) 100 0 0
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Fonction des protéines de la matrice

Protéines de la matrice et minéralisation de la coquille

Interaction de la matrice avec la phase minérale (approche in vivo)
Relation quantitative entre protéines spécifiques de la matrice et qualité de coquille

Avant mue Apres mue
(Coquille fragile) (Coquille solide)

Poids de coquille (g) 6.24 6.22

Résistance a la rupture (N) 28.1 ok 36.7
Taille des cristaux (um) 72 sk 58

Protéines spécifiques de la coquille D' bk o
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La coquille (défense physique)

Séquence temporale de la nucléation, de la croissance et génération d’'une
orientation privilégiée des cristaux et de la microstructure

=1 Vel #9 V¢ 000V &

C. R. Palevol (2004), 3, 549-562
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Les protéines de la matrice organique

»>Caractériser les protéines de la matrice
> Etablir lesquelles jouent un réle crucial lors du processus de minéralisation

Les protéines initialement identifiées dans le blanc d’ceuf
Le lysozyme

L'ovotransferrine
L'ovalbumine

Les protéines ubiquitaires

La clusterine
L'ostéopontine,
NEFA

Les protéines spécifiques
L'ovocleidin-17
L'ovocleidine-116
L'ovocalyxine-32
L'ovocalyxine-36
L'ovocalyxine-25
L'ovocalyxine-21
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Les protéines initialement identifiées dans le
blanc d'oceuf

- lysozyme (Matrix Biol., 2000, 19, 443-453) €t ovotransferrine (Connect. Tissue. Res., 2001, 42, 225-267)

Locdlisation du lysozyme et de Origine utérine du lysozyme
APPKSVIRXXTISS Ovotransferrine I'ovotransferrine dans la coquille et de I'ovotransferrine

Noyaux mamillaires

\\ .
-
-
&,
;

Membranes coquilliéres

Fluide utérin

> Présentes dans la coquille
>Sécrétées par les tissus ou se forme la coquille
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Les protéines initialement identifiées dans le
blanc d’ceuf

- Lysozyme (Matrix Biol., 2000, 19, 443-453) €t ovotransferrine (connect. Tissue. Res., 2001, 42, 225-267)

»>Jouent un réle dans la protection physique de I'ceuf et de I'embryon

Interaction avec le carbonate de calcium

¥
2y

-

Ovotransferrine

Témoin Lysozyme
»Jouent un réle antimicrobien (protection chimique de I'ceuf et de 'embryon)

Inhibe la croissance des bactéries par
privation de fer

* Ovotransferrine

v

* Llysozyme

v

Hydrolyse la paroi des bactéries
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Les protéines ubiquitaires

- Clusterine (Mmatrix Biol, 2003, 22, 397-407)

Isolée de la coquille par chromatographie de phase inverse et par criblage d’expression.

16000 -

Unités arbitraires

12000 -

8000 -

4000 -

Isthmes b £

£ B 2
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£ & 5 S |0 0 c ?
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—

Détection par
Immunofluorescence de la Magnum Blanc d'oeuf

clusterine dans le magnum
Western blot de la clusterine

> Protéine nouvellement identifiee dans le blanc

> Protéine chaperonne (contréle de I'agrégation et de la précipitation de la matrice)

JFBTM 2011
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Les protéines spécifiques de la coquille

- Ovocleidin -116 (J. Biol. Chem., 1999, 274, 32915-32923)
- OVOCCI'YXiI'IeS -25 et -21 (Bioactive egg compounds, 109-115. Springer-Verlag (Ger))
- Ovocalyxine -32 (J. Biol. Chem., 2001, 276, 39243-39252) (1/3)

>Nouvelles séquences protéiques non identifi€ées au préalable
Ovo= CEuf, Calyx=Coquille

Séquences protéiques de 'OCX-32
Séquence N terminale

ERLPWPQVPGVMHPLNPKHREAV Traduction en séquences nucléotidiques

Séquences peptidiques internes (COde degenere)

CB3 GLAIVGSSH(I)

B4 YELRVLPW Recherche dans les bases de données

K1 X(Q)IRK (tblastN)

K2 (G)NF

K3 KSPXVVHAK

K4 DNAVAFK

K5 X(Q)IRXDNAVAFK s . .

Keq (QJIQEED (HR)FYE(YLQ) |[dentification et assemblage des seéquences

Kéb KQIQEED HR FYE(YLQ) EST correspondantes

K7a KQSTEHTGYLLAQVSS(V)K

K7b QSTEHTGYLLAQVSS(V)K

K8 YLVWTLGHPIRVK ] B

K9 FIVLLHEIPTOQLNVX(H) Traduction en protéine du cDNA

K10 KPITANYIPDS(N)GNIA(HDH)
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Les protéines spécifiques de la coquille

- Ovocalyxine -32 (J. Biol. Chem., 2001, 276, 39243-39252) (2/3)
>Uniquement exprimée dans les tissus ou se forme la coquille

Isthme Isthme
Magnum blanc  rouge Utérus

€ lo o o o | £ £ o
2lES|ED|2 [E || &2 |3
— — o|€£2|£3|9¢ | o 5
Foie Rein Duod Eau O |lua vl |5 a b s
enum = =)
o
RT-PCR de I'ovocalyxine-32 Western blot de I'ovocalyxine-32

ALIMENTATION
JFBTM 2011 AGRICULTURE

ENVIRONNEMENT




Les protéines spécifiques de la coquille
- Ovocalyxine -32 (J. Biol. Chem., 2001, 276, 39243-39252) (3/3)

> Impliquée dans le processus d’arrét de la calcification

Abondante dans les couches

Abondante au stade terminal supérieures de la coquille

Fluide utérin

>»Joue un réle antimicrobien (protection chimique de I'ceuf et de I'embryon)
> Inhibiteur de carboxypeptidase
> inhibe la croissance de Bacillus subtilis
(Comp. Biochem. Physiol. B, Biochem. Mol. Bio, 2007, 147, 172-177)
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Les protéines spécifiques de la coquille

- Ovocalyxine -36 (J. Biol. Chem., 2007, 282, 5273-5286)  (1/2)

>Nouvelle séquence protéique non identifiée au préalable
>Uniquement exprimée dans les tissus oU se forme la coquille
>Surexprimée dans l'utérus lors de la formation de la coquille

Expression de I'OCX-36 ¢ différentes conditions physiologiques

2000

—
o
=]
=]

1000

Ratio OCX 36/18S
Arbitrary units

500

3h 18 h
Hours after ovulation
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Les protéines spécifiques de la coquille

- Ovocalyxine -36 (J. Biol. Chem., 2007, 282, 5273-5286) (2/2)

>Joue un role antimicrobien (protection chimique de I'ceuf et de I'embryon)
Ovocalyxine-36, protéine apparentée a LBP/BPI et Plunc

N\

Se lient au lipopolysaccharide (LPS) de la Reconn.aissanc,e.précoce des
paroi des bactéries & Gram négatif produits bacteriens dans le
—— Mort de la bactérie systeme respiratoire superieur

chez les mammiferes
Architecture du gene

I ! 1]} v \" Vi Vil Vil IX X XI Xl X Xiv
547 129 156 92 237 168 68 43 64 77 >42

XV
358

LBP

1]
129

Iv
162

X1 Xl Xl
68 43 64

X1V
77

BPI

I ! ]! v \'} Vi vil Vil IX X X1 Xl Xl Xiv - Xv
>112 115 105 156 64 64 92 174 54 168 68 43 64 77 24

ocx-3¢ 11—

» Genes apparentés

Premiére protéine non mammalienne apparentée a LBP/BPI et Plunc
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Ovocalyxin-36

H. sapiens M. domestica G. Gallus O. latipes

Chr 20 Chr 1 Chr 20 Ultra9o
BIOLOGY OF REPRODUCTION 83, 893-900 (2010)
Published online before print 11 August 2010.
DOI 10.1095biolreprod.110.085019 DNMT3B 30.81 400.55 10.20
o . MAPRE1 400.51
Minireview 3087 1021
OCX-36 10.24 %
What Makes an Egg Unique? Clues from Evolutionary Scenarios =
- m "
- oY)
of Egg-Specific Genes TENP/BPILL [ 21 06 0025 o | B
Xin Tian,>**® Joel Gautron,” Philippe Monget,”*** and Géraldine Pascal***** E
BPIL3 31.08 400.22 1025 |Z
UMRS5,” Physiologie de la Reproduction et des Comportements, INRA, Nouzilly, France g
UMR6175, CNRS, Nouzilly, France 2
Université Francois Rabelais de Tours,” Tours, France LPLUNC3 3111 400.16 ®
s e i ; P : : 1026 | o
Haras Nationaux,” Nouzilly, France 2
URB83 Recherches Avicoles,” INRA, Nouzilly, France a
LPLUNC4 5)
31.13 400.11 10.27 22.49
Developmental and Comparative Immunology xcx (2010) 00t 10X CDK5RAP1 Chr S
3141 399.55 10.29 2250
Contents lists available at ScienceDirect
Human Chromasome 20
Developmental and Comparative Immunology e e er e .
LPLULNCE JECET ) ALUNER LUKCE LPLUNET
VIFR journal homepage: www.elsevier.com/locate/dci
Identification and characterisation of the BPI/LBP/ PLUNC-like gene repertoire in mmmmmm\
chickens reveals the absence of a LBP gene™ 9,960,000 10,240,000 10299,000 10,495,000
L) v T L
Shih-Chieh Chiang®', Edwin ].A. Veldhuizen®, Frances A. Barnes?, C. Jeremy Craven®, = = — =
e o i i — e —< -
Henk P. Haagsman b COI"\ D. Blng]e BRULBP Owo-d6 TENP LPLUNCE LPLUNCY LPLUNCY P10 COKSRAPY BFl PLTP

* Academic Unit of Respiratory Medicine, Department of Infection and Immunity, University of Sheffield, sheffield 510 2F, ux
* pepartment of Infectious Diseases and Immunology, Faculty of Veter inary Medicine, Utrecht University, 0. Box 80.165, 3508 TD Utrecht, The Netherlands
©Krebs Institute for Biomolecular Research, Department of Molecular Biology and Blotechnology, University of Sheffield, Sheffield 510 2TN, UK
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Evolution des genes codant les protéines de

- 3 ¥ & N /I
q’ 1
0 a D> N 0 K wn
g S g < s¢ 2 5
= £ 23 g 2 2
3 g % 59 5 E
£ £ 25 85 B 2
= Yvigl vigAlhr § a = VIGT YVIG2 YVIGT WVIG2
é’l VgC vigA VtaA2 vis (&) Vigl Vig2 Vig3 p ¥vie1 vie el ovres
o= Mvr aao)
Rbp Rbp & rsp +WRBP

OCX-36 Th mammals

ovalbumin (] 66 MYI’ qggf’n |

ovalbumin-X

ovalbumin-Y

< RARRES1 OCX-32 RARRES1
OC-116 MEPE
(326 Myr ago) Mammals
+oc-1 16/MEPE
(370 Myr ago)  Amniotes Bl Gene divergence
ARRES1/OCX-32 l Genes spécifiques
RBP
VIG1 ViGanc Il Perte de génes
Tetrapods (370 Myr ago)
* VTGanc

Vertebrates

Biology of Reproduchon 83, 893 900 2010
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Les développements récents

»>2004, publication de la séquence génomique de la poule (Gallus gallus) (2004)
»>2009, plus de 630 000 transcrits fonctionnels identifiés (bangques cDNA et ESTs)
»Développement des techniques “omiques” et des outils de fouilles de données

- 2006, environ 50 protéines de |'ceuf
- 2010, environ 1000 protéines

- Approche protéomique

316 protéines dans 137 protéines dans la
le jaune d’ceuf \ / membrane vitelline
148 protéines dons/ \fzg protéines dans
le blanc d’ceuf

la coquille

Caractériser les activités biologiques de ces protéines, un challenge en cours de réalisation
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Les développements récents

- Approche transcriptomique (1/3)

Identification des génes spécifiquement impliqués dans la synthese du blanc, des
membranes coquillieres et la calcification de la coquille

Magnum :
Protéines du blanc

Utilisation de puces a ADN

<« Isthme:
Membranes coquillieres l

e Utérus Comparaison de |'expression des
Cailcification de la coquille genes entre les différents tfissus

BMC Genomics, 2010, 11, 57
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Les développements récents

- Approche transcriptomique (2/3)

Identification des génes spécifiquement impliqués dans la synthese du blanc, des
membranes coquillieres et la calcification de la coquille

Magnum : — 828 —

Protéines du blanc Activités antimicrobiennes

__— (Défense chimique)

<« Isthme: — 135
Membranes coquillieres ><
«__ Utérus : Biominéralisation

ope . —> 605 s .
Calcification de la coquille | (Defense physique)

BMC Genomics, 2010, 11, 57
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Les développements récents

- Approche transcriptomique (3/3)

Identification des fonctions surreprésentées dans I'utérus a I'aide des termes
Gene Ontology (GO)

. Transport minéral et fransfert des ions

[l Protéines liant le calcium et les ions
|:| Protéines liant le phosphate de pyridoxal

|:| Traduction et maturation des protéines
. Activité lyase

. Régulation de la transcription

. Transmission synaptique

BMC Genomics, 2010, 11, 57
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Les développements récents

- Approche génomique (1/2)
Stratégie de sélection pour améliorer les défenses naturelles de I'ceuf

Mesure de la variabilité phénotypique
Acquisition de données sur les propriétés mécaniques de la coquille —

Mesure de la variabilité génotypique — Test d'association
Ftude du polymorphisme (SNP) sur 8 génes candidats (protéines de la matrice)

Lien entre les propriétés mécaniques de la
coquille et le polymorphisme de 5 génes codant
des protéines de la matrice organique

Ovocleidin-116

Module élastique P=0.0004
Ovocalyxine-32

Déformation & la rupture P=0.006

Ovocalyxine-32

Résistance & la rupture P=0.001 (Dunn- et al., 2009)
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Les développements récents

- Approche génomique (2/2)

Stratégie de sélection pour améliorer les défenses naturelles de I'ceuf

> Utilisation de souches commerciales en population pedigree (structures
familiales définies).
»Mesure de la taille des cristaux sur 899 ceufs issus de ces familles

Héritabilité forte de la taille des cristaux 0.61+0.18

Corrélation génétique importante entre taille des cristaux et des
parametres de solidité de coquille
Résistance a la rupture 0.45%0.25
Epaisseur effective de la coquille 0.51%0.20
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Conclusions — Perspectives

>La coquille est une structure biominérale aux propriétés remarquables
> Biocéramique fabriquée a basse température et basse pression

- Protege l'intérieur de I'ceuf efficacement grace a sa matrice organique
Protection physique
Protection chimique
- Les efforts conjugués de recherche devraient permetire d’achever rapidement
I'identification des composés de I'ceuf

La caracteérisation fonctionnelle de ces centaines de
nouveaux constituants est le challenge a venir

/

Connaissance de molécules Renforcement des
biologiquement actives defenses naturelles
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Microbiologie de I'ceuf et des
ovoproduits

- Au moment de la ponte, le contenu des ceufs est généralement stérile
- Le pourcentage d’ceufs frais contaminés reste souvent inférieur a 1 %
- Contamination verticale est rare

- La contamination horizontale est beaucoup plus fréquente
- Se produit apres la ponte par contact avec les microorganismes
* fientes
* environnement élevage
* centre de conditionnement
* circuit de commercialisation
* consommateur...

- Les ceufs et produits d'ceufs sont impliqués dans la frés grande majorité des
salmonelloses

Le risque de contamination par les microorganismes et notamment Salmonella est
donc une préoccupation pour la filiere ceufs et ovoproduits
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