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Plan

. Introduction

Il. Approches a haut débit pour identifier les protéines de l'ceuf
1. Généralité — stratégie expérimentale
2. Utilisation combinée des banques et outils
3. Transcriptome de l'ceuf
4. Protéome de l'ceuf

lll. Mieux comprendre les défenses de I'ceuf grace aux approches a haut débit
1. Défense physique (coquille)
a) Protéines de la matrice organique et biominéralisation
b) Caractérisation fonctionnelle des protéines de la matrice
c) Avancées récentes en génomique pour améliorer la solidité de la coquille
2. Défense antimicrobienne
a) Analyse bioinformatique des protéines antimicrobiennes
b) Classement fonctionnel des protéines antimicrobiennes

IV. Conclusion

ALIMENTATION

AGRICULTURE
ENVIRONNEMENT




L'oceuf de poule

Au niveau mondial en 2008
- 60.7 millions de tonnes par an (1140 milliards d’ceufs)
- Accroissement du marché de 2.4 % (période 1998-2008)
- Premier producteur est la Chine (22.7 MT - 37 % de la production mondiale)

Filiere frangaise en 2008
- 14.3 milliards d’ceufs (45 millions de poules pondeuses)
- 1.11 milliards d’Euros
- 4 % de la valeur des productions animales
- 1.7 % de la valeur des productions agricoles

Consommation
- 145 ceufs par an et par habitant dans le monde
- 248 ceufs par an et par personne en France
- 172 sous forme d’ceufs en coquille (69 %)
- 76 sous forme d’ovoproduits (31 %)

Source ITAVI
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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 aprés 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 25% 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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Le contexte européen

- (J/| Directive EU 1999/74 AN
w4 R Animal welfare @ @ w
i (,':--\ :5’—“\ a \\Z > 3 » U
(;‘:E;’ A ﬂ‘:? @ ﬁ‘@'ﬁf @
\\ J'
-
- 2012 i
Interdiction des cages convehtionnelles Cages aménagées, voliéres ou

autres systemes au sol

Segmentation du marché de I'ceuf (source ITAVI)

2008

- standard en cages 71 % 2013

- Plein air 14 % Cages aménagées (50 %)
— Label rouge 7% Autres systémes (50 %)
- Bio 7%

- Poules au sol 1%

Impact sur la qualité hygiénique de l'oeuf ?
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L'oceuf de poule

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
— Source majeure de composés avec un large spectre d’activités biologiques

- Valorisation alimentaire et non alimentaire de 'oeuf

Physical
Assaults

External milieu

- Systemes de protection (défenses naturelles de I'oeuf)
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L'oceuf de poule

Chambre isolée pour permettre le développement de I'embryon

aire

Activités biologiques de l'ceuf :

— Role central des protéines déposées
dans lI'ceuf

—> |ldentification et caractérisation des
protéines de lI'ceuf
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Identification des protéines de l'ceuf

Les techniques classiques
» Biochimie (Fractionnement des composés de I'oeuf par chromatographie, électrophoréses...) et
biologie moléculaire

— 2006, environ 50 protéines de I'ceuf (10 dans la coquille)

Les développements récents

v'2004, Publication de la séquence génomique de v' Genome-wide non redundant catalog of

nature

la poule 33 838 different genes

= NCBI » UniGene
PubMed  Protein

Search  UniGene ~ Gallus gallus[organism] Go |[ Clear

i
Gallus gallus: UniGene Build #46
Line elazoa. ”k‘
. Eum: niata -
4 Te o m
B Galid s. Pt L) asian

- Known genes are from GenBank 18 Aug 2012
The chicken genome

ESTs are from dbEST through 18 Aug 2012

33838 mRNAs UniGene Links
683 Models Chistars

- - Srriaw e e 0 HTC

[T, L [CEr—. 11,088 EST, 3reads

418,700 EST, Sreads

79390 EST, otherunknown
543,699 total sequences in clusters

Mise a disposition des techniques ¥ cDNAand ESTs libraries _
. . . . (Identification of 600 434 functional genes in

« omics » et des outils de data mining chickens)

pour identifier de nouvelles protéines de

’ < dbEST: database of "Expressed

I OEUf d NCBI Sequence Tags"

dbEST release 130101
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La formation de I'ceuf

Foie
Protéines du jaune
(maturité sexuelle)

0h Ovaire

infundibulum

Membranes vitellines Membrane vitelline
(<1h)

J
Magnum une

Protéines du blanc

(1h — 4h30) Blanc

Isthme

Membranes coquillieres

(4h30-6h) -
Coquille

Utérus - Membranes coquillieres

Calcification de la coquille - Couche calcifice

(6h — 24 h)

24 h
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Stratégie

( Transcriptomique Protéomique
Foie Jaune
Infundibulum Membranes vitellines
‘ Magnum Blanc
Isthme Coquille
Utérus

) 4
J g
Analyse bioinformatique des séquences protéiques

(Homologie avec des protéines de mammiferes, domaines conservés, réseaux d’interactions
moléculaires, analyse intégrative des données de la littérature)

- .

Etablir une liste de protéines fonctionnelles

- .

Validation biologique et étude de leur potentiel de valorisation
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Les banques cDNA et EST

Le but
* Identifier les génes fonctionnels

GENOME TRANSCRIPTOME PROTEOME
ADN ARNm Protéines
=

Transcription Traduction
—
o Jy =
=
—— 0 nm
20-30000 genes 100000 transcrits 1 million

X2a5 X5a10

Epissages alternatifs Epissages protéiques
Maturations post-traductionnelles
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Les banques EST
Le but

* Identifier les génes fonctionnels

Meéthode
* Un catalogue compréhensible de I'ensemble des séquences d’un organisme ou d’un tissu
spécifigue ou d’une fonction biologique

Recueil des tissus:
Nombreuses fonctions biologiques :
(Tissus reproducteurs, systeme digestif, Systeme

nerveux central, foie, intestin, rate, ...)
Différentes conditions : ~ > ARNm ——— cDNAs

(embryons,jeunes, adultes, males,
femelles, facteurs nutritionnels...)

Clonage dans

des bactéries
Séquence partielle du
cDNA cloné (EST)
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Les banques EST

Assembled into a genome-wide non-redundant
EST catalog of expressed genes
(Unigenes)

Main projects for poultry:

University Delaware (http://www.chickest.udel.edu/)
University of Manchester (http://www.chick.umist.ac.uk/index.html)
Inra (http://www.sigenae.org)

S dbEST: database of "Expressed
- NCBI Sequence Tags"

dbEST release 130101

600 434 séquences (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/dbEST_summary.html) pour 260 460 contigs et 129 842
singlets (http: //public-contigbrowser.sigenae. org:9090/Gallus_gallus/index.html)
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Utilisation combinée des banques cDNA, EST,
génomique et des outils de bioinformatique

Ovocalyxin-36, une protéine spécifique de la matrice organique de la coquille

THE JOURNAL OF BOLOGICAL CHEMISTRY VOL. 282, NQ ag(: 5273-5186 Febeuary 23, 2007
€ 2007 by Tha American Society for Bochamist yand Mokecubr Balogy, inc.  Primtadin the LIS A

Cloning of Ovocalyxin-36, a Novel Chicken Eggshell Protein
Related to Lipopolysaccharide-binding Proteins, Bactericidal
Permeability-increasing Proteins, and Plunc Family Proteins®

Racsivad for publication, Novermber 3, 2006, and In revised form, Decamber 14,2006  Published, JBC Papers In Press, December 19, 2006, OO 1 0.1074bc.ME 10254200

Joél Gautron®', Emi Murayama®, Alain Vignal®, Mireille Morisson®, Marc D. McKee!, Sophie Réhault®,
Valérie Labas**, Maya Belghazi**, Mary-Laure Vidal®, Yves Nys*, and Maxwell T. Hincke**
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Utilisation combinée des banques cDNA, EST,
génomique et des outils de bioinformatique

Ovocalyxin-36, une protéine spécifique de la matrice organique de la coquille

36 kDa Band

N-terminal Amino acid sequencing :
VLGSGLSCAISPRAMQQVLSDAIIQTGGL

l

No correspondences in databases

Initial Growth Terminal . . .
" s Specific antibodies

Uterine fluid
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Utilisation combinée des banques cDNA, EST,
génomique et des outils de bioinformatique

Ovocalyxin-36, une protéine spécifique de la matrice organique de la coquille

RNA prepared from uterus
harvested during the shell
calcification

l OCX-36 specific antibodies

Preparation of a bacteriophage
cDNA expression library

Expression screening of

cDNA sequence the cDNA
of positive clones
cDNA sequence of 1710 bp >
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Utilisation combinée des banques cDNA, EST,
génomique et des outils de bioinformatique

Ovocalyxin-36, une protéine spécifique de la matrice organique de la coquille

Expression screening cDNA de 1710 bp >

Identification of 3 additional ESTs

0 pgrl”-pk-ooz-d11> EST gcal0003c.m.17 >
EST gcal00011c.m.09>

l Alignment

cDNA sequence (1995 bp) of ovocalyxine-36

!

Translation in a 48 kDa protein
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Utilisation combinée des banques cDNA, EST,
génomique et des outils de bioinformatique

Ovocalyxin-36, une protéine spécifique de la matrice organique de la coquille

Analyse bioinformatique des séquences génomique, cDNA et protéique

Séquence cDNA de OCX 36
Aucune homologie avec des séquences répertoriées

Séguence en acides aminés

Identité et similarité limités avec “lipopolysaccharide binding proteins
(LBP)”, “bactericidal permeability increasing protein (BPI)” et “Plunc families
proteins”
20-25 % résidus identiques
39-44 % substitutions conservatives
Expected value 10* to 1028
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Utilisation combinée des banques cDNA, EST,
génomique et des outils de bioinformatique

Ovocalyxin-36, une protéine spécifique de la matrice organique de la coquille
5 3

Séquence cDNA (1995 bp) de 'ARNm de |'ovocalyxin-36
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Utilisation combinée des banques cDNA, EST,
génomique et des outils de bioinformatique

Ovocalyxin-36, une protéine spécifique de la matrice organique de la coquille

Ovocalyxine-36, protéine apparentée a LBP/BPI et Plunc

v \

Se lient au lipopolysaccharide (LPS) de la paroi Reconnaissance précoce des produits
des bactéries a Gram négatif bactériens dans le systeme respiratoire
——— Mort de la bactérie supérieur

chez les mammiferes

Architecture du géne

| I 1} v \Y \'l Vil Vi IX X XI X Xl X
547 115 129 156 64 64 92 237 168 68 43 64 77 >42

LBP

i
129

v
162

Xt
64

X
77

XV
358

i _
| I i v \) VI Vil Vil IX X XI Xl X Xiv  Xv
115 105 156 64 64 92 174 54 168 68 43 64 77 24
OCX-36

» Geénes apparentés
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Ovo ca IyXi n -36 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

Minireview

What Makes an Egg Unique? Clues from Evolutionary Scenarios
of Egg-Specific Genes'

3,45, t 3,45, |2,3.4.5.6
’

Xin Tian,****® Joel Gautron,” Philippe Monge ® and Géraldine Pasca
UMR85,” Physiologie de la Reproduction et des Comportements, INRA, Nouzilly, France
UMR6175,* CNRS, Nouzilly, France

Université Frangois Rabelais de Tours,® Tours, France

Haras Nationaux,® Nouzilly, France

URB83 Recherches Avicoles,” INRA, Nouzilly, France

Develop l and C: e 300x (2010 006 0K

Contents lists available at ScienceDirect

Developmental and Comparative Immunology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/dci

Identification and characterisation of the BPI/LBP/PLUNC-like gene repertoire in
chickens reveals the absence of a LBP gene™

Shih-Chieh Chiang*', Edwin J.A. Veldhuizen®, Frances A. Barnes®, C. Jeremy Craven©,
Henk P. Haagsman®, Colin D. Bingle**
* Acodemic Unit of Resp y Medicine, of mfection and , Universtty of Sheffield, Shaffield 510 2JF, UK

* pepartment of Infectious Diseases and Immunology, Faculty of Veter inary Medicine, Utrecht University, P.0. Box 80165, 3508 TD Utrecht, The Netherlands
©Krebs Institute for Blomolecular Research, Department of Molecular Biology and Blotechnology, University of Sheffield, Sheffield 510 2TN, UK

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

DNMT3B 30.81 400.55 10.20

MAPRE1 30.87 400.51 10.21

OCX-36 1024 %
=
o
TENP/BPIL1 31.06 400.25 1025 | O
T
—
BPIL3 S
31.08 400.22 1025 | Z
(@]
«Q
LPLUNC3 3
31.11 400.16 10.26 | @
Q
c
LPLUNC4 113 40011 9
. . 10.27 Q 22.49

Chr 5
CDK5RAP1
31.41 399.55 10.29 22.50

Human Chromasome 20

LPLUNCY LPLUHEY ALUNCE DAL SAUNEd LPLUNES
L JECRT M uUNE? LM UNCE LFLUNCY
Chicken Chromosome 20 |
9,960,000 10,240,000 10,290,000 10,495,000
v wr v v
- - - -y
BPULBP Owo-d6 TENP  LPLUNCE LPLUNCY LPLUNCY P10 COKSRAPY BFl PLTP
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Evolution des genes codant les protéines de I'oeuf

¥ &£ 2

73 1
%) , 9 2 n ©v 2]
g s 82 - g :
&2 = 22 £ £ 2 2
QT = —
-] o oG o © © 5
e g % o 55 = m
< Wvtgl vtgAl »n A xS VTG1 WVTG2 WVTG1 YVTG2
..; I vtgC vtgA vtgA2 vigB (=] Vtgl Vtg2 Vtg3 H WVTG1 VTG o3 wyTe3
<
rbp Rbp & ppp WRBP

OCX-36 Therian mammals

ovalbumin ovalbumin-X (166 Myr ago)

ovalbumin-Y

<. RARRES1 CX-32 RARRES1
0OC-116 MEPE
(326 Myr ago) Mamm_als
+ OC-116/MEPE
Amniot i
(370 Myr ago) mniotes [l Gene divergence
ARRES1/0CX-32 Bl Génes spécifiques
RBP
VTG1 VTGanc I:l Perte de génes
Tetrapods (370 Myr ago)
* VTGanc Biology of Reproduction, 2010
Vertebrates
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Identification et caractérisation des protéines de
I'ceuf (approche globale)

( Transcriptomique
Foie
Infundibulum
Magnhum
Isthme
Utérus

\

J

=

4 Protéomique w
Analyse intégrative des données de la littérature
Jaune
Membranes vitellines
Blanc

K Coquille

Analyse bioinformatique des séquences protéiques
(Homologie avec des protéines de mammiferes, domaines conservés, réseaux d’interactions moléculaires)

- Formation de l'ceuf

—Analyse intégrative des activités biologiques des constituants de I'ceuf
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La transcriptomique

LUappareil reproducteur de la poule est un modele
- F°ie,:. - parfaitement adapté a une approche
Protéines du jaune transcriptomique

| Ovaire et infundibulum : l
Membranes vitellines

Formation dans le temps et I'espace des

<«—— Magnum: constituants de l'ceuf
Protéines du blanc

¥~ Isthme: l
Membranes coquillieres Spécialisation des tissus ou organes
¥~ Utérus : l

Calcification de la coquille
Différents stades physiologiques
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La transcriptomique

Foie :
4_ &) .
Protéines du jaune

Ovaire et infundibulum :
Membranes vitellines

«—

Utilisation de puces a ADN ou RNA-Seq

<+—— Magnum : l
Protéines du blanc Comparaison de I'expression des génes

*— |sthme - entre les différents tissus

Membranes coquillieres

¥— Utérus :
Calcification de la coquille

Quantification des genes specifiguement exprimés en
relation avec la formation du jaune, des membranes
vitellines, du blanc d’'oeuf, des membranes coquilleres et
de la calcification de la coquille
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La transcriptomique

Bourin et al. BMC Genomics 2012, 13:457 N
http//www.biomedcentral.com/1471-2164/13/457 BMC

I- FOie (Jaune d’muf) Genomics

Transcriptomic profiling of proteases and
antiproteases in the liver of sexually mature hens
in relation to vitellogenesis

Marie Bourin, Joél Gautron, Magali Berges, Christelle Henneguet-Antier, Cédric Cabau, Yves Nys
and Sophie Réhault-Godbert™

Les constituants du jaune ont pour origine le foie

Comparaison de I'expression des genes du foie avant maturité sexuelle
(absence d’ceuf) et apres maturité sexuelle (dépo6t de jaune).

104
(18%)

» 582 transcrits surexprimés (ratio 1,3 a 65)

Similaires

69 (12%)

Connus

409
(70%)
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La transcriptomique

Identification des genes spécifiquement impliqués dans la synthése 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 genes
Calcification de la coquille entre les différents tissus
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La transcriptomique

Several differentially expressed genes
(Fold difference range from 1.98 to 174.1)

Tissue specific genes ?

828

160
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La transcriptomique

Several differentially expressed genes
(Fold difference range from 1.98 to 174.1)
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La transcriptomique

Several differentially expressed genes
(Fold difference range from 1.98 to 174.1)

White isthmus (eggshell
membranes)

Uterus (eggshell calcification)
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La transcriptomique

v Transcriptomics (microarrays, RN A SE Srttiomatmesioonraraeiississ @C
Genomics

/ Transcriptomic profiling of proteases and
Liver: 582 antiproteases in the liver of sexually mature hens

Egg yolk proteins (several weeks)

in relation to vitellogenesis

Marie Bourin, Jo€l Gautron, Magali Berges, Christelle Hennequet-Antier, Cédric Cabau, Yves Nys
and Sophie Réhault-Godbert™

New insightsin egg white proteins using cDNA microarrays and extensive proteomic

data mining
EggMeat symposia 2011 - Leipzig

Guyot, Larry Cogburf, Sophie Réhault-Godbértyves Nys

Identifying specific proteins involved in eggshell membrane

Ovary and infundibulum:

Vitelline membranes (less 1 h)

Magnum: 828 / Joél Gautroh Aurélien Brionn&, Christelle Hennequet-AntierCédric Cabaly Nicolas
egg white proteins (1 to 4 h 30)

Isthmus: 7135 <—

eggshell membranes (4h30 to 6 h)

Uterus: 605 P

eggshell caIcifiw (6 to 24 h)

Brionne et al. BMC Genomics 2014, 15:220
httpy//www.biomedcentral.com/1471-2164/15/220

BMC
Genomics
RESEARCH ARTICLE Open Access

Hen uterine gene expression profiling during
eggshell formation reveals putative proteins
involved in the supply of minerals or in the shell
mineralization process

Aurélien Brionne, Yves Nys, Christelle Hennequet-Antier and Joél Gautron”

formation using gene expression analysis and bioinformatics.

Uingwen Du®, Maxwell Hincke * d, Aurelien Brionn cb, Christelle hennequet-Antierb, Larry A.
Cogburn®, Yves Nys, Joel Gautron®  Sybmitted

Jonchére et al. BMC Genomics 2010, 11:57
http//www.biomedcentral.com/1471-2164/11/57

BMC
Genomics
RESEARCH ARTICLE Open Access

Gene expression profiling to identify eggshell
proteins involved in physical defense of the
chicken egg

Vincent Joncheére', Sophie Réhault-Godbert', Christelle Hennequet-Antier', Cédric Cabau', Vonick Sibut'?,
Larry A Cogburn?, Yves Nys', Joel Gautron'”
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La proteomique
(Mass spectrometry-based methods for protein identification)
Digestion protéique (trypsine)
Séparation des protéines
(Chromatographie 2D, Electrophorese 2D)

v

/

Fragments peptidiques des protéines

2006-2402_GAUTRON_C21_MO732 8 (0.824) 5m (3G, 2¢3.00); S (1,10.00 ) Cm (2:6) TOF LD+
A

1004 906.86._907.65 11563.76. 1154 74 4.4%e3
Walers® nanoscale LC/MS/MS Sysiem infegrates
the CaplC?XE Pump and Auiosampler, the Micromass®
QTof Ullima™ APl Mass Sp with 308 54
intagral NanolockSpray™ lonization Source 75754
and Masslynx™ 4.0 Software
0651 | 963.55

> % 1046.59

118572

121071

2165.01

T T T T T
800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200

Détermination de la masse Réelle des peptides
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La protéomique

U Lo L
Masse expérimentale des
peptides

™~

Comparaison

1

Séguences génomiques
Séquences cDNA et ESTs

Digestion in Silico des protéines

|

Masse virtuelle des peptides

-~

MEPSPLLLLLLLLAPCGRGWAVSGRAPAEETARTDGR/SVLPEKDDFHPRTDTDPTTNCVNNCRDDGNCRGS
RKCCHIRCPFRCPQPVPARPDTYPKKKVPHIIGCCNSTCSSDTDFPNHLRCCQPMRRSSRITVALSLLGLGCWW
CSDPEKLCRLIPEHRLCRGRAYCYACIPALRSCRVFVHSSCGGNANNFRTLAECQQVCQHGLHKH

Identification protéique
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La protéomique

'analyse protéomique se base sur la protéine (unité fonctionnelle)

Toutefois elle est limitée aux protéines dont la séquence est disponible

'analyse transcriptomique est basée sur les ARNm

Elle permets donc I'analyse des genes et des protéines non identifiées dans les
bases
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La protéomique

v Proteomics (Mass spectrometry-based methods for protein identification)

2322 DOI 10.1002/pmic.200800032 Proteomics 2008, 8, 2322-2332
178 DO 16.1002/pmic 200700750 Frotaomics 2008, 8, 178191 ReseArcH ARTICLE
ReseARcH ARTICLE P - I - f h h - k - I I -
The chicken egg yolk plasma and granule proteomes roteomic ana ysis o the chicken €gg vitelline
Karlheinz Mann and Matthias Mann mem bra ne
Max-Planck-Institut flir Biochemie, Abteilung Proteomics und Signaltransduktion, Martinsried, Germany
yo| k Karlheinz Mann

Contents lists available at ScienceDirect

Vitelline membranes
Journal of Chromatography A E a
journal h page: www.alsavier. /locate/chroma = = /

Chicken egg yolk cytoplasmic proteome, mined via combinatorial
peptide ligand libraries

Proteomics 2006, 6, 3801-3810 DOI 10.1002/pmic.200600120 3801

ReseARCH ARTICLE
Alessia Farinazzo?®, Umberto Restuccia®, Angela Bachi®, Luc Guerrier®, Frederic Fortis®,

Egisto Boschetti®, Elisa Fasoli?, Attilio Citterio?, Pier Giorgio Righetti®* Proteomic analysis Of the acid-soluble organic matrix Df

egg white shel||l the chicken calcified eggshell layer

3558 DOI 10.1002/pmic. 200700397 Proteomics 2007, 7, 3558-3568 ‘ 106 DOI 10.1002/pmic.200600635 Proteomics 2007, 7, 106-115
ResearcH ARTICLE REeseARCH ARTICLE
The chicken egg white proteome Phosphobproteins of the chicken eggshell calcified layer
Karlheinz Mann Available online at www . sciencedirect.com 1'“..P.I‘““'E,i‘—IE
Max-Planck-Institut fiir Bi ie, Abteilung Pro ics und Sig ion, Martinsried, Germany SciVerse sdenceDirecf ‘

Journal of g 4t _I I i

research articles proteome ) www.elsevier.com/locate/jprot il
gribprich ; : : ——— : vian eggshell matrix proteins
2008, 7, 3461-3474 Proteomic analysis provides new insight into the chicken

Exploring the Chicken Egg White Proteome with Combinatorial eggshell cuticle

Peptide Ligand Libraries

. . ' + ' \ ‘0 ' Megan Rose-Martel, Jingwen Du, Maxwell T. Hincke"
Chiara D’Ambrosio,” Simona Arena,” Andrea Scalonl,” Luc Guerrier,” Egisto Boschettl,

Martha Elena Mendieta,® Attillo Cltterio,® and Pler Glorglo Righetu®*

ALIMENTATION

AGRICULTURE
ENVIRONNEMENT




=

« omics » to identify novel egg proteins 3

v Proteomics (Mass spectrometry-based methods for protein identification)

_«

2577 protein identifiers in the different egg proteomes from 3 different databases
IPI (closed), GeneBank and UniProt

{

Lot of redundancies
Majority of them were not annotated
How many in each compartments ? ?\

What is common, what is compartment specific ? O
Functions in the egg ?

o~

v

Data mining and bioinformatics tools

v

Loading of the sequences, multi alignment to eliminate redundancies

e ~N
Repartition in individual egg compartments Update of functional annotations

.038

16/ 09/ 2013




Novel egg proteins

894 genes encode egg proteins

Protein variants

and isoforms

1174 non redundant proteins in the egg

Common, shared and specific proteins

Vitelline
Membranes Egg White

Repartition in egg compartments

Eggshell

Vitelline
Membranes

Egg White

=—= IN?A Gautron J./ New insights on egg proteins 16/ 09/ 2013
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> 2000 protéines
Transcriptome de I'ceuf | dans l'eeuf | [ Protéome de I'ceuf ]
Equipe FRPO et tissus
producteurs

Fonctions pour 'ceuf ?

Analyse intégrative
Identification et classement par fonction des molécules de I'ceuf et des organes producteurs

RN

Reproduction
Métabolisme
Autres activités biologiques

Défense de l'ceuf
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Plan

. Introduction

Il. Approches a haut débit pour identifier les protéines de l'ceuf
1. Généralité — stratégie expérimentale
2. Utilisation combinée des banques et outils
3. Transcriptome de l'ceuf
4. Protéome de l'ceuf

lll. Mieux comprendre les défenses de I'ceuf grace aux approches a haut débit
1. Défense physique (coquille)
a) Protéines de la matrice organique et biominéralisation
b) Caractérisation fonctionnelle des protéines de la matrice
c) Avancées récentes en génomique pour améliorer la solidité de la coquille
2. Défense antimicrobienne
a) Analyse bioinformatique des protéines antimicrobiennes
b) Classement fonctionnel des protéines antimicrobiennes

IV. Conclusion
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Egg defences

-(;: !
'\

s

I

Microbialk%enetration

Physical —
(Eggshell as a barrier)

Chemical
Antimicrobial activities
(White, shell, yolk)

Microbial quality of eggs ?

— IN?A Gautron J./ New insights on egg proteins 16/ 09/ 2013
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La coquille : une barriere physique contre la
pénétration bactérienne

- Lintégrité de la coquille est cruciale pour la sécurité alimentaire du consommateur

Apparition de félures Pénétration de bactéries

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

Développer de nouveaux outils pour la sélection

ALIMENTATION
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La coquille (défense physique)

Pore

Cuticule  — A

Couche palissadique ———

Mammillary
: Noyaux mamillaires

Membranes coquilliéres
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Eggshell biomineralization in uterus

Uterine fuid (apical)

Uterine glandular cells

Blood plasma (basolateral)
Cal ATP2B1
- o == > L ) ATP2B2
Ca+ TRPVé @ --------CALB1Z_____ e LsCt sLesal
e =l ) . - SLC8A3
Na / K /Cl ?SLC12Ax ? & - AT”AIEL — O_.C'H'PR: o) ?C::::; Na*
ATP2A3 s o  rTeR2 |Ne o
K] " Endoplasmic,_, ITTPR3 =
: VP TR f Kesvi
Supply of minerals for S T ‘. 2
pp y NKAING © G* K KCNJIS K+ Ca**+HCO;
] KCNI1G
h I I H I H t' sLesavsno G . _/ RO
S e mlnera |Za |On HCOy €Oy + H0
HCOy oo TR S, Y - ¥ SO, CAL. o Gat 6
‘ . ~:+ ) HCO’ " or ﬂco,—
Mg+ SLC41A2/3 Mg? CaCO,
g NoALT SLC26A9
% SLC25A30 HCOy

cr L — CFTR
CLCNS '(:1. : -
4 ) % n o ciese| ©
H* ATPOVIE 3 mitochondria FerCnt
mevic: / D STEAPS [Fe2+/Cy2t

- Fe*, Cu

Jonchére, et al., BMC physiology, 2012; Brionne, et al., BMC Genomics, 2014

3 main phases in the uterine fluid (acellular milieu)

o

e

@

()]

2

B - d

-s, B B OO0

§ . Linear growth phase Terminal
Arrest

06 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Hours after ovulation

.045

25/06/14
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La Biomineéralisation

—> PROCESSUS UNIVERSEL ET CONSERVE SUR TERRE

* Dépobts de minéraux sous conditions physiologiques dans un organisme vivant qui aboutit a la
formation de structures tres diversifiées avec des formes, des tailles et des couleurs différentes

Biominéralisation acellulaire dite controlée

Coquilles d’oiseaux

Corail

Coquilles de mollusques gastéropodes
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La Biomineéralisation

—> PROCESSUS UNIVERSEL ET CONSERVE SUR TERRE

Malgré la diversité de formes et de fonctions, les structures biominérales se forment toujours
selon les mémes principes

Formation d’une structure solide

Matiere organique (Matrice)
Minéraux +<——— INTERACTION — (protéines, protéoglycans)
en faible quantité
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La Biomineéralisation

—> PROCESSUS UNIVERSEL ET CONSERVE SUR TERRE

Malgré la diversité de formes et de fonctions, les structures biominérales se forment toujours
selon les mémes principe

- 95% de carbonate de calcium sous forme de calcite

Calcite Aragonite Vatérite \

Quantité

\

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

/'

Controle du processus de

calcification

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

Interaction —
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La Biominéralisation

—> PROCESSUS UNIVERSEL ET CONSERVE SUR TERRE

Malgré la diversité de formes et de fonctions, les structures biominérales se forment toujours
selon les mémes principes

Définir un espace biologiguement compartimenté (utérus pour la poule)
C’est dans cet espace que les entrées ioniques et organiques sont controlées pour atteindre les

conditions physico-chimiques précises

Blood plasma (basolateral) Uterine glandular cells Uterine fluid (apical)
Ca® ATP2B1
C* 0 mmm===3 > ATP2B2
Ca2t TG P Emne CAABL s e i > Ca*  SLCSAL
P w2 SLC8A3
Na*/ K* /Clt . ' Ca* SCNNIA
/ / ?ISLCI12Ax ? ATP2A2 Ul — o—' ITPRI1 SCNN1B Na*
o ATP2A3 % . 4 g L
Ca » ITPR2 |Na SCNNIG
= ITPR3
r\TPlBl 2K Endoplasmic N KONMAL
Na+/ K+ _E™ reticulum
ATPIAT— sl RERGZ— 2+ s
NKAIN4 y O K KCNJ1S K+ Cas*+ HCO,
*" I KIOCNILA
Na* =
SLC4A4/510 QI / L5t
HCO; €O,y + Hy0
HCO & CA4 Y\~
3 o) O LR PR ./, > "CO"El
SLC41A2/3 Mg E st cr : CaCo
Mg?* NIPAL1 ?’ . Q,  sLC26a9 3
I S %D, SLC25A30 HCOy
C|' 2Cl CFTR
CLCNS iy -
t i ) e cr cenz| ©
H* CTP6VIR 1Y mitochondria Ter Cur
ATP6VIC2 H_q-tﬂ / )\, STEAP3 |Fe2+/ Cy2+

v

Nac1 — "

Fe¥,Cu”
3

Jonchére, et al., BMC physiology, 2012; Brionne, et al., BMC Genomics, 2014
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La Biomineéralisation

—> PROCESSUS UNIVERSEL ET CONSERVE SUR TERRE

Malgré la diversité de formes et de fonctions, les structures biominérales se forment toujours
selon les mémes principes

Définir un espace biologiguement compartimenté (utérus pour la poule)
C’est dans cet espace que les entrées ioniques et organiques sont controlées pour atteindre les

conditions physico-chimiques précises
Une hypersaturation du milieu
- Les ions constitutifs du minéral doivent se trouver en conditions saturantes

La nucléation et la croissance du minéral

- Uinitiation de la cristallisation se fait a partir de sites se trouvant dans le milieu (nucléation)

La matrice organique joue souvent ce role dans les biominéraux
- Elle inhibe la croissance du minéral selon un ou plusieurs axes

_> a
? — e
Cristal initial Inhibition de Ia croissance le long Forme finale du cristal

de I'laxe b
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La Biomineéralisation

—> PROCESSUS UNIVERSEL ET CONSERVE SUR TERRE

Malgré la diversité de formes et de fonctions, les structures biominérales se forment toujours
selon les mémes principes

Définir un espace biologiguement compartimenté (utérus pour la poule)
C’est dans cet espace que les entrées ioniques et organiques sont controlées pour atteindre les

conditions physico-chimiques précises
Une hypersaturation du milieu
- Les ions constitutifs du minéral doivent se trouver en conditions saturantes

La nucléation et la croissance du minéral

- Uinitiation de la cristallisation se fait a partir de sites se trouvant dans le milieu (nucléation)

La matrice organique joue souvent ce role dans les biominéraux
- Elle inhibe la croissance du minéral selon un ou plusieurs axes

C-Axis

C-Axis T
I

< l

A
Y
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La formation de la coquille,
un processus de biominéralisation

—>Séquence temporale de la nucléation, de la croissance

- Modulée par la matrice organique
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Eggshell matrix proteins

» 11 eggshell proteins were identified in 2006

» Major advances came recently

Eggshell matrix proteins
v More than 670 proteins
v More than 700 specific transcripts

Functions and biological activities of the eggshell proteins ?

Literature, data mining and bioinformatics tools

!

Classification in 3 different groups according to their potential functions

P J N
Associated to Involved in the regulation Antimicrobial
Mineralization process of activity of proteins proteins

|N?A Gautron J. / Eggshell formation 25/06/14
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Functions of eggshell matrix proteins

(J Proteins associated to shell mineralization process

v’ Proteins involved in the biomineralization of shell or other biominerals (bones, molluscan...)
e Qvocleidins, ovocalyxins, lysozyme, ovotransferrin, DMP4 ....

v'Calcium binding proteins (CaBPs) interact with calcium to favour crystal nucleation or
drive the morphology of crystals

e I|dentification of numerous novel CaBPs
Numerous proteins with EF-hand and EGF-like calcium binding domains are present in the shell

v' Proteoglycans et proteoglycan binding proteins
* proteoglycans have a negative charge to attract Ca2+ ions

v Eggshell membranes proteins
e Collagens and collagens-like proteins, CREMP...

.054

25/06/14




Functions of eggshell matrix proteins

[ Proteins involved in the regulation of activity of proteins driving
mineralisation

v Proteins involved in the proper folding of the eggshell matrix
* An appropriate conformation of proteins is required to ensure calcium and mineral
interactions and to ensure template to the mineralized structure
=  Molecular chaperone

= Protein assisting folding
= Proteins with interactive properties related to proteoglycans

v Regulation of the activity of proteins related to the shell deposit
e Shell mineralisation occurs in a non cellular milieu
* Direct action of proteins to inhibit or activate the molecular actors present in the milieu.
= Molecular chaperone interact with proteins driving mineralisation
= Proteases and protease inhibitors (specific and controlled role during calcification process,
either by degrading proteins or requlating processing of proteins into their mature forms)

v' Mineralisation depends of the degree of protein phosphorylation (Osteopontin, Hincke et al.)
* Kinases
* Phosphatases

IN?A Gautron J. / Eggshell formation 25/06/14
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Functions of eggshell matrix proteins

d Antimicrobial proteins

Presence of numerous antimicrobial proteins to keep the egg sterile

IN?A Gautron J. / Eggshell formation 25/06/14
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Eggshell biomineralization

95% of CaCOs (calcite)

t _ Control of Global and non hierarchical approaches
Interaction the .
1 calcification v More than 670 proteins
process v’ More than 700 specific transcripts
3,5% of organic matrix (proteins,

proteoglycans)

Only a few numbers are abundant and active on calcification process

Determine the molecular actors with a pivotal role during the mineralisation process

l

Quantify eggshell matrix proteins and their variation at key points of shell calcification process

Proteomics RNA-Seq

|N?A Gautron J. / Eggshell formation 25/06/14
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Eggshell Biomineralisation in uterus

» 3 main phases in the uterine fluid

Linear growth phase

Terminal
Arrest

Eggshell weight, g
= N [68)

=4

(=,
(e)]

8 10 12 14 16 18 20 22 24
Hours after ovulation

[ Identify and quantify proteins involved in each particular phase ]

Establish a list of the most relevant proteins
at different time points of mineralisation

—= SCIENCE & IMPACT




Identification and quantification of uterine fluid
proteins

~

terine fluid sampled at the three stages of eggshell calcification

(v

\ Initial (7 hours p.o.) Growth (14 hours p.o.) Terminal (22 hours p.o.) /

b

[ Identification and quantification of uterine fluid proteins }

at the three stages (mass spectrometry)

b

[ Statistical analysis at the three stages ]

¥

[ In silico functional analysis of identified proteins ]

IN?A Gautron J. / Eggshell formation 25/06/14
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Identification and quantification of uterine fluid
proteins

[ 96 proteins were quantified at the 3 stages of shell calcification (I, G, T) ]

= Protein classification according to their abundance

» Hierarchical cluster analysis
» 5 groups

[ -0.5070505

- 0.24647474

L | 1.0

Initial Ié
Growth
b

Terminal ¢,

POBSEEL D
76187€20-

IN?A Gautron J. / Eggshell formation 25/06/14
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Identification and quantification of uterine fluid

. Proteins associated to
mineralisation

. Proteins involved in the regulation
of activity of proteins driving
mineralisation

. Antimicrobial proteins

Others or unknown roles

proteins

23 proteins overabundant
at initial stage

CIusfer B

2 proteins overabundant
at initial and terminal stages

CIusfer A

7 proteins overabundant
at growth stage

Cluster E

15 proteins overabundant
at growth and terminal stages

Cluster D

17 proteins overabundant
at terminal stage

Clustér C
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Plan

. Introduction

Il. Approches a haut débit pour identifier les protéines de l'ceuf
1. Généralité — stratégie expérimentale
2. Utilisation combinée des banques et outils
3. Transcriptome de l'ceuf
4. Protéome de l'ceuf

lll. Mieux comprendre les défenses de I'ceuf grace aux approches a haut débit
1. Défense physique (coquille)
a) Protéines de la matrice organique et biominéralisation
b) Caractérisation fonctionnelle des protéines de la matrice
c) Avancées récentes en génomique pour améliorer la solidité de la coquille
2. Défense antimicrobienne
a) Analyse bioinformatique des protéines antimicrobiennes
b) Classement fonctionnel des protéines antimicrobiennes

IV. Conclusion
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Utilisation des avancées récentes en génétique et
génomique pour améliorer la solidité de la coquille

Stratégie de sélection pour améliorer les défenses naturelles de 'ceuf
lan Dunn, Maureen Bain
Roslin Institute, University of Glasgow Hypothése
“Une variation de I'expression des génes codant pour les

protéines de la matrice organique de la coquille

Sélection assistée par marqueu I’S |V| AS) provoque des différences mesurables de la qualité de la
coquille
, . .- Picture courtesy of I.Dunn
— Sélection utilisant des marqueurs ADN trix protein sequence
spécifiques d’un caractere phénotypique Allele A Allele B
difficile a utiliser de maniere pratigue en TTGCCCTGCACTGACCACAT TTGCCCTGCAGTGACCACAT
sélection
Different
— Nécessite des marqueurs génétiques <— profein =
identifiés et utilisables structure
Genotype
— Les génes codant pour les protéines de la
matrice organique de la coquille peuvent Allele A » MleleA» AlleleBy
étre considérés comme genes candidats Allele A Allele B Allele B
pour la MAS . . bh

Many cracked eggs Somrackeggs No cracked e
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Utilisation des avancées récentes en génétique et
génomique pour améliorer la solidité de la coquille

Stratégie de sélection pour améliorer les défenses naturelles de |'ceuf
lan Dunn, Maureen Bain
Roslin Institute, University of Glasgow

Sélection assistée par marqueurs (MAS)

* Selectionner des genes candidats
* |dentifier des marqueurs génétiques (e.g. Single nucleotide polymorphism)

240 dams

2066 offspring hens
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Utilisation des avancées récentes en génétique et
génomique pour améliorer la solidité de la coquille

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

Sélection assistée par marqueurs (MAS)

* Selectionner des genes candidats
* |dentifier des marqueurs génétiques (e.g. Single nucleotide polymorphism)

lan Dunn, Maureen Bain
Roslin Institute, University of Glasgow

Gene position| From To Potential Number of Number Position Effect Frequency
(bp) (bp) SNPs polymorphisms| genotyped %
detected and
verified
Ovalbumin chr2: 67443891| 67449174 7 2 (linked 1 3’ untranslated 63
Ovotransferrin | chr9: 9002347| 9010408 17 2 (linked) 1 Coding exon synonomous 83
Ovocalyxin 32 | chr9: 21894117| 21901605 8 2 2 Coding exon Non- 75
synonomous
Intron 76
Ovocleidin 116 | chr4: 46253588| 46257102 4 2 2 Promoter 62
Exon Non- 69
synonomous
Osteopontin chra: 46242099 46245071 23 3 (linked) 1 Promoter/introns none 64
Ovocalyxin 36 | chr20: 9812283 9844646 14 4 1 Intron/exon synonomous 61
Ovocalyxin 21 | chr22: 258000 261000 0
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Utilisation des avancées récentes en génétique et
génomique pour améliorer la solidité de la coquille

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

lan Dunn, Maureen Bain
Roslin Institute, University of Glasgow

Sélection assistée par marqueurs (MAS)

* Selectionner des genes candidats
* |dentifier des marqueurs génétiques (e.g. Single nucleotide polymorphism)
* Recueillir des données phénotypiques

240 dams

2066 offspring hens
Phenotypes mesurés :

Breaking strength, Static stiffness, Acoustic resonance, Elastic modulus, Fracture toughness
Total thickness, Effective thickness, Mammillary thickness

* Association analysis of genotype and phenotype
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Utilisation des avancées récentes en génétique et
génomique pour améliorer la solidité de la coquille

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

lan Dunn, Maureen Bain
Roslin Institute, University of Glasgow

Sélection assistée par marqueurs (MAS)
Approche genes candidats
(Environ 16000 génotypages pour 8 génes et 2066 descendants)

Tests d’association

P value
Ovocleidin-116
Module élastique P=0.0004
Ovocalyxin 32
Déformation a la fracture P=0.006
Ovocalyxin 32
Résistance a la rupture P=0.001

Les études d’associations suggerent que les genes candidats peuvent expliquer les
variations des propriétés structurales de la coquille de 'oeuf de poule.
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Plan

. Introduction

Il. Approches a haut débit pour identifier les protéines de l'ceuf
1. Généralité — stratégie expérimentale
2. Utilisation combinée des banques et outils
3. Transcriptome de l'ceuf
4. Protéome de l'ceuf

lll. Mieux comprendre les défenses de I'ceuf grace aux approches a haut débit
1. Défense physique (coquille)
a) Protéines de la matrice organique et biominéralisation
b) Caractérisation fonctionnelle des protéines de la matrice
c) Avancées récentes en génomique pour améliorer la solidité de la coquille
2. Défense antimicrobienne
a) Analyse bioinformatique des protéines antimicrobiennes
b) Classement fonctionnel des protéines antimicrobiennes

IV. Conclusion
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Egg antimicrobial proteins (chemical defence)

= Analyse bioinformatique des protéines antimicrobiennes

9

Molecules involved in chemical defence
of the chicken egg

S. Réhault-Godbert, V. Hervé-Grépinet, J. Gautron, C. Cabau and 2 ]
Y. Nys, Institut National de la Recherche Agronomique, France - INRA
and M. Hincke, University of Ottawa, Canada

Improving the safety

and quality of eggs
»Examination of egg protein sequences for specific domains and egg products
related to molecular defence g T
> Identification of 142 molecules which could potentially R
degrade microbial components 5

Use of InterPro domains and signature
- 149 functional domains grouped in 9 families 219 different proteins

potentially involved in the
chemical protection of the egg

Use of the most recent egg protein inventory
- 1174 protein sequences
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Egg antimicrobial proteins (chemical defence)

Antimicrobial
peptides
(3; 1%)

C-Type lectin
(8;3%)

Others immune
response
(2; 1%)

Histone-like
(9; 4%)

Chelators
(13; 5%) —\

Egg Yolk
Eggshell (117; 27%)
(159; 37%)

Heparin /
LPS binding
(37; 15%)

Vitelline
membranes
(66; 15%)

Hydrolases
(46; 19%)

Egg white
(90; 21%)

=—= IN?A Gautron J./ New insights on egg proteins 16/ 09/ 2013
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Egg antimicrobial proteins (chemical defence) &Y

Immunoglobulins superfamily (74 in egg)
Immunoglobulins

Yolk IgY most predominant in egg (>1mg/ml). Also IgM and IgA in yolk (20 pg/ml).

IgY, IgM and IgA in egg white (10 pug/ml). Evidences for IgD and IgE.

Proteins with Ig-like Domains
Widespread domain. Ig fold : antiparallel b-strands arranged into two sheets linked by a disulfide bond
Various tissue distribution.

Protein name Localization
CEPU-Se alpha 2 isoform EW, VM, ES
CEPU-1 EW, VM, ES
Protein CEPU-1 ES
Neogenin ES

Basement membrane-specific
heparan sulfate proteoglycan core

protein ES
Neuroplastin Ut
Pro-neuregulin-1, membrane-bound

isoform EW
Semaphorin-3C VM, ES
Muscle, skeletal receptor tyrosine

protein kinase EW
Butyrophilin subfamily 1 member Al Ut
Basigin ES
VH1 protein ES
ICOS ligand Ut
Beta-2-microglobulin (IR) ES, Ut
T-cell surface glycoprotein CD1b4 EW

.
INRA % <3
Gautron J./ New insights on egg proteins '

SCIENCE & IMPACT
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Egg antimicrobial proteins (chemical defence)

Protease inhibitors
eHighly represented in egg (48)

Characterization of Ovoinhibitor

AGRICULTURAL AND
FOOD CHEMISTRY | Agric. Food Chem. 2011, 59, 1236812374 sbsacsorinic

Antimicrobial Potential of Egg Yolk Ovoinhibitor, a Multidomain
Kazal-like Inhibitor of Chicken Egg

= Vl ru I ence fa Cto rs Marie Bourin,*" Joél Gautron,’ Magali Berges,' Sylvie Attucci,® Gwenaelle Le Blay,” Valérie Labas,”
Yves Nys,' and Sophie Rehault-Godbert*"

Inactivation/hydrolysis of host proteins o ' .
Antimicrobial activity

— Activity against Bacillus thuringiensis

IN?A Gautron J./ New insights on egg proteins 16/ 09/ 2013

o

SCIENCE & IMPACT




Egg antimicrobial proteins (chemical defence) S

Hydrolases (46 egg proteins)
Lysozyme Proteases

Similar to acyloxylhydrolase (Egg white) \ X \

wTer. OOOOOOO0 ~CTer

Several proteases in eggs

Antimicrobial activities already
demonstrated in other species. No
experimental evidences for chickens

tag e Direct action (Degradation of antimicrobial
Food preservative E1105 (Cheese, proteins)
wine...) Indirect action
Tablets for pain and inflammation of (Activation of  antimicrobial  precursors,

™,

production of antimicrobial peptides)

e
sore throat Lysopa.ne |

.073

16/ 09/ 2013
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Egg antimicrobial proteins (chemical defence)

Heparin and Lipopolysaccharide binding proteins

— ) Heparin
Heparin-binding proteins Negatively charged glycosaminoglycan
Cluster (s) of exposed <>

o t—o‘ oR H
positives charges i@@?@@%

Other negatively charged surfaces Heparin-binding proteins from egg white
kDa
Bacterial lipopolysaccharide Peptidoglycan ' I .
Eur. J. Biochem. 271, 1219-1226 (2004) © FEBS 2004 doiz10.1111/j.1432-1033.2004.04035.x 250- 3
Ny - v'15 proteins identified
Antimicrobial activities of heparin-binding peptides 75 % —— V5 npew antimicrobial
::.dm:n Aur:dse;mr‘l;t,‘:iedn?ﬁa Rydengard', Andreas Sonesson', Matthias Margelin?, Lars Bjorck’ gg; - - candidates
zo- | S

15-

10- 14
15

Rehault-Godbert, S. et al. (2011). Patent "Fraction of proteins
and peptides derived from egg white and protein derived from
egg white and use thereof as antilisteria agents." WO
2011/151407 A1.

IN?A Gautron J./ New insights on egg proteins 16/ 09/ 2013
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Egg antimicrobial proteins (chemical defence) :

Heparin and Lipopolysaccharide binding proteins

Ovalbumin-related protein X (Réhault-Godbert et al. 2013)

Table 1 Minimal Active Concentration (MAC) of purified OVAX, Ovalbumin and Av-BDI11 (positive

control)
Bacterial group, strains MAC (uM) + std

AvBDI11 Ovalbumin OVAX
L. monocytogenes (Gram +) 0.58 £ 0.36 >28 2.31 £0.00
S. Enteritidis ATCC 13076 (Gram -) 0.50 + 0.20 > 51 10.04 + 0.02
S. aureus ATTCC 29740 (Gram +) T.03 = 37 > 37
E.Coli ATCC 25922 (Gram -) 1.6 > 37 3

MAC, Minimum Active Concentration (corresponding to a 0.5 mm-clear zone)

——— IN?A Gautron J./ New insights on egg proteins 16/ 09/ 2013
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Egg antimicrobial proteins (chemical defence)

Heparin and Lipopolysaccharide binding proteins

Lipopolysaccharide Binding (LBP) and Bactericidal Permeability Increasing (BPIl) proteins

Key components of the innate immune system (permeabilization of LPS, initiation of
inflammation upon infection etc.)

» Ovocalyxin-36 (Gautron et al., 2007) (eggshell and vitelline membranes) O o e
=|dentity and similarity with LBP/BPI and Plunc families proteins ovmrse o o 0
= Binds to the lipolysaccharide (LPS) cell wall of the gram negative 3087 10051 1021

bacteria (death of bacteria) MAPRE1

= Early recognition of bacterial product

= OCX-36 binds to E. Coli LPS (Correiro, Hincke et al., 2010) oee i

= Modestly inhibit the bacterial growth of Bacillus subtilis, revese: @ @Y W@

Staphylococcus aureus, E. Coli, Pseudomonas aeruginosa o8
BPIL3

400.22 10.25

31.11 400.16 10.26

LPLUNC3

»Other candidates (Réhault-Godbert et al., 2011,

Gautron etal., 2011) LPLUNCY
TENP (all compartments) é““” sooss dmg
BPIL2 (Egg White, Vitelline membrane) CDESRAPI

Similar to BPI (Egg white) (Tian et al., 2010)

31.13 400.11 10.27

— |N?A Gautron J./ New insights on egg proteins 16/ 09/ 2013
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Egg antimicrobial proteins (chemical defence)

Chelators

Molecules decreasing bioavailability

of irons and vitamins

- Diminish bioavailability for microbes
- Affect growth and survival of bacteria

Antimicrobial

Name Localization

Ovotransferrin ~ ES, EW, MV, EY

RBP ES, EW, MV, EY
Avidin ES, EW, MV  +
Similar to avidin EY
Vitellogenin 1 EY
Vitellogenin 2 EY

activity

+
+

Antimicrobial peptides

Avian beta-defensins

Cationic peptides
Broad spectrum of
antimicrobial activity

Characterization of AvBD-11 (Hervé-Grépinet et al., 2010)

Bacterial group, species

MIC* (uM) (95% confidence interva

MSI-94 AvBDI11

Gram positive

S. aureus ATCC 29740 0.33 (0.19-0.48) 0.90 (0.27-1.7)

L. monocylogenes 0.28 (0.13-0.43) 0.18 (0.08-0.27)
Gram negative

S. Enteritidis ATCC 13076 0.31(0.25-0.35) 0.35 (0.27-0.46)

S. Enteritidis LAS 0.15 (0.10-0.21) 0.40 (0.29-0.49)

§. Typhimurium ATCC 14028 0.25 (0.11-0.40) 0.32(0.31-0.32)

E. coli ATCC 25922 0.37 (0.23-0.52) 0.05 (0.04-0.05)

— IN?A Gautron J./ New insights on egg proteins

" SCIENCE & IMPACT

077

16/ 09/ 2013




Egg antimicrobial proteins (chemical defence) $%

Chelators Antimicrobial peptides

Avian beta-defensins

Molecules decreasing bioavailability

of irons and vitamins . .
Cationic peptides

- Diminish bioavailability for microbes Broad spectrum of
- Affect growth and survival of bacteria antimicrobial activity

Antimicrobial

Name Localization activity
Ovotransferrin ~ ES, EW, MV, EY + Histones
RBP ES, EW, MV, EY +
Avidin ES, EW, MV  +
Similar to avidin EY ? Basic proteins from nucleosomes

. . ‘I) .
Vitellogenin 1 EY ' Agent of innate host defense (Gram + and
Vitellogenin 2 EY ? )

Gram — strains)

|N?A Gautron J./ New insights on egg proteins 16/ 09/ 2013
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Egg antimicrobial proteins (chemical defence)

C-type lectin-like proteins

Major components of the calcified eggshell of multiple avian species
110 to 130 residues including four cysteines involved in two

C-type lectin domain :

disulfide bonds
—> Ovocleidin 17(Hincke et al., 1995(eggshell, eggwhite, rétallepenambes o

Bactericidal activity againsBacillus subtilis Staphylococcus &eus and Pseomonas

aeruginosg\\ellman-Labadie et al. 2008)

- Other candidateSonchere et al., 2009, Bourin et al., 2012)

Tetranectin (egg yolk)
Collagen XVIII (eggshell)

DEC-205 protein (eggshell)
Mannose binding protein (eggshell, uterus)

e IN?A Gautron J. / New insights on egg proteins
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Plan

. Introduction

Il. Approches a haut débit pour identifier les protéines de l'ceuf
1. Généralité — stratégie expérimentale
2. Utilisation combinée des banques et outils
3. Transcriptome de l'ceuf
4. Protéome de l'ceuf

lll. Mieux comprendre les défenses de I'ceuf grace aux approches a haut débit
1. Défense physique (coquille)
a) Protéines de la matrice organique et biominéralisation
b) Caractérisation fonctionnelle des protéines de la matrice
c) Avancées récentes en génomique pour améliorer la solidité de la coquille
2. Défense antimicrobienne
a) Analyse bioinformatique des protéines antimicrobiennes
b) Classement fonctionnel des protéines antimicrobiennes

IV. Conclusion

ALIMENTATION

AGRICULTURE
ENVIRONNEMENT




CONCLUSIONS

Les stratégies utilisant la génomique et la génomique fonctionnelle simultanément avec

la protéomique offrent un potentiel important
—> Caractérisation des acteurs moléculaires

- Criblage de nombreuses fonctions biologiques potentielles

Intéréts dans la science de I'ceuf

- protéines impliquées dans la biominéralisation de 'oeuf

- Protéines de défenses moléculaires
- Autres activités biologiques

~~

: Protection de I'ceuf
Science des -Défense physique
biomatériaux -Défense chimique

Caractérisation de nouvelles

molécules d’intéréts
-Antimicrobiennes
-Antivirales
-Antihypertensives
-Antioxydantes
-Anti-inflammatoires...
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