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INTRODUCTION



L’ceuf de poule

L’GEuf, un produit de base pour I’alimentation humaine

Au niveau mondial en 2012
[1 66,4 millions de tonnes par an (>1200 milliards d’ceufs)
[J Accroissement du marché de 2.2 %
[J Premier producteur est la Chine (24,5 MT — 37 % de la production mondiale)
[J Union européenne second producteur mondial (6 MT- 9 % de la production mondiale)

Filiere francaise en 2013 = Cages aménagées

[1 15,2 milliards d’ceufs m Biologique
(47 millions de poules pondeuses) Plein air

[1 1.37 milliards d’Euros m Label rouge
[1 4 % de la valeur des productions animales = Sl

[J 1.7 % de la valeur des productions agricoles

Consommation
[1 145 ceufs par an et par habitant dans le monde
[1 216 ceufs par an et par personne en France
[1 60% sous forme d’ceufs en coquille
[1 40% sous forme d’ovoproduits

Source ITAVI



Microbiologie de I'ceuf et des ovoproduits

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

[0 La contamination horizontale est beaucoup plus fréquente
[J 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 consommeés crus (mayonnaise...)
>Impliqués dans 45% des salmonelloses (62 % pour salmonella enteritidis)

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



Le contexte européen
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Interdiction des cayes
conventionnelles

Directive EU 1999/74 AN

Animal welfare N

Cages aménageées, volieres
ou autres systemes au sol

Impact sur la qualité hygiénique de I'oeuf ?



L'GEuf, un p
Chambre i

Doit contenir la tot

> Eléments nutritionnels [

> Nombreux composés a




Structure de la coquille



La coquille (défense physique)
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La coquille (défense physique)

Pore

Cuticule — A

‘ Couche palissadigue =~ —»

| ._mn:mmary' - : ;
o Noyaux mamillaires — ; ;

~ 100ym embranes coquilliéres

Composition :
v Carbonate de calcium (calcite)
~ 3,5 % matrice organique (2% partie minéralisée)



La coquille (défense physique)
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Formation de la coquille



La formation de I’'ceuf

Foie
Protéines du jaune
(maturité sexuelle)

Oh Ovaire

infundibulum
Membranes vitellines
(<1h)

Magnum

Protéines du blanc

(1h — 4h30)

sthme

embranes coquillieres
(4h30-6h)

Utérus

Calcification de la coquille
(6h — 24 h)

24 h

Membrane vitelline

Coquille
- Membranes coquillieres
- Couche calcifiée



Eggshell Biomineralisation in uterus

Supply of minerals for shell mineralization

General model describing
uterine ion transporters
during eggshell
calcification

Na*/ K* /CIEslmza:? (LI

e [hTPIBI ‘L]u;-“"
Na'/ K" frea—
NKAING IF

1
Na“

Jonchere et al., 2012, Bmc physiology

Brionne et al., 2014, Bmc Genomics

Blood plasma (basolateral)

Uterine glandular cells

Uterine Muid (apical)
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Biomineralisation process

3 main phases
in the uterine
fluid

(acellular milieu)

Mear growth phase

Termina
Arrest

10 12 14 16 18 20
Hours after ovulation

22 24




La formation de la coquille des oiseaux,
un processus de biomineralisation

[ Minéralisation de la coquille se produit dans I'utérus qui constitue un espace
compartimenté

[J Les cellules de I'utérus sécrétent un fluide acellulaire (liquide utérin) dans
lequel se produit la minéralisation

[J L’ensemble des constituants minéraux et organiques nécessaires a la formation
de la coquille sont présents dans ce milieu

[] Le carbonate de calcium précipite a partir du calcium et des bicarbonates du
fluide utérin

[1 Le calcium et les carbonates se trouvent a des concentrations élevées

[J Le produit de solubilité est dépassé de 100 fois environ



La formation de la coquille

La phase initiale

Le carbonate de calcium se dépose en des sites organiques (noyaux
mamillaires) en surface de la membrane de I'ceuf



La formation de la coquille e

La phase initiale

Peu a peu les noyaux mamillaires sont recouverts de calcite



La formation de la coquille

La phase initiale

La couche calcifiée est étroitement liée aux
fibres de la membrane de la coquille



S U rface

Les noyaux mamillaires recouverts de
carbonate de calcium (calcite) forment des
cones qui fusionnent au fur et a mesure que la



La formation de la coquille

La phase de croissance

Vue transversale

Les noyaux mamillaires recouverts de carbonate de
calcium (calcite) forment des cones qui fusionnent au fur
et a mesure que la calcification se poursuit




La formation de la coquille

La phase de croissance

Surface de la couche calcifiée avec
apparition d’'un pore obtenu en absence de
fusion des pores



La formation de la coquille

La phase terminale
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En surface de la couche calcifiee apparait une
couche monocristalline de calcite
(Couche des cristaux verticaux)



La formation de la coquille

ey

Rt

La phase terminale

i

La minéralisation s’arréte. Une fine couche
de matiere organique vient se déposer en
surface (cuticule)



La cuticule recouvre la totalité de I'ceuf. En
séchant, elle se fissure pour permettre les
échanges gazeux via les pores



Similitude des coquilles d’ceufs

. Palisade . |

-
} Maﬁmillaw

vl
o

Gallus gallus coturnix japonica Meleagris gallopavo Anas platyrhynchos



Similitude des coquilles d’ceufs
[1 PROCESSUS DE BIOMINERALISATION UNIVERSEL

?

Mammillary |

Gallus gallus Numida meleagris Struthio Sankofa pyrenaica



La formation de la coquille,
un processus de biominéralisation

ration d’une orientation privilégiée des crlstaux etde la mlcrostructure

Gallus gallus Meleagris gallopavo Numida meleagris Sankofa pyrenaica



Résistance a la rupture (kg)

Propriétes blomecamques des coqunles

12

10

Pintade Cigogne

Dinde

40 60 8 100 120 140 160 180

Poids ceuf (g)

Moineau Merle noir Canard Poule

200



La formation de la coquille

XRD 2D (X-Ray Diffraction) (détermination quantitative du
polymorphe cristallin présent)

Diffraction dans
certaines directions de I'espace

Faisceau o
Rayons X > > Le cliché obtenu
incident monocristal de_pend du
cristal
'WZThe{aSmnufS?dz.UOl —_ |

‘o m] A IDIB] 8] L Lo [ o]sad i , _ _
L'angle de diffraction

est specifique
du type
polymorphique du
cristal
(ici calcite)




La formation de la coquille

XRD 2D (X-Ray Diffraction) (détermination quantitative du
polymorphe cristallin présent)
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La formation de la coquille

XRD 2D (X-Ray Diffraction) (détermination quantitative du
polymorphe cristallin présent)

12

10

moyenne des aires
o N N (o)) (o]

T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Heures post-ovulation

“ Nanocristaux formés aux stades précoces (5-6 heures)
“ Accroissement de la taille des cristaux a partir des
nanocristaux

“ Les plus gros cristaux forment un petit nombre d’unités
\ cristallines orientées microstructure en colonne




La formation de la coquille

- Contexte

2 hypotheses possibles pour la formation de la calcite sous influence de la
matrice organique

Hypothese n°1 : calcite formée directement Ca + CO3Llcalcite

Hypothese n°2 : passage par du carbonate de calcium amorphe (ACC) dans
une phase transitoire avant d’obtenir la calcite Ca + CO30ACCcalcite
[J Plus soluble, plus réactif, source temporaire de calcium

Angewandte
inemationciednion . ChEMie

.. . . DOI: 10.1002/anie.201000679
Biomineralization

Structural Control of Crystal Nuclei by an Eggshell Protein**
Colin L. Freeman, John H. Harding, David Quigley, and P. Mark Rodger*

Figure 1. Ovocleidin-17 bound to an amorphous (a) and a crystallized
(b) calcium carbonate nanoparticle containing 192 formula units. The



La formation de la coquille

quantification du ratio CaCO3 cristallin/CaCO3 total (FTIR)

Diffraction dans
certaines directions de lI'espace

Spectre IR
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IR
incident échantillon L e a8 ‘
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Diffraction des IR
en fonction
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La formation de la coquille

quantification du ratio CaCO3 cristallin/CaCO3 total (FTIR)

5h p.o

14h

6h p.o

7h p.o

NiYe
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La formation de la coquille

quantification du ratio CaCO3 cristallin/CaCO3 total (FTIR)

12

10

moyenne ratio aire pic Claire picT

O N N~ O 0

T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Heures post-ovulation

CCaCO3 amorphe (ACC) aux stades précoces,

mais une certaine orientation (proto-calcite)

“Augmentation du ratio aire pic Claire pic T,

qui traduit une transformation graduelle de I’ACC en calcite a
\tous les stades

J




La formation de la coquille ‘NR

IMPACT
Role of amorphous calcium carbonate (ACC)

ACC
Calcite

First nucleation events

.: l Mamillary
Eggshell~> Knobs
Membranes

Tlme 1 (5-6 h Post ovulation):
§ ACC particles nucleate on the
8 whole eggshell membranes.
¥ Form massive deposits

X FIB Imaging = SEM File Name = 555
FIB Lock Mags = No Signal & = [nLens

mages: A. Rodriguez-Navarro, University of Granada Rodriguez-Navarro et al., Journal of structural Biology, Submitted



La formation de la coquille ‘NR

IMPACT
Role of amorphous calcium carbonate (ACC)

ACC
Calcite

Calcite formation
..
Time 2 (6-7 h post
ovulation): Interface-coupled
dissolution precipation

process
R _ q N Direct transformation of ACC
CaICIte FARYRSEEe e  Nto calcite aggregates on

r e

mammillary knobs

11 Dec 2013 3.52KX
InLens 27.72 nm 3 mr

mages: A. Rodriguez-Navarro, University of Granada Rodriguez-Navarro et al., Journal of structural Biology, Submitted



La formation de la coquille  NR

IMPACT
Role of amorphous calcium carbonate (ACC)

ACC
Calcite

Large calcite crystal units deposition

Time 3 (>7h post ovulation):
Additional cristallisation events
on calcite template

Mag = 3.00 KX 3.84 nm FIB Imaging = SEM “File Name = 574

WD = 5.4 mm EHT = 3.00 kV FIB Lock Mags = No Signal A = InLens Date :20 Jun 2013

mages: A. Rodriguez-Navarro, University of Granada Rodriguez-Navarro et al., Journal of structural Biology, Submitted



ROle de la matrice organique



La matrice organique

“Organic matrix plays a key role
determine the texture of the shell and its resulting mechanical properties

95% of CaCOs(calcite)

t quantit S
Interaction ¥— N Ultrastructure
1 control of ___» | Mechanical properties
3.5% of organic matrix biomineralisatio
' n process

(proteins, proteoglycans)

Calcium carbonate
(calcite)

> Organic matrix

Orientation and stabilisation of C-,?\\xis

: Interaction
calcium carbonate polymorphs |

Drive the calcite morphology o
\' < >




La matrice organique

Détermine la microstructure du biomatériau

“ The avian eggshell is a complex and highly structured calcitic bioceramic
~ Competitive crystal growth
~ Mineral-binding proteins guide crystal growth (organic matrix control)

A PN/

t=1 -

|
L
I \

Rodriguez-Navarro et al., 2000; Nys et al., (2004) ) ]
Images: J.M. Garcia-Ruiz, Granada



Protéines de la matrice et minéralisation de la

Initial

Croissance

Fluide utérin

Terminal

Connect. Tissue. Res., 1997, 36, 195-210

coquille

Composition variable du fluide utérin au
cours du processus de calcification

l

Adaptation du contenu organique selon
le stade de minéralisation



Protéines de la matrice et minéralisation de la
coquille

Augmente le nombre de cristaux

\ugmente la cinétique de nucléation des cristaux
emps nécessaire pour observer les premiers cristaux
Témoins 900 minutes

Fluide utérin < 10 secondes Témoins Initiale  Croissance Terminale
40 cristaux Fluide utérin >10 000 cristaux

e

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)

™~

:alvorise la calcite comme type polymorphique Modifie la morphologie des cristaux de calcite
Aragonite _Vaterite T

cite

Témoin Initiale Croissance Terminale

A H 0,
Témoins (%) 55 Fluide utérin

Fluide utérin (%) 100




|dentification des protéines de la matrice organique



Identification des protéines de I’'ceuf

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

Les techniques classiques

*Biochimie (Fractionnement des composés de I'ceuf par chromatographie,
électrophoreses...) et biologie moléculaire (banque cDNA, EST ...)

[1 2006, environ 50 protéines de I'ceuf (10 dans la coquille)



Les protéines de la matrice organique

Les protéines préalablement 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



Les protéines préalablement identifiées dans
le blanc d’ceuf

[J lysozyme (matrix Biol., 2000, 19, 443-453) €t ovotransferrine (connect. Tissue. Res., 2001, 42, 225-267)

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

Noyaux mamillaires

14 kDa ST -

Membranes coquilliéres

Fluide utérin

*Présentes dans la coquille
>sécrétées par les tissus ou se forme la coquille



Les proteines préalablement identifiées dans
le blanc d’ceuf

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

*Jouent un role dans la protection physique de I'ceuf et de I'embryon

Interaction avec le carbonate de calcium

Ovotransferrine Lysozyme

Témoi

»Jouéht un réle antimicrobien (protection chimique de I’ceuf et de I’embryon)

Inhibe la croissance des bactéries a
Gram négatif par privation de fer
Hydrolyse la paroi des bactéries a Gram
positif

* Ovotransferrine >

v

* Lysozyme



Les protéines speécifiques de la coquille

[1 Ovocleidin -116 (J. Biol. Chem., 1999, 274, 32915-32923)
[] Ovocalyxines-25 et -21 (Bioactive egg compounds, 109-115. Springer-Verlag (Ger))

[1 Ovocalyxine -32 (J. Biol. Chem., 2001, 276, 39243-39252) (113)
*Nouvelles séquences protéiques non identifiées au préalable

Utilisation des banques EST
Le but

* |dentifier les genes fonctionnels
Méthode
* Un catalogue compréhensible de 'ensemble des séquences d’un organisme ou
d’'un tissu spécifique ou d’une fonction biologique

Recueil des tissus:

Nombreuses fonctions biologiques :
(Tissus reproducteurs, systeme digestif,
Systeme nerveux central, foie, intestin, rate,

) > ARNm——— cDNASs
Différentes conditions : /
(embryons,jeunes, adultes, males, femelles,
facteurs nutritionnels...) Clonage
dans des

Séquence partielle / bactéries
du cDNA cloneé

& pemm gy wmmmmN



Les protéines speécifiques de la coquille
Utilisation des banques EST

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

Main projects for poultry:

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

dbEST: database of "Expressed
> NCBI Sequence Tags"

dbEST release 130101

600 434 séquences (http:/www.nchi.nim.nih.gov/doEST/dbEST_summary.ntml) pour 260 460 contigs et
129 842 SihglEtS (http: //public-contigbrowser.sigenae. org:9090/Gallus_gallus/index.html)



Les protéines speécifiques de la coquille
Utilisation des banques EST

Séquencage des Proteines et traduction en nucléotides

P

'rotein sequencing of OCX-32

N terminal sequence

ERLPWPQVPGVMHPLNPKHREAV

nternal peptide sequences

CB3 GLAIVGSSH(I)
CB4 YLV

ERLPW
K1 IRK

K3 s(gPXVVHAK

K4  DNAVAFK

K5 x(g IRXDNAVAFK

QEED(HR)FYE(YLQ)

K6b % %EED HR FYE(YLQ)
KQSTEHTGYLLAQVSS(V)K

K7b STEHTGYLLA?(VSS(V)K

K8 LVWTLGHPIRV

K9  FIVLLHEIPT LNVXH

K10 KPITANYIPDS(N)GNI (HDH)

Traduction en séquences
nucléotidiques

(code dégénéré)
Leucine : 6 codons

(UUA, UUG, CUU, CUC, CUA, CUG)
Acide aspartique : 2 codons (GAU, GAC)
Méthionine : codon unique (AUG)

Milliers de combinaisons possibles
Utilisation d’outils bioinformatiques



Les protéines speécifiques de la coquille

Utilisation

des banques EST

Séquencage des Proteines et traduction en nucléotides

P

'rotein sequencing of OCX-3

N terminal sequence
ERLPWPQVPGVMHPLNPKHREAV

nternal peptide sequences

CB3 GLAIVGSSH(I)
CB4 YLV

ERLPW — >

K1 X(Q)IRK

K2 ‘?& F
K3 PXVVHAK
K4 DNAVAFK

x IRXDNAVAFK
K6a QEED(HR)FYE(YLQ)
K6b %I EED HR FYE(YLO)
KQSTEHTGYLLAQVSS(V)K
K7b $STEHTGYLLA?(VSS(V)K
LVWTLGHPIRV
K9  FIVLLHEIPT LNVXH

K10 KPITANYIPDS(N)GNI (HDH)

2

Traduction en ségquences
nucléotidiques
(code déegéperé)

Recherche bases de données
Bangues 2es EST (tblastN)

|dentificatio uences EST



Les protéines speécifiques de la coquille
Utilisation des banques EST

Séquencage des Proteines et traduction en nucléotides

1

Amino acid translation

EFGTSAAERLPWPQVPGVMRPLNPSHREAVWAAWTALHYINSHEASPSRP
LALHKVVKAASKMIPRLGWKYYVHCTTEGYIHGENAGSCFATVLYLKKSP
PVVHGKCVHAQNKKQIQEEDHRFYEYLQHQKKPITANYIPDSNGNIAHDH
LQLWGLAIVGSSYIMWKQSTEHTGYLLAQVSSVKQQIRKDNAVAFKFIVL
LHEIPTQQLNVCHMYLVWTLGHPIRVKYSCAPDNHGLEDGSGQDSGSAAG
TSHETKGNF

* Full length cDNA sequence



Les protéines spécifiques de la coquille

[1 Ovocalyxine -32 (. Biol. Chem., 2001, 276, 39243-39252) (213)
*Uniquement exprimée dans les tissus ou se forme la coquille

Isthme Isthme
Magnhum  blanc rouge Utérus

Elgeltelea [EISI S E |3
- - c o| >
Foie Rein Duod Eau g £8|£3 |5 9 L 14 S g
enum g |eac|e? 5 | a T =
= o
S
232

RT-PCR de I'ovocalyxine-32 Western blot de I'ovocalyxine



Les protéines spécifiques de la coquille

[1 Ovocalyxine -32 (. Biol. Chem., 2001, 276, 39243-39252) (313)

*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 role antimicrobien (protection chimique de I'ceuf et de ’embryon)
> Inhibiteur de carboxypeptidase
> inhibe la croissance de Bacillus subtilis
(Comp. Biochem. Physiol. B, Biochem. Mol. Bio, 2007, 147, 172-177)



Les protéines spécifiques de la coquille

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

THE JOURMAL OF BIOLCGICAL CHERISTRY WOL. 281, MO B, pp. 5373 -5286, Febiuary 23, 2007
& 2007 by Tha Amedican Sockny for Biochemi st yand Molstubr ay rc Primisdintha LS A

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

Racstvad for publication, Mowernber 3, 2006, ard In reized form, Cecemnber 14, 2006 Published, JBC Papers in Press, Decemnber 19, 2006, DO 100074 b ME 102534200

Jogl 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™



Les protéines spécifiques de la coquille

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

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

6 kDa Band

N-terminal Amino acid sequencing :
VLGSGLSCAISPRAMQQVLSDAIIQTGGL

A 4

No correspondences in databases

A 4

Initial | Growth Terminal ific antibodi
hitia © — Specific antibodies

PRI HETE I

Uterine fluid




Les protéines speécifiques de la coquille

Utilisation combinée des banques cDNA, EST, génomique et 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

Preparation of a

dies
bacteriophage cDNA h

expression library /

/ i \ Expression screening
" e Y of the cDNA

cDNA sequence
of positive clones




Les protéines speécifiques de la coquille

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

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

Alignment
Identification of 3 additional ESTs

EST pgrin.pk.002.d1 EST gcal0003c.m.17

EST geal00011c.m.09>

cDNA sequence (1995 bp) of ovocalyxine-36

Translation in a 48 kDa protein




Les protéines speécifiques de la coquille

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

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

Analyse bioinformatique des séquences genomique, cDNA et protéique

Séguence cDNA de OCX 36
Aucune homologie avec des séquences répertoriées

Séguence en acides amines
|dentité et similarité limités avec “lipopolysaccharide binding proteins
(LBP)”, “bactericidal permeability increasing protein (BP1)” et “Plunc
families proteins”
20-25 % résidus identiques
39-44 % substitutions conservatives
Expected value 10-4 to 10-28



Les protéines speécifiques de la coquille

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

écifique de la matrice organique de la coquille

vocalyxin-36, une protéine sp
>
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BLAT Search G
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' feeling lucky.

Paste in a query sequence to findifs location in the the genome. Maltple sequences may be searched if
separated by lines starting with > followed by the sequence name.

File Upload: Rather than pasting a sequence, you can choose to upload a text fle containing the sequence.

Percour. submitfile

Only DNA sequences of 25,000 or fewer bases and protein or translated sequence of 10000 or feswer letters
will be processed. Up to 25 sequences can be submitted at the same time. The total limit for multiple sequence
submissions is 50,000 bases or 25,000 letters.

Upload sequence:

For locating PCR primers, use In-Silico PCR for best results instead of BLAT.

About BLAT
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Les protéines speécifiques de la coquille

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

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

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

~ \

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

chez les mammiféres

Architecture du géne

| I 1] v Vv Vi Vil VI IX X XI Xi X Xiv
547 115 129 156 64 64 92 237 168 68 43 64 77 >42

LBP

i 1l v \' Vi
115 129 162 64 64

Vil Vil | X
92 177 6 165

X X X
68 43 64

Xlv XV
77 358

BPI

| Il 1] v \' Vi Vil Vil IX X XI X Xu Xiv  xXv
>112 115 105 156 64 64 92 174 54 168 68 43 64 77 24

ocx-36 [

> Genes apparentés



Utilisation combinée des banques cDNA, EST,
genomique et des outils de bioinformatique

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

Expression de 'OCX-36 a différentes conditions physiologiques

2000

=
a1
(=]
(=]

Ratio OCX 36/18S
=
o
o
o

Arbitrary units

500

0 ' '
3h ! 18 h !
Hours after ovulation




Utilisation combinée des banques cDNA, EST,
genomique et des outils de bioinformatique

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

H. M. G.Gallus O. latipes
sapiens domestica Chr 20 Ultra90
Chr20 Chrl
BIOLOGY OF REPRODUCTION 83, 893000 (2010)
Published online before print 11 August 2010. DNMT3B 30. 400.55 | ]10.20
DOI 10,1095 biolreprod. 110.085019 81
30.8 400.51 10.2
. . . 7 1
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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 **
= Academic Unit of Respiratory Medicine, Department of Infection and Immunity, University of Sheffieid, sheffield 510 2JF, UK

b Department of Infectious Diseases and Immunclogy, Faculty of Veterinary Medicine, Utrechit University, P.0. Box 50165, 3508 TD Utrecht, The Netherlands
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Utilisation combinée des banques cDNA, EST,
genomique et des outils de bioinformatique

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

&~ N

, 0 "
g g o3 5 4 : g
= T ‘T £ = =
- E 29 2e 5 2
k5 Q. o5 IR 3 5
: g - 55 = .
= Wvtgl vtgAld) R~ as VTG1 WVTG2 WVTG1 YVTG2
‘% I vtgC vigA VigA2 vigB o Vtgl Vtg2 Vtg3 H YVTG1 VTG e wyTe3
2
rbp Rbp ® rBP +¢PRBP
OCX-36 Therian mammals
ovalbumin (166 Myr ago) |
ovalbumin-X
ovalbumin-Y
“™~RARRES1 CX-32 RARRES1
OC-116 MEPE
Mammals
(326 Myr ago) ]
+OC-116/MEPE
(370 Myr ago) _ Amniotes B Gene divergence
ARRES1/0OCX-32 BBénes spécifiques
RBP
VTG1 VTGane [C]Perte de génes
Tetrapods
M vTGanc Biology of Reproduction, 2010

Vertebrates
1



Identification des protéines de I’'ceuf

Les techniques classiques

*Biochimie (Fractionnement des composés de I'ceuf par chromatographie,
électrophoreses...) et biologie moléculaire

[1 2006, environ 50 protéines de I'ceuf (10 dans la coquille)

Les développements récents

v2004, Publication de la séquence génomique “ Genome-wide non redundant catalog

nature

de la poul of 33 838 different genes

2 MCHI » UniGene » Gallus gallus

Jcturn PopSet Taxonomy OMIM

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

Gallus gallus: UniGene Build #46

Known genes are from GenBank 18 Aug 2012

ThE -I_:hill_':ken genome ESTs ar from bEST though 18 Aup 2012
- Y - - - - v - -
Mise a disposition des techniques cDNA and ESTs libraries

(Identification of 600 434 functional genes

« omics » et des outils de data in chickens)

mining pour identifier de nouvelles
protéines de I'oeuf




« omics » to identify novel egg proteingg

“ Transcriptomics (microarrays, RNA seq...)

Liver: ~ Egg formation _
Egg yolk proteins (several weeks) Spatial and temporal regulation
Oh

Ovary and infundibulum: Different tissues or organs

Vitelline membranes (less 1 h) Egg components are deposited at different times
Different physiological stages

Magnum:

egg white proteins (1 to 4 h 30) l

Isthmus: Comparison of gene expression in the

eggshell membranes (4h30 to 6 h) various segment of the reproductive tract

Uterus:

eggshell calcification (6 to 24 h)

v

24 h Quantification of genes specifically related to the egg
yolk, the vitelline membranes, the egg white, the
eggshell membranes and the eggshell calcification
process




« omics » to identify novel egg proteinsg

v Tran Sc ri pto m i cs (microarrayS’ RN/ hup;/www:biomedcemr;|.:om/1'471:—2154/13/457 (gin}omics
RESEARCH ARTICLE Open Access
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, Joél Gautron, Magali Berges, Christelle Hennequet-Antier, Cédric Cabau, Yves Nys
O h and Sophie Réhault-Godbert
Ovary and infundibulum: INew insights in egg white proteins using cDNA microarrays and extensive proteomic
1 1 data mining
Vitelline membranes (less 1 h) EggMeat symposia 2011 - Leipzig

Joél Gautronl, Aurélien Brionne®, Christelle Hennequet-Antierl, Cédric Cabau', Nicolas

Maghum: 828 <——
egg white proteins (1 to 4 h 30)

Guyot', Larry Cogburn?, Sophie Réhault-Godbert!, Yves Nys'

Isthmus: 135 <—|— Identifying spedific proteinsinvolved in eggshell membrane

eggshell membranes (4h30 to 6 h) formation using gene expression analysis and bioinformatics.
\Ingwen Du?, Maxwell Hincke ® 9 Aurclicn Bricnne®, Christelle hennequet -Antier®, Larry A

Uterus: 605 < Qogburn®, Yes Ny, el Gautron®  Submitted

eggshell calcification (6 to 24 h)_ _

Jonchére et al. BMC Genomi, cs 2010, 11:57
> http://www.biomedcentral.com/1471-2164/11/57 BMC
|- Genomics
Brionne et al. BMC Genomics 2014, 15:220
Genomics

Gene expression profiling to identify eggshell

RESEARCH ARTICLE Open Access . . . .

. . N . proteins involved in physical defense of the
Hen uterine gene expression profiling during chicken egg
.eggShe” formatlon reveals pUtatlve p'jOtEInS Vincent Jonchére!, Sophie Réhau\thodbert:, Christelle Hennequet-Antier', Cédric Cabau’, Vonick Sibut'=,
involved in the supply of minerals or in the shell Larry A Cogburn’, Yves Nys', Joel Gautron'

mineralization process

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




I. Analyse exhaustive des Il. Caractérisation des lll. Variabilité des
proteines défenses defenses
ser les outils & haut débit pour identifier les génes et protéines impliqués dans la formation de |

” Proteomics

Proteomics 2006, 6, 3801-3810 DOI 10.1002/pmic. 200600120 3801
REeseARCH ARTICLE
Available online at www.sciencedirect.com
“PROTEOmIS Proteomic analysis of the acid-soluble organic matrix of
SciVerse ScienceDirect Cala®s"y the chicken calcified eggshell layer
www.elsevier.com/locate/jprot cid
- - - —— . - S h el I Karlheinz Mann, Boris Maéek and Jesper V. Olsen

Proteomic analysis provides new insight into the chicken 106 D01 10:1002/pmic 200600635 Protoomics 2007, 7, 106115
eggshell cuticle ReseARcH ARTICLE

Megan Rose-Martel, Jingwen Du, Maxwell T. Hincke" Phosphoproteins of the chicken eggshell calcified layer

Prowomics 2013, 13, 3623-3636 DO! 10.1002/pmic. 201300286 3523
Karlheinz Mann, Jesper V. Olsen, Boris Macek, Florian Gnad and Matthias Mann
ReseARcH ARTICLE
. . . . . . Max-Planck-Institute for Biochemistry, Department of Proteomics and Signal Transduction, Martinsried, Germany
Differential label-free quantitative proteomic analysis
of avian eggshell matrix and uterine fluid proteins
associated with eggshell mechanical property o e o oo
ISSN: 0300-8207 print / 1521-0456 online
. i i DOI: 10.1080/03008200601003116
Congjiao Sun, Guiyun Xu and Ning Yang
T OURN AL OF PROTEOMIGS 113 (2015) 178105 ORIGINAL RESEARCH
Available online at www.sciencedirect.com ",;.mfmﬁla Proteins Of Insoluble Matrix Of AVian
ScienceDirect Eatetety (Gallus Gallus) Eggshell
www_.elsevier.com/locate/jprot S

Ivan Miksik and Adam Eckhardt

—_— . — - - Institute of Physiology, Academy of Sciences of the Czech Republic, and Cardiovascular Research
Quantitative proteomics and bioinformatic analysis Centre, Prague, Czech Republic
provide new insight into protein function during W

5 hell biomi lizati Pavla Sedlakova and Katerina Mikulikova
avian eggshe lomineralization Institute of Physiology, Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague, Czech Republic

Pauline Marie®, Valérie Labas®, Aurélien Brionne®, Grégoire Harichaux®,
Christelle Hennequet-Antier®, Yues Nys®, Joél Gautron®*

Anal Bioanal Chem (2010) 397:205-214
DOI 10.1007/s00216-009-3326-3

I = ORIGINAL PAPER
Available online at www.sciencedirect.com T a——
" PROTEOMICS

Sci Direct 2 ) . . . . . .
Sl fetetots Determination of insoluble avian eggshell matrix proteins

www.elsevier.com/locate/jprot

Ivan Miksik - Pavla Sedlikova « Katerina Lacinova

Novel identification of matrix proteins involved in Statis Pataridis - Adam Eckhardt
calcitic biomineralization @c,m,v,;,,k

Megan Rose-Martel, Sandy Smiley, Maxwell T, Hincke"




« omics » to identify novel egg proteingg

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

>3600 protein identifiers in the different eggshell proteomes from 3 different databases
IPI (closed), GeneBank and UniProt

v

Lot of redundancies
Majority of them were not annotated

Data mining and bioinformatics tools

Loading of the sequences, multi alignment to eliminate redundancies

v
725 non redundant eggshell proteins

A\
Update of functional annotations




Eggshell proteins and physical defence

> calcification process |

“ Proteins involved in the biomineralization of shell

OC-17
OC-116
Ovotransferrin
OCX-32
Osteopontin
Lysozyme

Ovotransferrin is a Matrix Protein of the Hen Eggshell
Membranes and Basal Calcified Layer

J. GAUTRON?, M.T. HINCKEP, M. PANHELEUX?, J.M. GARCIA-RUIZS, T. BOLDICKE? and Y, NYS*"

| & | & ' ‘

Proteins interact with minerals to influence the morphology of
crystals




Eggshell proteins and physical defence

> calcification process |

“ Proteins involved in the biomineralization of shell

OC-17

OC'll 6 A.::%f::gwnglffmie
82(;??}’;3"9/’”” DOI: 10.1002/anie.201000679
Osteopontin Structural Control of Crystal Nuclei by an Eggshell Protein**
Lysozyme Colin L. I'reeman, John H. Harding, David Quigley, and P. Mark Rodger*

Figure 1. Ovocleidin-17 bound to an amorphous (a) and a crystallized
(b) calcium carbonate nanoparticle containing 192 formula units. The



Eggshell proteins and physical defence

> calcification process |

“ Proteins involved in the biomineralization of shell
- 0C-17
OC-116
Ovotransferrin
OCX-32
Osteopontin
Lysozyme

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

|dentification of numerous novel CaBPs
A total of 23 proteins with EF-hand and EGF-like calcium binding domains are present in the s/



Eggshell proteins and physical defence

> calcification process |

> 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

- Regulation of the activity of proteins related to the shell deposit
“Shell mineralisation occurs in a non cellular milieu
“In situ by direct action of proteins to inhibit or activate the molecular actors present
in the milieu.
* Molecular chaperone which can interact with proteins might be involved in this
regulation process.
Proteases and proteases inhibitors (specific and controlled role during calcification
process, either by degrading proteins or regulating processing of proteins into their
mature forms)



Hierarchiser les Protéines de la matrice
organigue intervenant dans le processus de
minéralisation



tude de la biominéralisation de la coquille des oiseaux

95% de CaCOs(calcite)

7 Contréle
Interaction — du Approches globales et non hiérarchisees
v processus v’ Plus de 700 protéines
3,5% de matrice org: de v’ Plus de 600 transcrits spécifiques
(protéines, protéogly: calcificatio
n

archiser les acteurs moléculaires prépondérants lors du processus de minéralisatio

Etudes a différents stades de la minéralisation (poule et pintade)

| | AGENCE MATIONALE DE LA RECHERCHE

A4 v
Etude de I'interaction > Protéines et
matrice-calcite par des < I transcrits
approches in vitro et in IMPACT (2013-
sit
- 2017)




tude de la biominéralisation de la coquille des oiseaux

(Propriétés mécaniques exceptionnelles)

(] Importance de l'initiation de la minéralisation

 Etape cruciale pour la suite de la
biominéralisation

- Détermine les propriétéssmeécaniques de la
coquille

Rodriguez-Navarro
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tude de la biominéralisation de la coquille des oiseaux

(Propriétés mécaniques exceptionnelles)

(] Importance de l'initiation de la minéralisation

* Etape cruciale pour la suite de la
biominéralisation

Coquiltiryeriifermation collectee a différents points de l'initiation dh

la minéralisation Rapid growth phase

ACC (16 h)

Calcite

Crystal units formation

iti 7h p.o.
AC(; :elf osition ACC transformation into (7h p-o.)
(5-6hp.o) calcite (6-7 h p.o.)
Eggshell ‘—I_ M;II? i]tl)ary
Membra_n(;;> o . . .

. /




Etude de la coquille a différents temps de la
| sps-pace sminéfalisation

Rapid growth phase

(16 h)
ACC deposition ACC transformation into  €'vsta! (“;}:t;.:;’"““"“
(5-6 h p.o.) calcite (6-7 h p.o.)
Egashell >, .—\Mﬁm‘ﬂfy & e @
: !.F;W-ﬁ-"?t"“": "'..‘El*’"""- =
b | Analyse protéomique
gud sur LTQ-VelosOrbitrap
L - des bandes
- |
B !
¥ § Identification des protéines

- - . . Voo .

o — — Etablissement d'une liste
e ——— E non redondante de 216
R ool X - rotéines
e . e—— \ P




Etude de la coquille a différents temps de la
minéralisation

216 protéines quantifiees

Détermination de I'abondance relative dans chacun
des 4 stades

Analyses statistiques
> ANOVA
175 Protéines ont des variations d’abondance significatives
selon les stades

> Cluster hiérarchique profils d’abondance protéique



Etude de la coquille a différents temps de la
minéralisation
* Classement des protéines selon leur profil d’abondance

> Réalisation d’'un cluster hiérarchique pour les 175 protéines

Valeur wqmmetiéiaée& réduite pour limiter I'effet de la variance
Calculs de distance entre individus : corrélation de Pearson
Calculs de distance entre classe : moyenne des distances entre chaque individu de chaque classe
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Etude de la coquille a différents temps de la
minéralisation

27 proteins overabundant during
primary events of shell mineralization
Shp.o. 6hp.o. 7hp.o. 16hp.o.
L

Shp.o. 6hp.o. 7hp.o. 16hp.o.

s5hp.o. 6hp.o. 7hp.o. 16hp.o.

70 proteins overabundant
during rapid growth phase

Shp.o. 6hp.o. 7hp.o. 16hp.o.

13 proteins overabundant during ACC
transformation into calcite aggregates

N

Shp.o. 6hp.o. 7hp.o. 16hp.o. Shp.o. 6hp.o. 7hpo. 16hp.o.

47 proteins overabundant when large
calcite crystal units are formed

Shp.o. 6hp.o. 7hp.o. 16hp.o.

Shp.o. 6hp.o. 7hp.o. 16hp.o.

18 proteins overabundant at stages
associated with the presence of calcite

Shp.o. 6hp.o. 7hp.o. 16hp.o. Shp.o. 6hp.o. 7hp.o. 16hp.o.




Etude de la coquille a différents temps de la

minéralisation
[ |
Rapid growth phase
(16 h)
ACC
Calcite
Crystal units formation
ACC deposition ACC transformation into (7h p.o.)
(5-6 h p.o.) calcite (6-7 h p.o.)
amilla :
Eggshell > .:—I_ MKnobsry . . [ )
Membranes
27 13 47overabunda 70
overabundant overabundant nt overabundant
roteins proteins proteins proteins

unctions and blologlcal activities of the identified matrix proteins ?

Literature, data mining and bioinformatics tools

\4
Classification in different groups according to their potential functions
<J_ \|/ —|->
Associated to Mineralization Involved in the regulation of Antimicrobial

process activity of proteins proteins




Etude de la coquille a différents temps de la

_ _“minéralisation =
2 Proteins associated to shell mineralization process

“ Proteins involved in the biomineralization of shell or other biominerals (bones,
molluscan...)

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

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

“ Proteoglycans et proteoglycan binding proteins
proteoglycans have a negative charge to attract Ca2+ ions

~ Eggshell membranes proteins



Etude de la coquille a différents temps de la

o “mineralisation o _
2 Proteins involved in the regulation of activity of proteins

driving mineralisation

“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

“ Regulation of the activity of proteins related to the shell deposit
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

‘ Mm%ff%ﬂ?sgé 6 @éBéHBg’B?”ﬁgep&EEjPéé’ o BrGTEIRPRESPROAIARGH'S /1o their

in ma ure OI’ITIS

Phosphatases



ACC
Calcite

Etude de la coquille a différents temps de la

minéralisation

LYZ
LOXL2 OVOT
HAPLN3 0OC-17
CST3 OVM
HPX
OVAL
*—I_ Mamillary
Eggshell> Knobs

Membranes

ACC deposition
(5-6 h p.o.)

EDIL3 OVAL

ALB
cLU LYZ

0C-116 OVvVOT

CST3
LOC 428451 OC-17
NUCB2
MFGES
0CX-32 ®
0CX-25
Crystal units formation

(7h p.o.)

EDIL3

ALB LYZ
OVM ovoT
CST3

HAPLN3 0C-17
CLU OVAL

0CX-25

ACC transformation into
calcite (6-7 h p.o.)

ALB LYZ
OVAL

CST3 : 0OC-116
CLU

NUCB2 OC-17
ocx21 EDIL3
PPIB OVOT
GPC4

0OCX25 .

Rapid growth phase
(16 h)



Biomineéralisation de la coquille d’ceuf d’oiseaux

Microstructure, ultrastructure parfaitement définie

Role du carbonate de calcium amorphe (ACC) est démontré et important

Interaction matrice organique minéraux est prepondérante

Stabilisation de 'ACC, morphologie des cristaux

Caractérisation de la matrice organique récente (10 protéines en 2006, > 700 aujourd’hui)
Hiérarchisation des acteurs moléculaires prépondérants lors du processus de minéralisati

Etablissement d’'une liste restreinte de candidats pivots
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